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RESUMO

Os bolores verde e azul, causados respectivamente pelos fungos Penicillium digitatum e
Penicillium italicum, representam importantes problemas na citricultura por provocarem
perdas significativas e comprometerem a qualidade comercial dos frutos na pos-colheita.
Objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade antifiungica de 6leos essenciais (OEs)
extraidos de diferentes genotipos citricos no controle desses fitopatogenos. Foram utilizados
6leos de limao Amber, Eureka, Harvey, Siciliano, laranja Péra Rio TAC e mexerica Late IAC
585, também foram utilizados os OEs comerciais de laranja e limao, ambos da empresa Cisol.
No experimento in vitro, a técnica de difusdo em disco foi empregada para medir a inibi¢do do
crescimento micelial de P. digitatum e P. italicum. proporcionada pelos OEs. Os ensaios foram
instalados em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco repetigdes,
separadamente para cada fitopatégeno, em esquema fatorial 8x6, sendo oito tipos de OEs ¢
concentracoes de OE (0; 2,5; 7,5; 12,5; 17,5 e 100% (v/v)). No experimento in vivo, foi avaliada
a eficacia dos OEs no controle do P. italicum em frutos de lima acida Tahiti. Os frutos foram
inoculados 24h antes (método de controle preventivo) e 24h apo6s (método de controle curativo)
a realizagdo do tratamento com os OEs. O experimento foi instalado em DIC, em esquema
fatorial 2x3x2+2, com trés repeti¢des, sendo dois métodos de controle (preventivo e curativo),
trés tipos de OE (extraido de laranja Péra Rio e limao Harvey e o OE comercial de limdo), trés
concentracgdes (12,5 e 17,5% (v/v)) e dois adicionais, controle positivo (concentragdo comercial
do Imazalil) e controle negativo (agua). Os resultados demonstraram que os OEs, nas
concentracoes avaliadas, ndo foram eficazes no controle do P. digitatum, sendo os halos de
inibi¢do semelhantes ao controle negativo (tratadas somente com dgua). Contudo, no controle
de P. italicum, os 6leos puros de Eureka, Late IAC 585 e limado comercial apresentaram halos
de inibi¢ao superiores ao controle quimico. No experimento com tratamento dos frutos de lima
acida Tahiti observou-se que o controle curativo foi mais eficiente, na concentracao de 17,5%,
com redu¢do da incidéncia e severidade da doenga. De forma geral, os resultados indicam que
a eficiéncia dos OEs depende da variedade, da concentracdo e da estratégia de aplicagdo, sendo
a abordagem curativa a mais promissora para o controle de P. italicum em pds-colheita.

Palavras-chave: Pos-colheita, lima acida Tahiti, controle alternativo.



ABSTRACT

Green and blue molds, caused respectively by the fungi Penicillium digitatum and Penicillium
italicum, represent significant issues in citrus farming due to their ability to cause considerable
postharvest losses and compromise the commercial quality of fruits. This study aimed to
evaluate the antifungal activity of essential oils (EOs) extracted from different citrus genotypes
in the control of these phytopathogens. EOs from Amber, Eureka, Harvey, and Siciliano
lemons, Péra Rio IAC sweet orange, and Late IAC 585 mandarin were used, as well as
commercial EOs from orange and lemon, both provided by Cisol. In the in vitro experiment,
the disc diffusion method was applied to assess the inhibition of mycelial growth of P.
digitatum and P. italicum by the EOs. The experiment followed a completely randomized
design (CRD), with five replicates, in an 8 x 6 factorial scheme, consisting of eight types of
EOs and five concentrations (0; 2,5; 7,5; 12,5; 17,5 and 100%). In the in vivo test, the
effectiveness of EOs in controlling P. italicum was evaluated in Tahiti acid lime fruits. The
fruits were inoculated 24 hours before (preventive method) and 24 hours after (curative
method) EO treatment. The experiment was carried out in a CRD, ina 2 x 2 x 3 + 2 factorial
scheme, with three replicates, including two control methods (preventive and curative), three
EO types (from Péra Rio orange, Harvey lemon, and commercial lemon), three concentrations
(0; 12,5 and 17,5%), and a positive control (Imazalil) and negative control (water). The results
showed that the EOs were not effective against P. digitatum, as the inhibition zones were
similar to those of the negative control (water only). However, for P. italicum, the pure EOs
from Eureka, Late IAC 585, and commercial lemon exhibited higher inhibition than the
chemical control. In Tahiti lime fruit treatment, the curative approach at 17,5% was more
efficient, reducing disease incidence and severity. The results indicate that EO effectiveness
depends on the genotype, concentration, and application strategy, with the curative method
being the most promising for the postharvest control of P. italicum.

Keywords: Post-harvest, Tahiti acid lime, alternative control.
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1. INTRODUCAO

Na citricultura, as doencas de pds-colheita de frutos sdo responsaveis por perdas
significativas. Os fungos, responsaveis pelos bolores, sdo os principais causadores de perdas.
Dentre os principais agentes etiologicos destacam-se o Penicillium digitatum Sacc, causador
do bolor verde e Penicillium italicum Wehner, causador do bolor azul (SPADARO; DROBY,
2016). As principais praticas de controle desses patogenos incluem tratamento quimico,
irradiacdo e termoterapia. Porém, a dependéncia de fungicidas quimicos como tiabendazol e
imazalil levanta preocupag¢des ambientais e de saude, além do risco da selegdo de fungos
resistentes (BOUBAKER et al., 2009). Diante disso, algumas alternativas vém sendo
pesquisadas para substituir total ou parcialmente o uso de fungicidas quimicos, uma dessas
medidas ¢ a utilizagdo dos 6leos essenciais (OEs).

Estudos demonstram que os OEs extraidos de plantas atuam como fungicidas naturais,
inibindo a atividade de fungos sem deixar residuos toxicos. Eles podem atuar tanto pela agdo
fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela
inducao de fitoalexinas nas plantas (BIGATON et al., 2013).

Para a producdo dos OEs sdo utilizados flores, folhas, cascas, rizomas e frutos como
matérias-primas, tendo como exemplo os OEs de rosas, eucalipto, canela, gengibre e laranja,
respectivamente. Os OEs sdo amplamente utilizados nas industrias de perfumaria, cosméticos,
alimentos e como coadjuvantes em medicamentos. Sdo empregados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composicdes farmacéuticas orais e
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como
o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al., 2009). A extracdo dos
OEs ocorre através da técnica de arraste a vapor, na grande maioria das vezes (BIZZO et al.,
2009). Na citricultura os OEs sdo geralmente obtidos por prensagem a frio, como subproduto
do processo de fabricagdo de suco (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

A utilizagdo de OEs como alternativa ao tratamento quimico tradicional pode
proporcionar uma série de beneficios, incluindo a redugdo da dependéncia de fungicidas
sintéticos; minimizacao do risco da sele¢do de fungos patogénicos resistentes; sustentabilidade
ambiental com a diminui¢do do impacto ambiental associado ao uso de fungicidas quimicos;
seguran¢a alimentar com a reducdo dos residuos toxicos nos alimentos, melhorando a
seguranca para os consumidores. Além disso, o aproveitamento de subprodutos, utilizando
residuos da industria de sucos para a extragao de OEs, promove uma economia circular (SILVA

et al., 2008).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Citricultura

A citricultura ¢ uma das principais atividades agricolas do mundo, especialmente no
Brasil, que ocupa uma posicao de lideran¢a na producdo mundial de laranja e na exportagdo de
suco concentrado dessa fruta (CARVALHO et al., 2019). Segundo dados da FAOSTAT
(2025), o Brasil lidera o ranking mundial da producdo de laranja, com 17,6 milhdes de
toneladas, em 2023, enquanto a producao de limas e limdes, corresponde ao sexto lugar, com
uma produgao de 1,7 milhdes de toneladas. Na producao de tangerina, o Brasil ocupa o sétimo
lugar, com uma produgao de quase 1,1 milhdes de toneladas.

As primeiras plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelos portugueses, que
trouxeram as mudas da Espanha, logo no inicio da colonizag¢do. A citricultura subdividia-se
basicamente nos seguintes produtos: a fruta in natura ou o suco da fruta (ZULIAN, 2013). Mas
ha outros produtos derivados das frutas que estdo se destacando no setor, como € o caso dos
OEs.

A cadeia produtiva de citros exerce um papel essencial na estrutura agroindustrial do
Brasil, sendo fundamental para a economia do pais devido a demanda econdmica gerada pela
comercializacdo das frutas. Além de favorecer o aumento da arrecadacdo de receitas, esse
segmento influencia significativamente na geragdao de empregos (ZULIAN, 2013),

Na familia Rutaceae o género Citrus é o mais importante, do ponto de vista econdmico,
em que se destacam as espécies do grupo das laranjas doces (Citrus sinensis (L.) Osbeck);
tangerinas (Citrus reticulada Blanco e Citrus clementina hort. ex Tanaka); mexericas (Citrus
deliciosa Ten.); limdes verdadeiros (Citrus limon (L.) Brum. F. e Citrus aurantiifolia
(Christm.), Swingle); limas acidas (Citrus latifolia (Yu.Tanaka) Tanaka); limas doces (Citrus
limettioides Tanaka); pomelos (Citrus paradisi Macfad.), e cidras (Citrus medica L.)
(BASTOS et al., 2014).

As principais cultivares de laranjas doces utilizadas na citricultura brasileira sdo a Péra,
Valéncia, Natal e Folha Murcha, sendo as mais plantadas e comercializadas no Brasil,
destinadas, principalmente, ao processamento para suco. As mexericas sdo conhecidas pelos
seus frutos pequenos e levemente acidos, e, principalmente, por exalar um intenso aroma
caracteristico, enquanto sdo descascadas. As principais variantes de mexericas sdo a Rio,
Ponkan e a ‘Montenegrina’, provavel hibrido de Rio com Murcott (BASTOS et al., 2014).

O tangor Murcott (Citrus reticulata Blanco x Citrus sinensis (L.) Osbeck) e a tangerina

Ponkan (Citrus reticulata Blanco) sdo importantes variedades cultivadas no estado de Sao
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Paulo, representando boa parte da producdo de tangerinas e hibridos (CHIARINI et al., 2017).
As limas e limdes destacam-se por ter o sistema de cultivo mais simples e possuir menor custo
de produgdo. Sao frutas citricas que apresentam maior teor de acidez, isso inclui tanto os limoes
verdadeiros, como o limao Siciliano (Citrus limon L) e as limas 4cidas, como as cultivares
Tahiti (Citrus latifolia Yu. Tanaka Tanaka) e Galego (Citrus aurantifolia Christm. Swingl).
Ainda, podem ser encontrados limdes hibridos, como € o caso do limao cravo (Citrus x limonia
Osbeck), que consiste em um hibrido natural formado a partir da tangerineira (C. reticulata

sensu Swingle) e o limoeiro verdadeiro (C. limon L. Burm. f.) (MARMITT et al., 2016).

2.2. Fungos de pos-colheita

A qualidade dos frutos depende de fatores intrinsecos e manipulagdes durante a colheita
e pos-colheita. A qualidade no momento da colheita pode ser preservada ou deteriorada com
tratamentos subsequentes. Processos como coleta, transporte e processamento impactam a vida
util dos frutos, mesmo com tecnologias avancadas (POZZAN, 2004).

O setor citricola vem enfrentando varios problemas fitossanitarios com a ocorréncia de
pragas e doencas que limitam a sua producdo. Bactérias, fungos e virus acarretam danos
econdmicos bastante expressivos. Com isso, a aplicagdo de produtos quimicos nos pomares,
ou durante o beneficiamento dos frutos, ainda ¢ o método mais utilizado para o controle da
maioria das doengas de citros (MOURA et al., 2019).

Com relagao as doengas que ocorrem na fase de pos-colheita dos citros, os bolores verde
e azul, causados por Penicillium digitatum e Penicillium italicum, respectivamente, e a
podriddo azeda, causada por Geotrichum citri-aurantii (Ferraris), que sdo doengas fungicas,
sdo as mais importantes, em termos econdmicos, pois afetam ndo s6 a quantidade como a
qualidade dos frutos citricos, depreciando-os para o comércio in natura (MOURA et al., 2019).

Para que haja uma minimizacdo dos danos pods-colheita causados pelos fungos ¢
necessario um armazenamento em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, estratégia
eficaz para preservar a qualidade e prolongar o tempo de prateleira. Além disso, a higienizagao
apropriada e a desinfestacdo dos locais de armazenamento dos frutos sdo essenciais, para
reduzir os riscos associados aos inoculos de patdégenos presentes na superficie da fruta
proveniente do campo. Esses processos ajudam na retardacdao dos processos metabolicos e na
diminui¢do da desidratacdo dos frutos e na ocorréncia de podriddes (BRACKMANN et al.
2008).
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2.2.1. Bolor Verde

Esse fungo causa uma podriddo macia de coloragdo verde, fazendo com que o fruto
perca sua forma rapidamente. No comego da infeccdo, a area afetada mostra uma coloragao
mais escura que o normal e os tecidos perdem sua consisténcia firme, tornando-se mais macios.
O fungo ¢ favorecido pela alta umidade e excesso de chuvas, coincidindo, portanto, com a fase
da maturacdo das variedades tardias, nas condi¢cdes da citricultura brasileira. Ataca
principalmente o grupo das laranjas e tangerinas (POZZAN, 2004).

A infecgdo ocorre através de ferimentos que atuam como porta de entrada para o
patogeno. A medida que a deterioracdo avanca, a totalidade da fruta é envolvida por uma
quantidade consideravel de esporos, os quais se dispersam facilmente pelo ar (FISCHER et al.,

2008).

2.2.2. Bolor Azul

Dentre os sintomas do bolor azul estdo podriddes moles nos frutos, recobrindo-os com
micélio branco e grande nimero de esporos com a coloragao azul, com o passar do tempo, o
local do sintoma torna-se esverdeado, se assemelhando com o bolor verde. Em frutas
armazenadas a podridao azul pode se propagar de um fruto para outro por meio do contato, ja
que enzimas produzidas pelo fungo dissolvem a cuticula do fruto adjacente. A progressdao da
doenca atinge seu ponto ideal em temperaturas de 22 a 24 °C; no entanto, € mais prevalente em

frutas armazenadas em condicdes refrigeradas (PLAZA et al. 2003).

2.3. Oleos essenciais

Os OEs sao liquidos aromaticos extraidos de plantas, podendo ser utilizado desde as
sementes até as raizes, por diversos métodos, porém o mais comum ¢ a destilacao a vapor. Os
OEs consistem em misturas complexas de terpenos, sesquiterpenos, € outros compostos
(SIMOES et al., 2007). Embora todos os 6rgios de uma planta possam acumular OE, sua
composi¢do pode variar segundo a localiza¢do na planta (ANDRADE, 2010). Dessa maneira,
os OEs obtidos de diferentes 6rgaos de uma mesma planta podem apresentar composicao
quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem distintos (MARINHO, 2010).

Os OE:s se originam de dois compostos distintos: o acetil-CoA e o 4cido chiquimico. O
acetil-CoA ¢ o precursor dos terpendides, que representam a maior parte da composicao
quimica dos OEs. Por outro lado, o acido chiquimico serve como precursor dos

fenilpropanoides, que sdo compostos aromaticos (GOMES, 2011).
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Devido ao uso constante de fungicidas sintéticos com o mesmo principio ativo, os
fungos fitopatogénicos vem se adaptando a eles, selecionando fungos resistentes, fazendo com
que os fungicidas ndo tenham mais uma eficiéncia satisfatoria. Além disso, existe grande
pressdo de orgdos e instituigdes governamentais, para que haja a reducdo da utilizagdo de
fungicidas sintéticos (SPADARO e DROBY, 2016). Diante disso, tem-se observado registro
da eficiéncia dos OEs de intimeras espécies botdnicas em promover a inibi¢do do
desenvolvimento de véarios fitopatdgenos através da sua capacidade antifungica (GOMES,
2011), contribuindo para um controle mais sustentavel.

Os OEs tém o potencial de agir diretamente nos patdogenos, através dos compostos
presentes em sua composi¢do, apresentando capacidade de modificar o potencial
transmembrana, diminuindo a sintese de ATP e causando danos significativos no DNA e nas
mitocondrias, além de ativar mecanismos de defesa nas plantas, proporcionando resisténcia
contra patdgenos (BAKKALI et al., 2008; MAZARO et al., 2008; PIATI et al., 2017). Essas
acoes sdo importantes para o controle dos fitopatdgenos, reduzindo o crescimento micelial, a
esporulagdo e a germinagdo dos esporos. Conforme indicado por Lopes et al. (2001), onde a
presenga de terpenos, encontrados na composicdo dos Oleos essenciais, apresentaram a
capacidade de tornar a membrana celular do fungo permeével, resultando no escape de seu

conteudo.

No mercado internacional os OEs se destacam economicamente em paises como a
India, os EUA, a Franca, a China e o Brasil. Porém, quando falamos de volumes exportados, a
Espanha assume o lugar da Franca entre os cinco primeiros (BIZZO, REZENDE, 2022). A
contribuicao do Brasil nesse cenario € especialmente notavel devido aos OEs de citricos, que
sao derivados da industria de suco (BIZZO et al., 2009).

Nos OEs extraidos de frutos citricos ha a presenca do d-limoneno, componente
principal, que se trata de um terpeno. Sua sintese se da a partir do acetil-CoA, que faz parte de
uma grande classe do metabolismo secundario, possui propriedades anticancerigenas, atuando
na morte das células cancerosas e inibindo seu crescimento. Além disso, ¢ utilizado como
herbicida, inseticida e fungicida, tendo diversas aplicagdes industriais, como solvente e

matéria-prima para compostos quimicos (STEFFENS, 2010).
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3. OBJETIVOS

Avaliar o uso de OEs extraidos das cascas de limdo, laranja e mexerica na inibi¢do do
crescimento micelial e no controle do P. digitatum, causador do bolor verde e P. italicum,

causador do bolor azul.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Rendimento dos 0leos essenciais

Nos experimentos foram avaliados os OEs de limdo e laranja comercial da empresa
Cisol do Brasil Exportagio LTDA. Além dos OEs comerciais, foram avaliados os OEs
extraidos de laranja Péra Rio IAC, mexerica Late IAC 585, limdo Siciliano, limao Eureka,
limdo Harvey e limdo Amber. Para extracdo dos OEs foram colhidos frutos maduros. Estes
foram lavados e descascados, mantendo o albedo na casca. As cascas foram picotadas e
separadas em saquinhos com aproximadamente 300 gramas, devidamente identificados e

mantidos congelados para o processo de extracao (Figura 1).

Fonte. Autor.

Figura 1. Cascas de limao Eureka congeladas para a extragdo de 6leo essencial.

Os OEs foram extraidos através do método de Destilagdao por Arraste a Vapor (Figura
2). Para isto, em cada amostra de casca (300g) foram adicionados 800 ml de agua destilada. As
cascas e a agua foram aquecidas a 100 °C, em manta aquecedora, até a ebulicdo da mistura. Os
vapores de dgua e os compostos volateis foram levados ao condensador para realizar a troca de
calor, condensando os vapores com a agua de refrigeracdo em operacdo. Nessa etapa, foram

visualizadas no tubo separador do extrator, as formas liquidas do OE e da agua, mantendo um
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ciclo continuo de trés horas de extracdo (Teixeira ef al., 2013). Apds a extragdo, os OEs foram
coletados e armazenados em frascos ambar (protegidos da luz), a 4°C (SANTOS et al., 2004).

O célculo de rendimento do OE foi calculado de acordo com a equagao abaixo:

Rendimento = (Volume do 6leo obtido (ml))/(Massa da amostra (g))

Fonte. Autor.

Figura 2. Equipamento de Destilacdo por Arraste a Vapor.

4.2. Experimento 1. Inibicao in vitro do fungo Penicillium digitatum e Penicillium italicum.

Para avaliar a atividade antifungica dos OEs na inibi¢ao dos fitopatdgenos, Penicillium
digitatum e Penicillium italicum, foi utilizado a técnica de difusdo em disco de papel, seguindo
a metodologia descrita por Allizond et al (2023). Foram avaliados os OEs na sua forma pura e
as concentracdes de 0 (controle negativo — somente agua); 2,5; 7,5; 12,5; 17,5 e 100% (v/v)
dissolvido em agua contendo Tween20 a 0,5% (v/v). O ensaio foi realizado em placas de Petri
contendo 20 ml de meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Figura 3 A). Os in6culos de
cada fitopatogeno P. digitatum e P. italicum (1 % 10° conidios/ml), previamente preparados,
foram aplicados uniformemente na superficie do meio e espalhados usando uma al¢a em L
estéril (Figura 3 B). Em seguida foi depositado discos de papel estéreis no centro da placa e

adicionado uma aliquota de 20 pL de cada tratamento dos OEs (Figura 3 C).
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Fonte. Autor

Figura 3. A) Placa com meio BDA; B) Distribui¢do uniforme dos indculos com o auxilio da

alca em L; C) Discos de papel estéreis no centro da placa.

As placas foram vedadas com filme plastico, identificadas e armazenadas em B.O.D
sob fotoperiodo de 12/12 horas, a temperatura de 25°C, por 72 horas. As avaliagdes ocorreram
através das medi¢des diametralmente opostas (média de duas medidas) das zonas de inibi¢ao
do crescimento micelial do fitopatégeno, com ajuda de um paquimetro, os resultados foram
expressos em cm. Os ensaios foram instalados em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repeti¢des, separadamente para cada fitopatdogeno, em esquema fatorial 8x6,
sendo oito tipos de OEs (OEs de limao e laranja comercial, OEs extraidos de laranja Péra Rio
IAC, mexerica Late IAC 585, limao Siciliano, limao Eureka, lim3o Harvey e limao Amber), e

seis concentracdes de OE (0; 2,5; 7,5; 12,5; 17,5 e 100%).

4.3. Experimento 2. Eficacia dos dleos essenciais no controle do P. italicum, causador do
bolor azul, em frutos de lima acida Tahiti na pds-colheita

Para esse experimento foram utilizados frutos de lima 4cida Tahiti desinfestados
superficialmente com hipoclorito de sddio a 2%, por dois minutos e, feridos em dois pontos
equidistantes, na regido equatorial dos frutos, com agulhas esterilizadas a uma profundidade
de 3 mm. Em seguida os frutos foram inoculados na regido do ferimento (Figura 4 A) com 20
ul de uma suspensio de P. italicum contendo uma concentracdo de 1x10* conidios/ml, 24h
antes (método de controle preventivo) e 24h apds (método de controle curativo) a realizacao
do tratamento com os OEs de laranja Péra Rio, limdo Harvey e o OE comercial de limao, nas
concentracoes de 12,5 e 17,5% (v/v). Os OEs e as concentracdes foram selecionados através
dos resultados dos ensaios in vitro. As solugdes de OEs foram preparadas com o acréscimo de
Tween20 (0,5% v,v) e agua destilada (Figura 4 B). No controle negativo os frutos foram
tratados somente com agua e o controle positivo os frutos foram tratados com a concentragao

comercial de Imazalil (2ml/L) (Figura 4 C). Ap6s a inoculagdo e tratamento, os frutos foram
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armazenados em caixas de propileno com tampa (40x30x15 cm) em condigdes ambiente (25
°C +2) e com 70% de UR (Figura 4 D).

A incidéncia foi determinada pela porcentagem de frutos doentes apds 15 dias da
instalacdo do experimento. A severidade da doenca foi avaliada durante 10 dias apos o
aparecimento dos primeiros sintomas da doenca, por meio da medi¢ao do diametro das lesdes
formadas, com auxilio de um paquimetro. As medidas obtidas foram usadas para determinacao
da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), utilizando a equacdo proposta por

Shaner e Finney (1997):

AACPD =X [((Yi+Yi+1))/2%X(Ti+1—Ti)], onde, Yi é o didmetro de uma lesdo no

tempo 7i, em dias, e Yi+/ ¢ o didmetro da lesdo no tempo # + /.

Fonte. Autor.

Figura 4. A) Aplicagdo da suspensdo de Penicillium italicum. B) Solucdo de 6leo essencial.

C) Frutos em imersao no Imazalil. D) Frutos armazenados em caixas de propileno.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x3x2+2, com trés repeticdes com 20 frutos cada, dois métodos de controle (preventivo
e curativo), trés tipos de OE (extraido de laranja Péra Rio e limdo Harvey e o OE comercial de
limdo), duas concentracdes (12,5 e 17,5%) e dois controles adicionais, sendo o positivo

(concentracdo comercial do Imazalil) e o negativo (apenas agua).
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4.4. Analise dos dados
Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) usando o software
de estatistica AGROESTAT e a comparacao das médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade. Quando necessario os dados foram transformados em Vx +0,5.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos 6leos essenciais

A variedade com maior rendimento de extragdo foi o limao Siciliano, com 0,714 ml por
100 g de casca, seguido pelo limao Eureka (0,474 ml 100 g™'), laranja Péra Rio IAC (0,419 ml
100 g'), mexerica Late IAC 585 (0,408 ml 100 g™'), limao Harvey (0,201 ml 100 g') e Amber
(0,132 ml 100 g ™).

Moura et al. (2024) relataram que frutos verdes das variedades Mexerica Late IAC 585
e Laranja Pera Rio IAC apresentaram rendimentos de OE de 0,16 mL 100 g ¢ 0,11 mL 100
g!, respectivamente. No presente estudo, os rendimentos obtidos a partir de frutos maduros
dessas mesmas variedades foram superiores (0,408 mL 100 g' ¢ 0,419 mL 100 g'), indicando

que o estagio de maturagdo exerce influéncia positiva sobre o rendimento da extragao.

5.2. Experimento 1. Inibi¢ao in vitro dos fitopatogenos P. digitatum e P. italicum.

Os maiores halos de inibi¢do do fungo P. digitatum foram observados no controle
quimico (controle positivo) comparado a todos o OEs avaliados, utilizados puros ou em
diluicao (Tabela 1 e Figura SA e 5B). Os OEs de Eureka e limao comercial apresentaram halo
de inibicao maior quanto testados puros (100%) comparado as concentragdes avaliadas (Tabela
1). Todos os OEs avaliados, nas diferentes concentragdes (2,5, 7,5, 12,5 e 17,5%) nao foram
eficientes em inibir o crescimento do P. digitatum se igualando ao tratamento controle negativo

(agua) (Tabela 1).
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Tabela 1. Halos de inibi¢cdo do crescimento micelial (cm) do Penicillium digitatum.

Oleo essencial 0% 2,5% 7,5% 12,5% 17,5% 100%
limao
0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
Harvey
limao Eureka 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 3,20 aA
limao
0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
Amber
limao
0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
Siciliano
mexerica Late IAC 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
laranja Péra rio 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,60 cA
limao (comercial) 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 1,85 bA
laranja
0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 cA
(comercial)
CV (%) 20,36

! Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, e letras maitisculas na linha, nio diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
CV = coeficiente de variagao
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Figura 5. A) Halos de inibicao do crescimento micelial de Penicillium digitatum utilizando os
6leos essenciais de Limao Comercial, Laranja Comercial, Mexerica Late e Laranja Péra Rio,
na técnica de difusdao em disco de papel.



0%

23

Lim&o Eureka Limao Siciliano Lim&o Amber Lim&o Harvey

100%

(controle
negativo)

7,5%

2,5%

0000

12,5%

(

17,5%

(]
[ ]
(]

00o

Fonte. Autor.

Figura 5. B) Halos de inibi¢ao do crescimento micelial do Penicillium digitatum utilizando os
0leos essenciais de Limao Eureka, Siciliano, Amber e Harvey, a técnica de difusdo em disco
de papel.
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No controle de P. italicum todos os OEs testados nas diferentes concentragdes (2,5, 7,5,
12,5 e 17,5%) apresentaram halos de inibicao inferiores aos observados com os OEs utilizados
na forma pura (100%) (Tabela 2 e Figura 6A e 6B). Dentre as concentragdes dos OEs avaliadas,
a de 17,5% foi a que promoveu a maior inibi¢do do crescimento de P. italicum para os OEs de
laranja Péra Rio IAC (4,39 cm), limdo Harvey (2,48 cm) e limao comercial (2,17 cm) (Tabela
2). Esses resultados indicam uma tendéncia de aumento da atividade antifungica em funcao da
elevagdo da concentracdo dos OEs. Esses dados corroboram com Gomes (2011), que avaliou
o OE de lima acida Tahiti nas concentragdes de 125, 250, 500, 1000 e 2000 pg/mL no controle
de Fusarium oxysporum, Alternaria alternata ¢ Colletotrichum musae, observando inibigao
completa do crescimento micelial de F. oxysporum e A. alternata na concentragcdo de 2000
pg/mL.

No estudo de Moura et al. (2017), que investigou os OEs de limao Siciliano e laranja
doce nas concentracdes de 0,1%, 0,5%, 1% e 2% para o controle in vitro de patdgenos pos-
colheita causadores de antracnose em banana e pimentao, foi observada atividade inibitoria dos
OEs sobre Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides, especialmente nas
concentragdes mais elevadas. O destaque foi o OE de limao Siciliano, que, na concentragdo de
1%, inibiu completamente tanto o crescimento micelial quanto a germinagdo dos esporos dos
patdgenos. Esses dados reforcam a hipotese de que a eficdcia antifingica dos OEs esta
positivamente correlacionada a concentragdo empregada, embora essa resposta possa variar em
funcao da sensibilidade especifica de cada fitopatdgeno, uma vez que, no presente estudo, o
OE de limao Siciliano, mesmo testado em concentragdes mais elevadas (2,5, 7,5, 12,5 ¢ 17,5%),
ndo apresentou eficacia satisfatoria no controle de P. digitatum e P. italicum.

Estudos anteriores demonstraram a eficacia de OEs na inibi¢do total do crescimento
micelial de espécies do género Penicillium, embora os resultados variem significativamente
em funcdo da origem botanica do OE e da concentragdo empregada. Barros (2022) observou
inibi¢do completa com o uso de OE de Morinda citrifolia (noni) na concentracao de 30 mg/mL,
enquanto Piati et al. (2011) relataram efeito semelhante utilizando OF de Eucalyptus globulus
nas concentragdes de 0,5% e 1%. Souza et al. (2004) verificaram inibi¢do total com OE de
canela (Cinnamomum zeylanicum) na concentracdo de 500 pg/mL. Essas variacdes nos
resultados evidenciam que a atividade antifungica dos OEs esta diretamente relacionada a
composi¢do quimica especifica de cada extrato, refletindo diferencas no conteido e na
propor¢ao de compostos bioativos, como fenois, aldeidos e monoterpenos. Assim, a eficacia
dos OEs no controle de Penicillium spp. depende tanto da concentragdo quanto do perfil

fitoquimico do OE utilizado.



Tabela 2. Halos de inibi¢cdo do crescimento micelial (cm) do Penicillium italicum.

Oleo essencial 0% 2,5% 7,5% 12,5% 17,5% 100%
limao
0,0 aC 0,20aC  0,34aC 0,63abC 248bB  6,13cA
Harvey
limao Eureka 0,0 aC 0,0 aC 1,0 aC 1,45 abC 1,08 bcC 8,45 aA
limao
0,0 aB 0,25 aB 0,88 aB 1,15 abB 1,10 bcB 6,58 bcA
Amber
limao
0,0 aB 0,0 aB 0,30aB 1,39 abB 1,16 bcB 5,35cA
Siciliano
mexerica Late IAC | 0,0 aC 0,0 aC 0,98 aC 1,04 abC 1,57 bcC 8,46 aA
laranja Péra rio 0,0 aC 0,0 aC 0,20aC  0,0bC 4,39 aB 6,22 cA
limao (comercial) | 0,0 aD 0,0aCD 0,0aD 1,81 aC 2,17 bcC 8,20 abA
laranja
0,0 aB 0,53aB  0,25aB 0,73 abB 0,56 cB 5,05 cA
(comercial)
CV (%) 23,68
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! Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, e letras maitisculas na linha, nio diferem entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05).

CV = coeficiente de variagao
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Figura 6. A) Halos de inibi¢do do crescimento micelial de Penicillium italicum utilizando os
6leos essencial de Limdo Comercial, Laranja Comercial, Mexerica Late e Laranja Péra Rio, na

técnica de difusdo em disco de papel.



0 %

27

Limao Eureka Limao Siciliano Limao Amber Lim&o Harvey

(controle
negativo)

12,5%

17,5%

Fonte. Autor.

Figura 6. B) Halos de inibi¢do do crescimento micelial do Penicillium italicum utilizando os
6leos essenciais de Limao Eureka, Siciliano, Amber e Harvey, a técnica de difusdo em disco

de papel.
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5.3. Experimento 2. Eficacia dos dleos essenciais no controle do P. italicum, causador do
bolor azul, em frutos de lima acida Tahiti na pés-colheita

Nao foram observadas diferengas na incidéncia ¢ na AACPD do bolor azul nos frutos
tratados com os OEs testados (limao Harvey, laranja Péra Rio e limao comercial) (Tabela 3;
Figura 7). Na concentracdo de 17,5%, a incidéncia e a AACPD da doenga foram menores
quando os frutos foram submetidos ao tratamento curativo, em comparag¢ao ao tratamento
preventivo, indicando maior eficicia do controle apds a instalagdo da infec¢do (Tabela 4 e
Tabela 5). Resultados semelhantes foram obtidos por Toffano et al. (2012), que observaram
menor incidéncia de frutos doentes e reducdo no numero de frutos com esporulagdo dos
patdgenos P. digitatum e C. gloeosporioides quando frutos de lima acida Tahiti e laranja
Valéncia (Citrus sinensis cv. Valéncia) foram submetidos ao tratamento curativo, ou seja,

inoculados previamente e, em seguida, tratados com os agentes de controle.

Tabela 3. Incidéncia e Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do bolor azul,
causada por Penicillium italicum, em frutos de lima acida Tahiti, tratados com os 6leos

essenciais extraidos de limao Harvey, laranja Péra Rio IAC e limao comercial.

Oleo essencial Incidéncia (%) AACPD

limio Harvey 65,94 a' 63,25 a

laranja Péra Rio TAC 71,64 a 62,41 a

limao comercial 63,16 a 59,16 a
CV (%) 38,66 33,18

! Médias seguidas da mesma letra mintscula niio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV = coeficiente de variagao

Tabela 4. Porcentagem de incidéncia do bolor azul, causado por Penicillium italicum, em
frutos de lima acida Tahiti submetidos ao controle preventivo e curativo com 6leos essenciais

nas concentragoes de 12,5 e 17,5%.

Concentracao (%) Preventivo Curativo
12,5 60,95 bA'! 64,42 aA
17,5 86,69 aA 55,60 aB

CV (%) 38,66

! Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, e letras maitisculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
CV = coeficiente de variacao
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Tabela 5. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do bolor azul, causado por
Penicillium italicum, em frutos de lima &cida Tahiti submetidos ao controle preventivo e

curativo com 0leos essenciais nas concentragoes de 12,5 ¢ 17,5%.

Concentracio (%) Preventivo Curativo
12,5 56,88 bA! 52,22 aA
17,5 99,00 aA 38,33 aB

CV (%) 33,18

! Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna, e letras maitisculas na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
CV = coeficiente de variagdo

Fonte. Autor.

Figura 7. Frutos de lima acida Tahiti tratados curativamente com diferentes dleos essenciais
(OEs) na concentracao 17,5%. A) OE de limao Harvey; B) OE de laranja Péra Rio IAC; C) OE
de limdo comercial; D) Tratamento com fungicida comercial (controle positivo); E) controle

negativo (somente agua).
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Dados semelhantes foram encontrados por Mariano (2024), que também observou
reducao no diametro das lesdes em frutos de lima acida Tahiti, submetidos ao tratamento
curativo, com frutos tratados com OEs de variedades de limao. Assim como, Moura (2017),
verificou diminuicdo significativa do diametro médio das lesdes quando os frutos foram
tratados curativamente, com OE de limdo siciliano, no controle da antracnose em banana.
Carnelossi et al. (2009) inferem que frutos inoculados logo apds o tratamento exibem maior
severidade da doenca, enquanto aqueles tratados curativamente demonstram maior controle,
com menores didmetros médios de lesodes.

Moura (2017) atribui a efetividade do tratamento curativo a hidrofobicidade dos OEs e
de seus constituintes, os quais possuem capacidade de interagir com a camada lipidica das
membranas celulares dos patdgenos. Essa interacdo pode provocar alteragdes estruturais nas
membranas, reduzindo sua seletividade e possibilitando o extravasamento de ions e outros
componentes celulares. No entanto, no tratamento preventivo, essa interagdo parece nao ter
ocorrido de forma eficaz, provavelmente devido a volatilizagdo dos compostos presentes nos
OEs durante o intervalo de 24 horas entre a aplicag@o e a inoculagdo dos patogenos nos frutos
(MOURA, 2017).

O mecanismo de agdo antifngica dos OEs ¢ atribuido aos seus componentes, que
atuam de forma sinérgica (um complementando a agdo do outro) ou aditiva no exercicio de
seus efeitos. Por isso, o conhecimento da atividade antifingica desses constituintes pode ajudar
a compreender a eficicia dos OEs e sua atividade contra os fungos (VILELA et al., 2024).

Nos frutos submetidos ao tratamento preventivo, na concentragdo de 12,5% a incidéncia
do bolor azul e AACPD foram menores, em comparagdo a concentragdo de 17,5% (Tabela 4 e
Tabela 5), sugerindo que, nesse modo de aplicagdo, concentragdes mais elevadas nem sempre
resultam em maior eficiéncia de controle.

Apesar da eficicia do tratamento quimico no controle do bolor azul, observou-se uma
incidéncia de 36,7% de frutos com sintomas da doenga e AACPD de 57,66 (Tabela 6; Figura
7), sugerindo uma possivel resisténcia do fitopatdgeno ao principio ativo utilizado. Embora o
fungicida Imazalil seja amplamente recomendado e reconhecido por sua eficiéncia no controle
de bolores em frutos citricos, o uso continuo ao longo de mais de duas décadas pode ter
contribuido para a selecdo e disseminacdo de linhagens resistentes de Penicillium spp.,
conforme relatado por Kinay et al. (2007). Esses resultados reforcam a necessidade de
estratégias alternativas e integradas de controle pos-colheita.

O uso de fungicidas no tratamento pds-colheita de citros ¢ amplamente adotado para

reduzir a incidéncia de doengas e prolongar a vida util dos frutos. No entanto, medidas
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alternativas de controle oferecem a vantagem de atender as exigéncias de mercados
internacionais que impoem restrigdes quanto a presenca de residuos agroquimicos. Além disso,
0 uso intensivo e indiscriminado de fungicidas pode levar ao desenvolvimento de cepas
patogénicas resistentes, tornando o controle das doengas pds-colheita ainda mais desafiador

(SPADARO E DROBY, 2016).

Tabela 6. Incidéncia e area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do bolor azul,
causado por Penicillium italicum, em frutos de lima 4cida 'Tahiti' tratados com agua (controle

negativo) e quimico (controle positivo).

Tratamentos Incidéncia (%) AACPD
Agua 78,67 b 98,00 b
(controle negativo)
Quimico
36,67 a 57,66 a

(controle positivo)

CV (%) 38,66 33,18

! Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
CV = coeficiente de variagao

6. CONCLUSAO

Entre os OEs avaliados, nas avaliagdes in vitro, os de limao Eureka, limao comercial e
mexerica Late IAC 585 demonstraram atividade antifungica relevante quando utilizados puros
(100%) no controle do P. italicum. No entanto, em concentragdes diluidas (2,5 a 17,5%), a
atividade dos OEs foi reduzida, sendo observada eficacia limitada. Para o controle do P.
digitatum, os OFEs de limdo Eureka e limdo comercial apresentaram halo de inibicdo maior
quanto testados puros (100%), mas as demais concentracdes ndo apresentaram e halos de
inibicao do crescimento micelial do patogeno. Na avaliagdo em frutos de lima &cida Tahiti na
pos-colheita, o método de controle curativo se mostrou mais eficiente do que o preventivo, com
menor incidéncia e severidade, na concentracao de 17,5%.

Diante da crescente preocupacdo com a resisténcia a fungicidas sintéticos e das
exigeéncias de mercados consumidores por alimentos com menor carga de residuos quimicos,
os OEs representam uma alternativa promissora e sustentdvel no manejo pds-colheita de
doencas em frutos citricos. Contudo, mais estudos s3o necessarios para padronizar
formulacdes, otimizar modos de aplicagdo e compreender os mecanismos moleculares

envolvidos na atividade antifingica dos compostos naturais.
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