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OLEOS ESSENCIAIS DE TANGERINAS PARA MANEJO DE PODRIDAO FLORAL
DOS CITROS (Colletotrichum abscissum)

Autor: ANDREZA BONETTO ZUNKELLER
Orientador: Prof. Dr. EVANDRO HENRIQUE SCHINOR
Co-orientador: Dra. MARINES BASTIANEL

RESUMO

A citricultura no Brasil vem enfrentando problemas fitossanitarios que acarretam
perdas significativas da producgéo, dentre elas se destaca a podridao floral dos citros
(PFC) causada pelo fungo Colletotrichum abscissum. Por meio deste trabalho,
objetivou-se investigar a agao dos 6leos essenciais (OEs) de tangerinas sobre o fungo
C. abscissum para manejo da PFC. OEs de trés variedades de tangerinas: IAC
2019Maria, tangor Murcott IAC 221 e mexerica Late IAC 585, extraidos de frutos
imaturos e maduros em diferentes dosagens (0; 2; 4; 8; 16 e 32 (4L mL-") foram
avaliados quanto a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, indice de
velocidade e area abaixo da curva de crescimento micelial, esporulagéo e germinagao
de esporos in vitro do fungo C. abscissum. Junto a isso, verificou-se os componentes
quimicos presentes nos OEs e o rendimento e sua relagdo ao diametro dos frutos e
espessura de casca. Diante dos resultados encontrados in vitro, analisou-se a
capacidade de controle da doencga em flores destacadas de lima acida Tahiti, além do
potencial dos OEs em ativar os mecanismos de defesa nas plantas, pela acdo da
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase. O limoneno foi o principal
composto encontrado nos OEs das tangerinas extraidos de frutos imaturos e maduros.
Observou-se que a mexerica Late IAC 585 apresentou maior rendimento de OE
quando extraido de frutos imaturos. Houve uma correlagéo positiva entre rendimento
€ espessura do epicarpo da casca tanto para OEs de frutos imaturos como maduros.
No teste in vitro com OEs extraidos de frutos imaturos a mexerica Late IAC 585
demonstrou maior capacidade de inibir o crescimento micelial e ao empregar o OE
extraido dos frutos maduros, a tangerina IAC 2019Maria foi mais eficiente no controle
do patégeno. Os OEs de ambas as variedades foram eficazes no controle da

esporulacdo quando extraidos de frutos imaturos. Para frutos maduros houve



diferenga apenas entre dosagens havendo uma queda acentuada no numero de
conidios com o aumento da dose. Quando utilizada as dosagens 16 e 32 yL mL -1,
0s Oleos essenciais das trés variedades de tangerinas extraidos de frutos imaturos e
maduros, controlaram a germinagao de esporos se igualando a agédo do fungicida.
Quando aplicado em flores destacadas, os OEs nao tiveram acgéao sistémica nas flores
para prevenir a infeccdo de C. abscissum, além de ndo apresentarem a capacidade
de ativar os mecanismos de defesa da planta.

Palavras-chave: citricultura; efeito antifungico; crescimento micelial; compostos

volateis; controle alternativo, Citrus spp.
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TANGERINE ESSENTIAL OILS FOR MANAGEMENT OF POSTBLOOM FRUIT
DROP (PFD) (Colletotrichum abscissum)

Author: ANDREZA BONETTO ZUNKELLER
Adviser: Prof. Dr. EVANDRO HENRIQUE SCHINOR
Co-adviser: Dra. MARINES BASTIANEL

ABSTRACT
Citrus farming in Brazil has been facing phytosanitary problems that lead to significant
production losses, among which postbloom fruit drop (PFD) caused by the fungus
Colletotrichum abscissum stands out. This study aimed to investigate the action of
tangerine essential oils (EOs) on the fungus C. abscissum for the management of CBF.
EOs of three tangerine varieties: IAC 2019Maria mandarin, Murcott IAC 221 tangor
and Late IAC 585 willowleaf, extracted from unripe and ripe fruits at different dosages
(0; 2; 4; 8; 16 and 32 (ML mL-1) were evaluated for the percentage of inhibition of
mycelial growth, speed index and area under the mycelial growth curve, sporulation
and germination of in vitro spores of the fungus C. abscissum. In addition, the chemical
components present in the EOs and the yield and their relationship to the diameter of
the fruits and peel thickness were verified. Given the results found in vitro, the disease
control capacity in detached flowers of Tahiti acid lime was analyzed, in addition to the
potential of the EOs to activate defense mechanisms in plants, by the action of
peroxidase, polyphenol oxidase and phenylalanine ammonia-lyase. Limonene was the
main compound found in the EOs of tangerines extracted from unripe and ripe fruits. It
was observed that the Late IAC 585 willowleaf presented a higher EO yield when
extracted from unripe fruits. There was a positive correlation between yield and epicarp
thickness of the peel for both EOs from unripe and ripe fruits. In the in vitro test with
EOs extracted from unripe fruits, the Late IAC 585 willowleaf demonstrated a greater
capacity to inhibit mycelial growth and when using the EO extracted from ripe fruits,
the IAC 2019Maria mandarin was more efficient in controlling the pathogen. The EOs
of both varieties were effective in controlling sporulation when extracted from unripe
fruits. For ripe fruits, there was a difference only between dosages, with a sharp
decrease in the number of conidia with increasing dosage. The EO of the IAC

2019Maria mandarin stood out for presenting control of spore germination at lower
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doses, when compared to the other varieties, for both unripe and ripe fruits. When
applied to detached flowers, the EO had no systemic action on the flowers to prevent
C. abscissum infection, in addition to not having the ability to activate the plant's

defense mechanisms.

Key-words: citrus farming; antifungal effect; mycelial growth; volatile compounds;
alternative control, Citrus spp.



1. INTRODUGAO

A citricultura no Brasil se destaca pelo crescimento socioecondmico e pela
contribuicdo na balanga comercial nacional. De acordo com o ultimo dado publicado
pela FAO (2024), em 2022 o Brasil se destacou como segundo maior produtor mundial
de citros com uma produgao de aproximadamente 20 milhdes de toneladas, porém,
lider mundial considerando apenas a produgao de laranja, com cerca de 17 milhdes
de toneladas produzidas. O setor citricola de Sado Paulo e Triangulo/Sudoeste de
Minas Gerais movimenta cerca de US$ 14 bilhdes por ano, que adicionam R$ 2
bilhdes ao Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, somente com as exportagdes, além
de ser responsavel pelos 200 mil empregos diretos (CitrusBR, 2019).

Os citros sdo espécies vegetais que pertencem a familia Rutaceae e
principalmente aos géneros Citrus, Poncirus, Fortunella e Microcitrus spp.
Nacionalmente predomina-se o cultivo de laranjas doces destinadas ao
processamento de suco e para mercado de frutas frescas. Além das laranjas, a cultura
se baseia em limas doces, limbes, limas acidas, pomelos e tangerinas (GIRARDI et
al., 2021).

Produtores vém adotando melhores praticas agricolas a fim de garantir a
maxima produgao, para isso, o controle de pragas e doengas se torna fundamental.
Dentre as doencas, a podridao floral dos citros (PFC) ou queda prematura dos frutos
citricos (QPFC) é de extrema importancia, podendo reduzir em mais de 80% a
producao (GOES et al., 2008). Essa doenga tem como agente causal espécies do
complexo Colletotrichum acutatum e C. gloesporioides, porém no Estado de Séao
Paulo, independentemente da regido e do cultivo da laranja doce, estima-se que C.
abscissum, pertencente ao complexo de C. acutatum seja responsavel por mais de
80% da incidéncia da doenca (GONCALVES et al., 2021). A infecgéo pelo fungo causa
sintomas evidentes e iniciais nas flores abertas afetando praticamente todas as
variedades, principalmente flores de laranjeiras que sdo as mais suscetiveis (SILVA
JUNIOR, 2019).

Inicialmente, as flores infectadas apresentam lesbes alaranjadas ou de
coloragao marrom, podendo ocorrer antes mesmo da abertura floral, provocando um
crestamento (TIMMER et al., 1994). Ja nos frutos recém formados ocorre um
amarelecimento e queda precoce, permanecendo retidos a planta apenas calices e

pedunculos, os quais se parecem com uma “estrelinha”. Esse fendbmeno compromete



nao apenas a produgdo atual como também afeta a florada seguinte por
permanecerem aderidas aos ramos por até 18 meses (FEICHTENBERGER, 1991).

Estima-se que 5 a 6 frutos sejam perdidos para cada 100 botdes formados,
resultantes de infec¢des pelo fungo causal da PFC (TIMMER; ZITKO, 1995). Em
condigdes de alta umidade e periodos prolongados de chuva, favorecem o
desenvolvimento e disseminagédo do fungo e as perdas de produg¢dao podem chegar
em até 100% (TIMMER, 1993; GOES et al., 2008).

O uso de fungicidas quimicos é a principal abordagem no controle da doencga,
porém, além da sua significativa contribuicdo para a produgdo agricola, o uso
indiscriminado pode contribuir para a ocorréncia de resisténcia de linhagens fungicas,
representando também alto risco de impacto ambiental pela sua toxicidade e danos a
saude humana (BEBBER; GURR, 2015). E importante ressaltar que ja existem relatos
de C. acutatum, isolados de morango, resistentes a estrobirulina, grupo pertencente
aos fungicidas inibidores externos da quinona (Qol) (FORCELINI et al., 2016).

Torna-se necessario entdo, a busca por produtos alternativos sustentaveis, a
fim de evitar esses riscos mantendo sua eficiéncia de controle. Estudos com 6leos
essenciais (OEs) vem crescendo nos ultimos anos pelo seu importante papel na
protecdo das plantas, além de n&o apresentarem toxicidade e ndo haver a
contaminagao de solo e agua causando danos ao meio biético (DE SOUZA et al.,
2019). O metabolismo secundario dos vegetais produz naturalmente compostos
volateis como monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides,
constituintes dos OEs. Em fungdo da sua composicdo quimica e dos compostos
aromaticos volateis, possuem atividade antifungica tanto direta, pela inibicdo da
germinagao de esporos e do crescimento micelial como também indireta, produzindo
compostos de defesa da planta (DE MORAIS, 2009). Tang et al., (2020)
documentaram que OEs s&o capazes de tornar a membrana celular do fungo
permeavel, causando o vazamento de seu conteudo, devido a presenca de
determinados terpenos. Ha uma interagdao entre 6leo e os lipideos da membrana
celular, interferindo nessa permeabilidade e causando alteracbes na estrutura do
patégeno (COSTA et al., 2011). Ja na acgao indireta, as moléculas presentes nos OEs
podem induzir mecanismos de defesa nas plantas tratadas. Tais mecanismos
permanecem inativos e sdo expressados depois de serem expostas a agente de
indugao, resultando em alteragbes metabdlicas e fisiologicas correlacionadas com

alteracdes na atividade de enzimas como, polifenoloxidase que transforma fendis em



quinonas tdxicas aos microrganismos, peroxidase, envolvida no processo de
lignificacdo celular, e fenilalanina amoénia-liase, enzima precursora da sintese dos
fenilpropandides envolvidos na defesa vegetal (BONALDO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005; LORENZETTI et al., 2018; COSTA et al., 2019).

O Brasil lidera ha 20 anos o ranking mundial de exportagdo de OEs em geral,
com aproximadamente 60 mil toneladas, outros paises como india, China e Estados
Unidos também se destacam nesse setor, de acordo com o ultimo levantamento da
ITC Trade Map (2021). A colocagao do Brasil deve-se ao grande volume produzido de
OE de laranja (C. sinensis Osbeck L.), um subproduto da industria do suco (BIZZO;
REZENDE, 2022). Experimentos demonstraram que o 6leo de citros apresenta
componentes como b-mirceno, a-pineno, p-cimeno, B-pineno, terpinoleno, na qual o
D-limoneno, componente majoritario, possui capacidade de inibir o crescimento
micelial de C. gloeosporioides (CHENG et al., 2022). Além de extrair OEs dos residuos
do processamento industrial, outra alternativa seria extrair OEs de frutos provenientes
da queda natural das plantas ou até mesmo de frutos retiradas durante o raleio, em
que sao removidos com tamanho de 2-3 cm de diametro, ainda na fase imatura. Essa
pratica € comumente realizada por produtores de tangerinas que podem enfrentar
alternancia na producdo. Com isso, vem crescendo estudos que comparam essas
atividades antifungicas entre frutos imaturos e maduros, como é demonstrado no
trabalho de Menezes Filho (2021) no qual OEs extraidos tanto de frutos imaturos como
maduros mostraram inibigdo de crescimento fungico em isolados de Sclerotinia
sclerotiorum, C. acutatum e Aspergillus flavus). Devite et al. (2023), apresentaram
resultados promissores ao utilizar OEs de tangerina extraidos de frutos imaturos e
maduros para controle de Alternaria alternata, in vitro e em folhas destacadas.

Esta acdo também pode ser observada ao utilizar OEs extraidos das folhas,
como evidenciado no estudo conduzido por Pires e Piccoli (2012). Neste estudo, os
OEs das folhas de lim&o Cravo (C. limonia) e limao galego (C. aurantifolia)
apresentaram maior efetividade na inibicado micelial do fungo Penicillium expansum,
confirmando o seu efeito fungicida. Duong et al., (2023) demonstraram essa inibigao
ao testar OEs de Citrus reticulata x sinensis (cultivar Sanh) e Citrus sinensis (cultivar
Xoan, Mat e Navel) sobre C. gloeosporioides e C. scovillei, para ambos a zona de
inibicdo fungica aumentou junto a concentracdo dos OEs. Apesar dos resultados
promissores dos testes in vitro, € recomendado realizar novos experimentos que

considerem as condi¢des reais de epidemiologia da doenga. Por isso, surge a ideia



de avaliar esses efeitos em condigbes de campo (in vivo), tanto em frutos maduros
quanto em frutos imaturos, aproveitando os frutos que seriam descartados devido a
queda natural das plantas, o que geraria uma renda adicional para os produtores. O
uso de OEs de citros pode representar um avancgo significativo no controle de fungos
fitopatogénicos, oferecendo alternativas aos fungicidas sintéticos e garantindo um

controle eficaz sem residuos toxicos para o ambiente.



2. OBJETIVOS

21. Objetivo geral

Este estudo visa investigar a acdo de 6leos essenciais de tangerinas sobre o

fungo C. abscissum, para o manejo da podrid&o floral dos citros.

2.2. Objetivos especificos

e Quantificar o rendimento dos 6leos essenciais extraidos de frutos imaturo e
maduros de tangerina IAC 2019Maria, tangor Murcott IAC 221 e mexerica Late IAC
585 e analisar a sua relacdo com a espessura de casca e diametro dos frutos.

e Identificar os principais componentes quimicos presentes nos 6leos essenciais
das tangerinas.

e Avaliar o efeito de concentragées dos O6leos essenciais das tangerinas na
inibicdo do crescimento micelial, esporulagdo e germinagao in vitro do fungo C.
abscissum.

e Avaliar o efeito dos 6leos essenciais no controle do C. abscissum em flores
destacadas de lima acida Tahiti

e Analisar a capacidade dos Oleos essenciais em ativar os mecanismos de
defesa nas plantas, pela acdo da peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-

liase.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cenario atual da citricultura brasileira

A producado de citros no Brasil possui uma significativa contribuicdo para o
comércio exterior, além do seu forte impacto socioecondmico no pais. De acordo com
os mais recentes dados publicados pela FAO (2024), em 2022 o Brasil posicionou-se
como o segundo maior produtor global de citros, com uma producdo aproximada de
20 milhdes de toneladas. Vale notar que o pais assume a lideranga mundial quando
se trata especificamente da produgdo de laranjas, com cerca de 17 milhdes de
toneladas. A regido sudeste do Brasil € a maior produtora de citricos, tendo Sao Paulo
como principal estado, representando 77% da produg¢ao nacional de laranja, 74% de
limao e 32% de tangerina (IBGE, 2024). Em relagdo aos numeros apresentados pela
Markestrat (2022), o setor citricola de Sao Paulo e Tridngulo/Sudoeste de Minas
Gerais movimenta aproximadamente US$ 14 bilhdes por ano, contribuindo com R$ 2
bilhbes para o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro somente através das
exportacdes. Além disso, esse setor € responsavel por 200 mil empregos diretos,
conforme dados da CitrusBR (2019).

Os citros pertencem a familia Rutaceae e principalmente aos géneros Citrus,
Poncirus, Fortunella e Microcitrus spp. O género Citrus € o mais cultivado, constituido
por plantas de porte médio, flores de coloracdo branca e aromaticas, com frutos do
tipo baga de coloragao e formas variadas. Nacionalmente predomina-se o cultivo de
laranjas doces [C. sinensis (L.) Osbeck] destinadas ao processamento de suco e para
mercado de frutas frescas (SWINGLE; REECE, 1967). Além das laranjas, a cultura se
baseia em limas doces (C. limettioides Tanaka), limdes (C. limon Lush), limas acidas
(C. latifolia Tanaka e C. aurantifolia Tanaka), laranja-azeda (C. aurantium L.), pomelos
(C. paradisi Macfadyen) e tangerinas (C. reticulata Blanco) e mexericas (C. deliciosa
Tenore) (GIRARDI et al., 2021). Para as tangerinas ou mandarinas existem muitas
variedades, sendo que sdo quatro as de uso comercial: as satsumas, as mexericas,
as do grupo king e as tangerinas comuns (DONADIO; STUCHI; CYRILLO, 1998).

Ao considerar apenas as tangerinas, o Brasil € o quinto maior produtor mundial,
com uma produgédo de 1,09 milhdo de toneladas em 2022 (FAO, 2024 ). Nacionalmente
vem ocorrendo o plantio de novas variedades como tangerina IAC 2019 Maria, um

hibrido produzido a partir de cruzamento controlado entre tangor Murcott IAC 221 [C.



reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck] x laranja Pera IAC [C. sinensis (L.) Osbeck]
e mexerica Late IAC 855 (C. deliciosa Tenore). Outras variedades como tangerina
Ponkan (C. reticulata Blanco) e o tangor Murcott IAC 221 ja s&o popularmente
cultivadas e ocupam 86% da area plantada com tangerinas (BASTIANEL et al., 2014;
FUNDECITRUS, 2024).

3.2. Oleos essenciais e atividade antimicrobiana

Em geral, os OEs sdo substancias volateis aromaticas presentes em materiais
vegetais como frutos, cascas, sementes, polpas, folhas e raizes. S&do formados no
citoplasma das células vegetativas e existem como pequenas goticulas entre essas
células (RIOS, 2016). Naturalmente as plantas produzem os OEs através do
metabolismo secundario com a finalidade de se proteger contra ataques de
predadores, como insetos e microrganismos, além de atrair polinizadores para
dispersao de podlens e sementes (BAKKALI et al., 2008). A composi¢gao quimica dos
OEs de plantas difere entre as espécies e é afetado por fatores que incluem a
localizagdo geografica, o ambiente, o estagio de maturidade e o método de
extracdo. Essa diferenga quimica esta diretamente correlacionada com diferengas nas
atividades biolégicas (NAZARO et al., 2013). Calo et al. (2015) relataram que os OEs
sao constituidos por numerosos compostos, como hidrocarbonetos aromaticos,
terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), terpendides, ésteres, alcoois, acidos,
aldeidos e cetonas.

Por conter uma gama de compostos bioativos volateis e orgénicos, naturais e
biodegradaveis que atuam sinergicamente, os OEs s&o capazes de realizar atividades
antimicrobianas, herbicidas, inseticidas, antioxidantes e fungicidas (ZHANG et al.,
2018; FENG et al., 2019; JAHANI et al., 2020; MATOS et al., 2020; MEHDIZADEH
et al., 2020; RASPO et al., 2020). Além da presenga desses compostos, outro aspecto
importante é a sua propriedade hidrofdbica. Isso possibilita que eles se difundam nos
lipidios das membranas celulares dos microrganismos e das mitocéndrias, resultando
em maior flexibilidade ao afetar as estruturas celulares. Isso contribui para o
vazamento de particulas vitais da membrana celular microbiana e,
consequentemente, para a sua destruicao (FERREIRA et al., 2021). Alguns vegetais
estao bem representados na literatura com efeito antimicrobiano, antioxidantes e anti-

inflamatorias, como é o caso do OE de tomilho (ALSARAF et al., 2020), orégano,



lavanda (MARTUCCI et al., 2015; SMIGIELSKI et al., 2018), canela, cravo (PURKAIT
et al., 2020) e acafrao (MENG et al., 2018).

Antes de investigar a atividade bioldgica, os OEs de citros ja eram amplamente
utilizados na industria de cosméticos na preparacéo de perfumes, sabonetes e outros
produtos de cuidado corporal. Como mencionado, sdo uma mistura complexa de
compostos volateis pertencentes a diversas classes quimicas, incluindo
hidrocarbonetos monoterpénicos, hidrocarbonetos sesquiterpénicos, monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos oxigenados (BUSTAMANTE et al., 2016). Se acumulam
em cavidades espalhadas no flavedo dos citros (AHMAD et al., 2006). Os principais
hidrocarbonetos monoterpenos identificados nos 6leos de casca de tangerina foram
limoneno, mirceno, y -terpineno, a-pineno e sabineno, enquanto o hidrocarboneto
sesquiterpénico incluia o B-farneseno. Os componentes oxigenados incluiam aldeidos
(decanal e octanal), alcool (a-terpineol e linalol) e compostos ésteres (acetato de nerila
e acetato de geranil) (KIRBASLAR et al., 2009).

O OE de laranja doce (Citrus sinesis L.) € o principal 6leo comercializado
mundialmente com aproximadamente 55 mil toneladas no ano de 2018 (IFEAT, 2018).
De acordo com dados do IBGE (2019), em 2018, no Brasil foram produzidas 154,6 mil
toneladas de OEs de laranja doce, equivalentes a R$ 1,5 bilhdes ou US$ 418 milhdes,
com volume exportado de 29 mil toneladas. Considerando outras espécies de citros,
em 2020 o Brasil exportou 1,2 mil toneladas de OEs (Comex Stat, 2021).

Tais OEs podem ser extraidos das cascas dos frutos na qual € constituida por
uma fina camada externa chamada flavedo e uma espessa e fibrosa camada interna,
chamada albedo. O albedo, branco e esponjoso, contém varias substancias que nao
sao utilizadas na fabricagdo do suco, porém acabam sendo aproveitadas como
subprodutos, a exemplo do d-limoneno, da pectina e alguns flavondéides (Citrus, 2020).
Frutas citricas com casca espessa como laranja azeda (C. aurantium), pomelo (C.
paradisi) e C. bergamia contém alto teor de OE em comparagao com espécies citricas
com casca fina (HAOKIP et al., 2023).

As cascas de frutas geradas pelas industrias alimenticias ou no processamento
do suco de laranja sao tratadas como residuos agricolas e descartadas em aterros
sanitarios, compostadas, e usadas como alimento para o gado (CHANDA, 2010),
porém, vale ressaltar que esse residuo € uma fonte rica em OE e contém novos
componentes promissores com potencial farmacoldgico, farmacéutico e econémico

(SALEM; SAEED, 2020), podendo ser destinado diretamente para esse setor. No caso



das tangerinas, frutas ndo processadas e consumidas in natura, o residuo agricola
proveniente da cadeia produtiva sao os frutos eliminados durante o raleio, que os
produtores descartam completamente. O raleio € uma pratica amplamente utilizada
para otimizar a qualidade interna e externa das frutas citricas nos principais paises
produtores de citros de mesa, e é feito apdés a queda fisioldgica dos frutos, quando
ainda estdo imaturos. Nesse estagio, os OEs tém uma composicao diferente dos
frutos maduros (BOURGOU et al., 2012), podendo apresentar outros comportamentos
bioldgicos, tornando-os ainda mais interessantes para avaliagdes antimicrobianas.
Além disso, essa pratica também é economicamente viavel, pois os produtores podem
destina-los a industria para extragao dos OEs.

Essa eficacia antimicrobiana dos OEs depende de sua composi¢cdo quimica,
das condi¢gdes ambientais e do microrganismo em questao, e pode ser vista como a
inibicdo do crescimento celular ou pela morte celular. A presenca dos componentes
limoneno, linalol, decanal, octanal, citral, citronelal, timol e a-sinensal e o efeito
sinérgico deles podem ser 0s responsaveis por essa agédo ao afetar a estrutura da
membrana celular, resultando na interrupcédo da forga motriz do préton, do fluxo de
elétrons, do transporte ativo e da coagulagao do conteudo das células microbianas (Yi
et al., 2018). Javed et al. (2015), relatou que o OE de tangerina (C. reticulata) possuia
a maior atividade antimicrobiana, em relagao a C. sinensis, C. paradisi e C. limon. Ja
eram descritos em trabalhos passados que OEs da casca de lim&o (C. limon), laranja
doce (C. sinensis) e C. bergamia apresentam potentes propriedades antimicrobianas
contra microrganismos comuns de origem alimentar, como bactérias, fungos e
leveduras (FISHER; PHILLIPS, 2006) além de reduzir ou inibir o crescimento de
fungos como Aspergillus flavus , A. niger, Penicillium chrysogenum e P. verrucosum
(VIUDA-MARTOS et al., 2008 ). Os resultados desses estudos acarretaram na
formulacao e registro de produtos a base de OEs, como é o caso do Previ-Am® Plus,
tendo o OE de laranja doce como ingrediente ativo (6leo de laranja 6%). Além de
inseticida, ele possui efeito fungicida, como é demonstrado no estudo de Lombardo et
al., (2023) com uma capacidade de reduzir em até 99% o crescimento micelial de C.
gloesporioides na dosagem de 1%. O efeito antifungico pode ser atribuido pela
capacidade de afetar a barreira de prote¢cao dos esporos ou agir antes mesmo da sua
formacao, resultando no crescimento anormal e/ou rompimento de tubos germinativos
dos fungos (DANTIGNY; NANGUY, 2009). Tudo isso pode ser causado pela natureza

lipofilica e baixo peso molecular dos terpenos e terpendides, permitindo a
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transferéncia mais facil dos outros constituintes do OE para o interior da célula, na
qual é revestida por uma camada lipidica (SANTOS et al., 2012).

Tal efeito € demonstrado no trabalho de Menezes Filho (2021) no qual OEs
extraidos tanto de frutos imaturos como maduros de C. limonia Osbeck mostraram
inibicdo de crescimento fungico em isolados de Sclerotinia sclerotiorum, C. acutatum
e A. flavus. Pires e Piccoli (2012) concluiram que os OEs das folhas de C. limonia e
C. aurantifolia melhor contribuiram para inibicdo micelial do fungo P. expansum,
confirmando tal efeito fungicida. Observado também por Sharma e Tripathi (2006),
onde o d6leo de laranja (C. sinensis) reduziu tanto o desenvolvimento do A. niger como
a germinagao de seus esporos. Independentemente dos resultados promissores nos
testes in vitro, novos experimentos sdo sugeridos a fim de considerar as condigdes
reais de epidemiologia da doenga, com isso, surge-se a ideia de avaliar tais efeitos a
campo (in vivo), tanto de frutos maduros como também de frutos imaturos a fim de
reaproveitar frutos que seriam descartados pelo raleio, proporcionando uma renda
extra para o produtor. No trabalho de Devite et al., (2023) o OE de tangerina
apresentou resultados promissores no controle in vitro do fungo Alternaria alternata,
tanto no teste in vitro como também aplicado em folhas infectadas com o patégeno,
proporcionando os menores valores de severidade da doenca nas folhas, tanto de
forma curativa quanto preventiva.

Além dessa acéo direta sobre os fitopatdgenos, os OEs possuem a capacidade
de promover a ativagdo dos mecanismos de defesa da planta proporcionando um
controle indireto de doencgas (Dalio et al., 2020). Isso se deve ao fato de os OEs
atuarem em diferentes mecanismos e rotas metabdlicas nas plantas com funcdes
relacionadas a sobrevivéncia e perpetuagcdo da espécie, atraindo agentes
polinizadores ou dispersores de propagulos vegetativos e na defesa contra
predadores e microrganismos (HUET, 1991). Essa ativagao de defesa pode envolver
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), alteragbes bioquimicas e
estruturais, como demonstrado no trabalho de Ben-Jabeur et al. (2015), no qual o
tratamento com OE de tomilho aumentou a atividade da peroxidase (POX), o que
resultou na redugao da gravidade do mofo cinzento e da murcha de Fusarium causada
por Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici, respectivamente.
Quando aplicado em plantas de tangerina, o OE de Cinnamomun
zeylanicum aumentou a atividade da catalase, ascorbato peroxidase, fenilalanina

amoénia liase e POX para controle de A. alternata (PERINA et al., 2019).
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3.3. Podridao floral dos citros

A podridéo floral dos citros (PFC), € uma doenga endémica em muitas regides
de clima tropical e subtropical produtoras de citros no mundo. A ocorréncia e
severidade da doenga nessas regides dependem da distribuicdo e a quantidade de
chuvas no periodo de florescimento e da presenca do patdégeno em anos anteriores
(SALVO FILHO, 1994; FEICHTENBERGER et al., 2005). Assim que introduzida no
pomar, a PFC possui uma ocorréncia generalizada de dificil controle devido a
presencga de indculo viavel sobrevivendo em plantas assintomaticas, plantas daninhas
ou até mesmo no solo. Nas plantas de citros, o patégeno sobrevive nas folhas em
forma de conidios, apressorios ou na forma quiescente (AGOSTINI; TIMMER, 1992;
ZULFIQAR et al., 1996).

Os agentes causais da PFC s&o Colletotrichum acutatum (BROWN;
SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996; TIMMER et al., 1994), posteriormente
reclassificado como C. abscissum (PINHO et al., 2015) pertencente ao complexo C.
acutatum, e o C. gloeosporioides sensu stricto (LIMA et al., 2011; MCGOVERN et al.,
2012). O fungo C. gloeosporioides foi o primeiro agente causal de PFC relatado
(SIMMONDS, 1965; FAGAN, 1979). Na década de 1990, Agostini (1992) classificou
isolados de Colletotrichum de citros em trés grupos: slow growing orange (SGO), key
lime anthracnose (KLA) e fast-growing gray (FGG). Os isolados dos grupos SGO e
KLA foram associados a PFC e os isolados do FGG nao foram patogénicos para flores
de laranja doce. Isolados dos grupos SGO e KLA foram identificados, por meio de
analise molecular, como C. acutatum e isolados do grupo FGG como C.
gloesporioides (BROWN; SREENIVASAPRASAD; TIMMER, 1996). No entanto, a
espécie C. gloeosporioides sensu stricto foi associado como agente causal de PFC
no Brasil (LIMA et al., 2011) e nas Bermudas (MCGOVERN et al., 2012). Em 2015, a
nova espécie C. abscissum foi descrita também como agente causal da PFC no Brasil
com base na analise de trés isolados previamente classificados como C. acutatum
(PINHO et al., 2015). No Brasil a doenga € causada principalmente por C. abscissum
e com menor frequéncia por C. gloeosporioides sensu stricto (GONCALVES et al.,
2021; SILVA et al., 2017), o qual apresenta colonizagao endofitica nas folhas de
laranjeira doce (WACULICZ-ANDRADE et al., 2017). No Estado de Sao Paulo,
independentemente da regido e do cultivo da laranja doce, estima-se que C.
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abscissum seja responsavel por mais de 80% da incidéncia da doenca (GONCALVES
et al., 2021).

Os sintomas tipicos dessa doenga surgem de 2 a 7 dias apés a infecgao, em
forma de lesbes nas pétalas de flores de citros abertas, embora possa ser observado
eventualmente em botdes fechados (FAGAN, 1979; TIMMER et al., 1994). Essas
lesdes possuem uma cor alaranjada devido a presenga de acérvulos e abundantes
conidios produzidos pelo patégeno (Figura 1A). Algumas lesdes necréticas podem ser
observadas no estigma das flores (Figura 1B). A infecgao das flores leva a alteragdes
hormonais, amarelecimento (Figura 1C) e abscisdo dos frutos recém-formados,
restando apenas os calices retidos ao galho (Figura 1D), podendo permanecer por
varios anos (TIMMER et al., 1994; Li et al. 2003; MARQUES, 2020). A abscisao natural
dos frutos de citros geralmente ocorre na base do pedunculo, na fixagdo ao caule,
porém, quando ha a infec¢ao, essa abscisao ocorre na base do fruto, deixando calices
e pedunculos persistentes. As folhas ao redor das inflorescéncias infectadas

geralmente tornam-se pequenas e desfiguradas (PERES et al., 2005).

Figura 1. Sintomas da podridao floral dos citros causada pelo fungo Colletotrichum
abscissum. A = Sintomas nas pétalas. B = Lesao necrética no estigma. C = Amarelecimento
e queda dos frutos. D = Calice retido apds queda prematura dos frutos. Fonte: autor

O ciclo da doenga na Figura 2, revela que o fungo possui uma longa fase

biotréfica em folhas maduras e calices persistentes e a sua fase necrotréfica ocorre
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apenas nas flores, isso ressalta que os apressoérios nos tecidos maduros sao
essenciais para a sobrevivéncia do patéogeno. Como as flores sdo o unico tecido
suscetivel e ocorrem apenas sazonalmente, o fungo sobrevive como apressorios e
infeccbes quiescentes nas folhas maduras (AGOSTINI; TIMMER,1994; TIMMER et
al., 1994; ZULFIQAR et al., 1996).

Os surtos da doenga sao mais frequentes em regides onde a floragao coincide
com a estacdo chuvosa combinada com temperaturas amenas, afetando
principalmente o sudoeste paulista. Os conidios sdo geralmente produzidos em
acérvulos no tecido do hospedeiro e sao tipicamente dispersos por respingos de chuva
(SILVA JUNIOR et al. 2014), podendo causar até 80% de perdas na produg¢ao quando
nao tomadas medidas de controle (GOES et al., 2008). No Sudeste do Brasil e na
Flérida (EUA), as medidas de controle sdo adotadas de acordo com sistemas de
previsao, baseados em componentes epidemiolégicos da doenga, que orientam a
aplicacao de fungicidas sistémicos durante a floragao, garantindo a sustentabilidade
do controle quimico (PERES et al., 2004; SILVA-JUNIOR et al., 2014; GAMA et al.,
2019). Todas as variedades de citros sdo suscetiveis ao patogeno. Normalmente os
maiores danos sdo observados em variedades de laranja doce, principalmente as que
possuem um florescimento desuniforme, como a laranja ‘Péra’ (FEICHTENBERGER,
1991; SPADA, 2011).



14

. [ 2
g a
_on
- ” : 3& Calices persistentes
I I >
- S
Casvha
- "'_‘]-'! ﬁ
by o - =
Dispersao de Infeccio quisscents
respinges de em folhas e calices

chuva

e

4 A - L,
. {
| i

a o Y ?r
. S By

ey - (] -
. & Apressérin ;‘?’a -
W - germinado com '
{ Y. ) . nutrientes das

— petalas das flores

Figura 2. Ciclo da podridao floral dos citros causada pelo fungo Colletotrichum abscissum. a
= apressorio; ¢ = conidio; sc = conidiagao secundaria. Fonte: PERES, N. A. (2005)

Segundo Gama et al. (2020), a aplicagao de fungicidas é a principal forma de
controle da PFC, principalmente no estado de Sao Paulo, onde um numero elevado
de aplicagdes de fungicidas tem sido utilizado, sendo que em anos favoraveis para a
doenca principalmente no sudoeste paulista, os citricultores fazem até sete
pulverizagdes por safra (SILVA JUNIOR, 2011). O tratamento consiste em aplicagbes
de ingredientes ativos dos grupos quimicos de triazois, estrobirulinas e carboxamidas
e 0 uso indiscriminado desses produtos pode contribuir para a ocorréncia de
resisténcia de linhagens fungicas, representando também alto risco de impacto
ambiental pela sua toxicidade e danos a saude humana (BEBBER; GURR, 2015). Até
o momento, isolados resistentes ainda nao foram identificados em pomares paulistas.
O insucesso no controle quimico dessa doenca esta relacionado a ocorréncia de dias
consecutivos de chuvas com prolongamento do molhamento ou temperaturas baixas
que prolongam o florescimento, associados a escolha errada do produto e a perda do
momento correto de aplicagdo. A protecao deve ser realizada durante o periodo em
que os tecidos sao suscetiveis a infecgao pelos patdgenos, desde a fase de botdes
verdes e fechados até a fase de queda de pétalas, estigma e estilete (GOES et al.,
2008; SILVA JUNIOR et al., 2014).
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3.4. Inducao de resisténcia em plantas

A resisténcia em plantas é fundamentada por dois tipos de mecanismos e
barreiras, os que estdo presentes nas plantas antes mesmo do contato com o
patdgeno, ou seja, pré-formados, e os mecanismos pos-formados, que estdo ausentes
antes da infecgao do patdgeno e sao ativados quando a planta reconhece os sinais
emitidos por um patégeno ou agente indutor, que ao entrar em contato com a planta
possuem papel fundamental na indugao de resisténcia (PASCHOLATI; DALIO, 2018).
Nesse caso, a resisténcia induz a planta a se adaptar e conseguir sobreviver mesmo
tendo seu desenvolvimento prejudicado (BONALDO et al., 2005). Desta maneira, ha
uma elevagdo do nivel de resisténcia, resultante da ativacdo de seus genes
aparentemente inativos, com a utilizagao de agentes externos como indutores bioticos
e abidticos (LUIZ et al., 2016). Essa barreira pode ser mecanica ou quimica. A
mecanica ocorre por meio do aumento da producdo e deposicdo de alguma
substancia com a finalidade de conter a invasao do patégeno. Ja a quimica envolve o
aumento da atividade das proteinas de defesa, bem como na sintese de compostos
fendlicos e fitoalexinas (OLIVEIRA et al., 2016).

Esses agentes externos sdo chamados de elicitores ou eliciadores e sao
moléculas capazes de proteger contra infecgdes subsequentes por patdégenos
(STANGARLIN et al., 1999). Como dito anteriormente, eles podem ser tanto de origem
abidtica quanto bidtica, dentre eles podem-se incluir os extratos de plantas e OEs
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2003). Pesquisas vem indicando o potencial de extratos
vegetais e OEs no controle de fitopatdgenos tanto por sua agao fungitdxica direta
quanto pela indugdo de resisténcia, indicando a presenca de compostos com
caracteristicas de elicitores (STANGARLIN et al., 2011).

A ativacao do processo de mecanismos de defesa, pode ocorrer de forma local
ou sistémica. A protecao local se manifesta apenas nos tecidos que tiveram contato
com o agente indutor. J4 a sistémica, a manifestacdo da inducdo ocorre em local
diferente daquele onde houve a aplicagao do tratamento (MORAES, 1992).

A aplicagao desses indutores de resisténcia faz com que o vegetal fique em
“alerta”, ou seja, pré-condicionado a acionar a sua defesa latente assim que houver o
contato com o fitopatégeno (CONRATH et al., 2015). Esse mecanismo acarreta em
alteragcdes na atividade enzimatica nos metabolismos primario e secundario
(STANGARLIN et al., 2011). As plantas produzem uma grande diversidade de



16

metabolitos secundarios, dentre eles os flavonoides e outros compostos fendlicos
exercem acgao na defesa contra fitopatégenos, dificultando sua entrada e impedindo a
sua colonizagdo na planta além de proporcionar ativagdo de enzimas, como
peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amdnia-liase (KURABACHEW; WYDRA,
2014; TAIZ et al., 2017). Ao sofrer um estresse promovido por patégenos, a atividade
dessas enzimas, tendem a aumentar em comparagao aos tecidos nao infectados
(SOUZA et al., 2015; DEMARTELAERE et al., 2017).

Na inducdo de resisténcia, as peroxidases tem papel fundamental nos
processos de defesa da planta e o aumento de sua atividade esta diretamente
relacionada a reducgéo da severidade da doenga (ARAUJO; MENEZES, 2009). Sao
classificadas como proteinas relacionadas a patogénese, pertencentes a familia PR-
9 (PASSARDI et al., 2005) e participam de inumeros processos fisioldgicos nos
tecidos das plantas, incluindo a lignificagédo, a qual interferem com o crescimento de
patégenos através de modificagdes quimicas nas paredes celulares (VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999). Ao formar a lignina, o desenvolvimento do fungo € afetado, uma vez
que torna as paredes celulares mais resistentes a penetragcado do patégeno, havendo
um bloquei fisico, ou pelo fato de reduzir a difusao de nutriente para o fungo, além de
toxinas e enzimas que séo liberadas pelo fungo (LORENZETTI et al., 2018). Segundo
Araujo e Stadnik (2013), os niveis de peroxidases sdo mais elevados em plantas
resistentes quando em comparagado com plantas suscetiveis, isso esta associado ao
rapido reconhecimento do ataque do patégeno e da ativagao de defesas eficazes.

As polifenoloxidases (PFO) sao encontradas em espécies de plantas, bactérias,
fungos e algas, principalmente em tecidos atacados por insetos ou patégenos. Sua
capacidade de oxidar compostos fendlicos em quinonas, assim como as peroxidases,
faz com que tenha papel fundamental na resisténcia contra doengas, ja que para os
microrganismos as quinonas sao mais téxicas que o fenol original (BARROS et al.,
2010). Elas geralmente permanecem em estado inativado, intracelularmente, dentro
dos tilacoides nos cloroplastos (MAYER; STAPLES, 2002; TRAN; TAYLOR;
CONSTABEL, 2012). A medida que ocorre a ruptura da célula ocasionada pela agéo
de insetos ou patdgenos, a enzima € liberada dos tilacéidese se inicia o processo de
oxidacdo dos compostos fendlicos que também sio liberados dos vacuolos,
produzindo quinonas (THIPYAPONG et al., 2004) que apresentam acgao
antimicrobiana (LIU et al., 2005; MOHAMMAD; KAZEMI, 2002). As polifenoloxidases
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também participam do processo de lignificagdo durante a invasao do patégeno (JUNG
et al., 2009; MOHAMMAD; KAZEMI, 2002).

A fenilalanina aménia-liase (FAL) tem como fun¢cdo o suporte mecéanico da
planta proporcionado pela lignina, atua também na sintese de antioxidantes e
compostos que agem como protetores contra estresses abidticos e bidticos (DIXON,
LAMB, 1990). Esta localizada nos cloroplastos das células vegetais e participa de
reacdes do metabolismo dos compostos fendlicos, responsavel pela desaminagao da
L-fenilalanina, desencadeando reagdes metabdlicas que, por sua vez, geram produtos
baseados em fenilpropanos, incluindo a lignina que confere maior resisténcia a parede
celular (DIXON; PAIVA 1995; MONTEIRO et al., 2004; STANGARLIN et al., 2011).
Essa enzima esta envolvida na biossintese de fitoalexinas derivadas dos
fenilpropandides (PASCHOLATI, 2011) que pode ser induzida por agentes eliciadores
como o acido salicilico e o metil jasmonato (YAO; TIAN, 2005) e também na expresséao
de outras proteinas PR, como B -1, 3-glucanases (familia PR-2) e quitinases (Familia
PR-3), que estdo diretamente ligadas a degradacdo da parede celular dos fungos
(PATEL et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local do experimento

O trabalho foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Sdo Carlos, no campus localizado no municipio de Araras - SP (22° 21'
25" S 47° 23' 02" O), na qual utilizou-se o Laboratério de Nematologia (LANEM) para

as analises e coleta dos resultados.

4.2. Isolamento e preparo do fungo Colletotrichum abscissum

O C. abscissum foi obtido através do método de isolamento indireto no qual,
porcoes infectadas foram retiradas de pétalas de flores de lima acida Tahiti localizadas
no campo experimental do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar-Araras(SP), onde
o patdégeno encontrava-se em crescimento ativo, e assim transferidas para o meio de
cultivo. Para isso, o tecido infectado passou por um processo de desinfeccao
superficial pela imersao em alcool 70% por 1 min., hipoclorito de sédio a 2% por 1
min., € em seguida, enxaguados com agua destilada (ALFENAS et al., 2007). Apos a
desinfeccao, foi transferido para placa de Petri contendo meio BDA (Agar, Batata e
Dextrose), e acondicionada em incubadora do tipo BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) na temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. A partir do
crescimento fungico, o mesmo foi transferido para novas placas contendo meio BDA,
entdo, armazenadas e mantidas por sete dias até a realizagdo do experimento e

preparo do inéculo.

4.2.1. Analise morfolégica do C. abscissum

ApOs a repicagem do isolado para placas de Petri contendo meio BDA, as
mesmas foram mantidas a 25°C, com fotoperiodo de 12h. Sete dias apds a incubacéo,
foram obtidas suspensdes de conidios com a adicdo de 10 mL de agua destilada na
placa e posteriormente feita a raspagem com alga de Drigalski e filtragem em dupla
gaze. Com a suspenséo, foram confeccionadas placas de Petri para obtencdo de uma
cultura monospadrica pura do isolado e assim feita a observacdo dos conidios em
ldminas. Além de verificados o tamanho e a forma de 100 conidios, foram observadas
também as caracteristicas morfolégicas e de crescimento da coldnia do isolado. Os

conidios foram mensurados indiretamente através de sistema de videocamara
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acoplado ao microscépio Optico, com imagem transmitida para o computador e
analisada por meio do programa BELCapture calibrado com a utilizagdo de lamina

micrométrica.

4.3. Selecao e preparo dos frutos de tangerinas

Foram colhidos frutos imaturos e maduros das variedades de tangerina IAC
2019Maria [(Citrus reticulata x C. sinensis) x C. sinensis)], tangor Murcott IAC 221
(Citrus reticulata x C. sinensis) e mexerica Late IAC 585 (Citrus deliciosa) (Figura 3),
enxertadas em limao Cravo (C. limonia), em diferentes posi¢cées de plantas com
aproximadamente cinco anos de idade em pomar experimental localizado no Centro
de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronédmico (IAC) em Cordeirépolis, SP.
Esses frutos serviram para medi¢des de espessura da casca, diametro dos frutos e
extracdo de oleo essencial da casca. O periodo de colheita coincidiu nos meses de
margo e abril para frutos imaturos, e entre maio e julho para frutos maduros de acordo

com o tempo de maturagao de cada variedade.

Figura 3. Variedades de tangerinas selecionadas para medi¢cdes de espessura de casca,
didmetro dos frutos e extragdo de 6leo essencial da casca. A) tangerina IAC 2019 Maria; (B)
mexerica Late IAC 585 e (C) tangor Murcott IAC 221. Fonte: Germoplasma de citros
(CAPTACSM)

4.3.1. Espessura da casca e diametro dos frutos

Os frutos colhidos das trés variedades de tangerinas nos dois estagios de
maturacao foram selecionados e com auxilio de um paquimetro, foram medidos o
diametro, espessura total da casca (epicarpo + mesocarpo) e somente o epicarpo,
por¢cao externa da casca onde se localizam as glandulas de 6leo. Para obter a
espessura do albedo (mesocarpo), calculou-se a diferenga entre espessura total da
casca e espessura do epicarpo. Para analise dos dados, foram consideradas cinco
repeticbes contendo quatro frutos cada, onde foram feitas trés medi¢des, sendo: uma

proxima ao pedunculo, outra na parte média do fruto, e uma terceira na parte basal.
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4.3.2. Extragao dos 6leos essenciais de tangerinas

Para a extragcédo do oleo essencial, uma porcao de 400 g das cascas cortadas
com tamanho aproximado de 5 cm? foram acondicionadas no destilador de OEs tipo
Clevenger acrescidos com 800 mL de agua destilada, e assim submetido ao método
de hidro destilagédo por arraste a vapor, dentro de um periodo de quatro horas (Figura
4). Assim que extraidos, os OEs foram armazenados em frascos de vidros ambar e
estocados a -18°C. Ao final, foi calculado o rendimento médio de 6leo para cada

variedade e para cada estagio de maturagao, seguindo a equacao:

volume de 6leo obtido (ml)

Rendimento médio (%) = x 100
massa de casca (g)

Figura 4. Extracdo de 6leo essencial da casca de tangerinas. (A) e (B) Extragao do 6leo no
destilador tipo Clevenger (SL-76/2000); (C) Produto final da destilagdo; (D) e (E) Cascas
cortadas de frutos imaturos e maduros, respectivamente. Fonte: autor

4.4. Analise cromatografica dos 6leos essenciais

Foram realizadas analises quantitativas e identificagao individual do perfil
quimico dos OEs das variedades utilizadas no experimento. Para a analise
quantitativa utilizou-se cromatégrafo de gas Shimadzu GC-14B (Téquio, Japao)
equipado para ionizagao por chama (FID) e software de processamento de dados (EZ-
Chrom, Shimadzu Corp.), e um GC-MS QP 5050A (Shimadzu Europa). A
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quantificacdo de cada componente foi realizada de acordo com Frizzo et al. (2004)
usando tetradecano (Sigma Aldrich, EUA) como padrao interno. Ja a identificagcao
individual das substancias baseou-se na comparagcédo de espectros de massa com
bibliotecas comerciais e calculando as taxas de retencao linear (IRL) em duas colunas
capilares de polaridade diferente: pouco polar (SE-52, Mega, Legnano, Italia) e polar
(CW-20M, Mega, Legnano, ltalia). Essas analises foram realizadas pela empresa

BioCitrus, localizada em Monte Negro, RS.

4.5. Efeito dos 6leos essenciais sobre C. abscissum in vitro:

Para avaliar o efeito dos OEs sobre o fungo, foram testadas as concentragbes
de 0; 2; 4; 8; 16 e 32 uL mL™" das diferentes variedades citricas somadas a testemunha
positiva com fungicida comercial trifloxistrobina (100 g.L") + tebuconazol (200 g.L™").
Os tratamentos foram incorporados em meio de cultura BDA com o tensoativo
hidrofilico Tween® 80 (0,5%) nas placas de Petri contendo 20 mL do meio, onde foram
dispostos ao centro da placa discos miceliais de 0,6 cm de didmetro retirados da
cultura de sete dias do patdégeno, e assim lacradas e armazenadas em incubadora
BOD a 27°C com fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
duplicata, com cinco repeticobes em esquema fatorial 3x6+1, sendo trés OEs de
tangerinas em seis concentragdes com uma testemunha adicional. Foram realizados
experimentos com OEs de frutos imaturos e maduros que seguiram a mesma
metodologia e condigdes, porém instalados em épocas diferentes. A variaveis
analisadas foram: crescimento micelial e esporulacao.

O crescimento micelial foi mensurado diariamente com a utilizagdo de um
paquimetro digital, correspondente a média de duas medidas perpendiculares do
diametro da colbnia (Figura 5), realizado até a placa da testemunha estar
completamente tomada pelo micélio do fungo. Feito isso, determinou-se a
porcentagem de inibigdo de crescimento micelial (PICM); (BASTOS, 1997) em relagao
a dosagem 0 pL mL™', o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM);
(OLIVEIRA, 1991), e a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM),
expressa em cm?, adaptado de Campbell e Madden (1990), mostradas nas equagdes

abaixo:
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PICM (Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) x 100

Crescimento da testemunha

Diametro médio atual — Diametro médio anterior
IVCM = z ; - o o
Numero de dias ap6s a inoculagao
(i +vi-1)
AACCM = Y ((H ) x (5 = 134)

Na qual o crescimento micelial observado em dois dias consecutivos é

representado por yi+1 e yi e o periodo das avaliagdes por ti+1 e ti.

Figura 5. Demonstragdo da marcagdo para mensurar o crescimento micelial do fungo
Colletotrichum abscissum. Fonte: autor

Ao final das medi¢des de diametro micelial, avaliou-se a esporulagéo do fungo,
adicionando-se 10 mL de agua destilada esterilizada em cada placa de Petri, obtendo
a suspensao de esporos apos a raspagem com alg¢a de Drigalski a qual foi filtrada em
dupla gaze e retirada uma aliquota de 10 pL para a contagem dos conidios em camara
de Neubauer em microscépio Optico. Seguiu-se a metodologia para esporos de menor
tamanho e suspensdes ligeiramente mais concentrada, a qual fez-se a contagem de
dois subcompartimentos “a”
(ALFENAS; ZAUZA; MAFIA, 2007), totalizando oito leituras e assim calculando-se a

média de numero de esporos mL-! (Figura 6).

nos cantos diagonais opostos de cada quadrante “A”
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Figura 6. Esquema de um hemacitometro tipo Neubauer: compartimentos (A, B e C) e
subcompartimentos (a, b e c) da lamina. Fonte: Alfenas, Zauza e Mafia (2007).

4.5.1. Germinagao de esporos do C. abscissum

Para avaliar a germinacdo dos esporos de C. abscissum., procedeu-se ao
preparo convencional de meios de cultura Agar-agua, contendo as mesmas
concentragdes de Oleo essencial de tangerina e fungicida citados anteriormente (item
4.5), incorporados com Tween® 80 (0,5%) e pentabidtico. Em placas de Petri
contendo 10 mL do meio de cultura ja solidificado e com auxilio de um perfurador de
metal com 2 cm de didmetro foram demarcados os locais onde depositaram-se
aliquotas de 10 pL da suspensao de esporos do fungo, preparadas através da
raspagem de uma coldnia fungica com aproximadamente 14 dias diluida e calibrada
para 1x10° esporos mL-! do fungo. A placas de Petri foram incubadas em BOD com
alternancia de fotoperiodo, num esquema de duas horas na luz, seguida de doze
horas de escuro, com mais uma hora de luz, a 25 °C, totalizando 15 horas. Finalizado
o periodo de incubacao, foi depositada uma gota do corante azul de algod&o de
lactofenol sobre cada local demarcado, com o intuito de paralisar, simultaneamente,
a germinagdo de esporos em todos os tratamentos. A avaliagdo foi feita pela
visualizagdo das estruturas reprodutivas do fungo no microscépio Optico. Foram
contados 100 esporos por local demarcado, sendo considerados germinados aqueles
que apresentaram 2/3 do desenvolvimento do tubo germinativo. Os resultados foram
expressos em porcentagem. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em duplicata, com quatro repeticdes em esquema fatorial

3x6+1, sendo trés OEs de tangerinas em seis concentragbes com uma testemunha
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adicional. Cada placa de Petri representava um tratamento, e nela continha as quatro

repeticoes representadas pelos locais perfurados.
4.6. Oleos essenciais no controle da PFC em flores destacadas

Para avaliar o efeito fungicida dos OEs em flores destacas, utilizou-se uma
metodologia adaptada de Goulin et al. (2019). Flores de lima acida Tahiti foram
coletadas um dia apds a antese de plantas localizadas no Centro de Ciéncias Agrarias
— UFSCar e levadas para o laboratoério, onde foram tratadas com os OEs das trés
variedades de tangerinas extraidos de frutos imaturos e maduros na dosagem que
apresentou melhor efeito inibitério do crescimento micelial do patégeno in vitro (32 uL
mL-"), além do fungicida (trifloxistrobina (100 g L") + tebuconazol (200 g L-')) e uma
testemunha negativa (agua). As flores foram pulverizadas com os tratamentos e logo
transferidas para placas contendo agar-agua, sendo elas fechadas com uma segunda
base de placa e estabilizadas com Parafilm®, foram armazenadas em BOD a 22°C
sem fotoperiodo, e mantidas por 18 horas para posteriormente serem inoculadas. Em
cada pétala foram depositados 5 pyL de suspensdo de esporos de C. abscissum na
concentragdo de 5x10° (Figura 7). Apos a inoculagdo, as placas retornaram para a
BOD, as quais permaneceram por 48 horas com fotoperiodo de 12 h a 25°C, para
permitir a avaliacdo da presenca ou auséncia dos sintomas caracteristicos do PFC. O
experimento foi instalado em blocos ao acaso e consistiu em sete repeticbes para

cada tratamento, sendo uma repeticdo uma placa de Petri contendo quatro flores.

\‘._

h\\\_/

Figura 7. Inoculagido das pétalas de flores destacadas de lima acida Tahiti com suspensao
de esporos de Colletotrichum abscissum em placas de Petri contendo meio agar-agua.
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4.7. Avaliagdo da inducao dos mecanismos de defesa das plantas pelos

oleos essenciais

Esse experimento foi conduzido em casa de vegetagao localizado no Centro
de Citricultura Sylvio Moreira — IAC onde avaliou-se o efeito dos tratamentos
mencionados no item 4.6 na indugdo de mecanismos de defesa de mudas de laranja
Valéncia. Cada tratamento foi composto por cinco repeticbes, as quais foram
representadas por uma muda. Os tratamentos foram aplicados por aspersao até o
ponto de escorrimento nos ramos jovens e em seguida envoltos por um saco plastico
para evitar a volatilizagao rapida dos OEs. Apos 72 horas da aplicagao foi feita a coleta
das amostras foliares e imediatamente congelada e mantida a -80°C para a realizag&o

das analises bioquimicas.
4.7.1. Analises bioquimicas:

Atividade de polifenolxidases: A atividade da PPO foi determinada pelo método
adaptado de Kar & Mishra (1976), pela mensuragcdo da conversao do catecol em
quinona. 500mg da amostra foliar foram macerados em nitrogénio liquido e levados a
centrifuga a 6.000 a 10.000 rpm por 5-10 minutos com 5 mL da solugédo tampéo de
fosfato de potassio pH 6,7 a 0,2M. Para a reacado, em tubos de ensaio, foi adicionado
3 mL do sobrenadante da amostra + 1,85 mL de catecol 0,1 M e levados a 30 °C por
30 minutos. As leituras foram feitas apds a adicdo de 0,8 mL de acido percldrico, a
395 nm. A atividade enzimatica foi obtida em umol catecol transformado min-' g~ de
massa fresca.

Atividade de peroxidases: A atividade da POD foi estimada pelo método de
Lima et al. (1999). Apds a pesagem e maceragao em nitrogénio liquido de 500 mg da
amostra foliar, foi adicionado 5 mL da solucédo tampao de fosfato de potassio pH 6,7
a 0,2M. Apds a centrifugagdo a 6.000 a 10.000 rpm por 5-10 minutos, 1 mL do
sobrenadante foi adicionado a 0,5 mL de 30% peréxido de hidrogénio em tampéo
fosfato de potassio 0,2 M (pH 6,7) e 0,5 mL de solugéo de fenol e aminoantipirina. Em
seguida, os tubos permaneceram em 30°C por 5 minutos sendo interrompida a reagéo
com adicdo de etanol absoluto. A atividade enzimatica foi realizada em 505 nm e
expressa em ymol H202 decomposto min-! g-' de massa fresca.

Atividade de fenilalanina aménia-liase (PAL): Utilizou-se o método adaptado de
Peixoto et al., 1999. Foi misturado 100 mg de amostra com 10 mL de 0,1 M de tampao
de borato (pH 8,8) contendo 1,2 mL de [ mercaptoetanol, 50g (5%) de
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polivinilpolipirrolidona (PVPP). Esta mistura foi centrifugada por 20 minutos a 4° C. A
reacao foi iniciada pela adi¢do 1mL do extrato + 1mL de tampao borato 0,2M (pH 8,8)
e 1 mL de fenilalanina apés 5 minutos de banho-maria a 36°C. Em seguida, os tubos
permaneceram por mais uma hora a 36°C. A reacgao foi finalizada pela adicdo de
0,1mL (100uL) de HCI 6N. A leitura foi feita a 290 nm. Um coeficiente de extingao de
10* mM-' cm ! foi utilizado para calcular a atividade de PAL, que foi expressa como

mmols min-' g - de massa fresca.
4.8. Analise estatistica

Os valores obtidos para as variaveis analisadas foram submetidos a analise de
variancia, as médias dos tratamentos comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e as dosagens submetidas a regress&o, ambas pelo software R. Para a
variavel esporulagdo, os dados foram transformados para raiz quadrada. Para
rendimento de OE e espessura da casca do fruto, foi realizada a correlacdo de
Pearson. As variedades de tangerinas nos dois estagios de maturagédo foram usadas
na analise de componentes principais (PCA) para distinguir as variedades quanto as
caracteristicas dos frutos, componentes dos OEs e acdo sobre o C. abscissum,

utilizando-se o software R.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise morfoldgica do C. abscissum

As colbnias do isolado, cultivado em BDA, apresentaram margens inteiras, com
coloracdo salmdo a péssego na superficie devido a esporulagdo, com setores
parcialmente cobertos por micélio aéreo flocado branco, tornando-se cinza a preto no
centro. Observou-se conidios hialinos, paredes lisas, asseptados, retos, cilindricos,
base arredondada, apice agudo, as vezes estreitado no centro, com comprimento
entre 7,5 -12,5 ym e largura de 2,9-4,5 ym (Figura 8). Tanto as estruturas assexuadas
como as caracteristicas da cultura estdo de acordo com a descricao de Pinho et al.,
(2015) e de Braganca et al., (2016).
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Figura 8. Crescimento micelial de Colletotrichum abscissum em meio batata-dextrose-agar
apo6s 15 dias de cultivo. (A) Frente e (B) verso da placa de Petri. (C e D) Conidios - Escala =
20um. Fonte: Autor.

5.2. Espessura da casca, diametro dos frutos e rendimento dos OEs

Os frutos imaturos apresentaram um didmetro médio de cerca de 5 cm,
destacando-se a tangor Murcott IAC221 que além de apresentar o maior didametro, se
diferenciou das demais variedades com maior espessura total e mesocarpo da casca.
Para frutos maduros, o didmetro médio das variedades foi de aproximadamente 7 cm,
sendo a maior parte da espessura de casca total da tangor Murcott IAC221
representada pelo mesocarpo. Observando apenas o epicarpo, porgao da casca onde
se localiza a maior parte das glandulas de OE, a variedade Late IAC 585 se diferenciou
das demais com 0,15 cm de espessura quando imaturo e 0,21 cm quando maduro,
correspondendo a mais da metade da sua espessura total da casca (Tabela 1). Nos
citros, a regiao do epicarpo também chamada de flavedo, contém inimeras glandulas
de 6leo, consistindo em cavidades secretoras que séo revestidas por varias camadas
de células epiteliais especializadas (VOO et al., 2012) (Figura 9 e 10).
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Tabela 1.Didmetro e espessura da casca (epicarpo, mesocarpo e total) de frutos imaturos (l)
e maduros (M) de tangerinas enxertadas em lim&o Cravo.

Diametro Epicarpo Mesocarpo Espessura total
Variedades (cm) (cm) (cm) (cm)
I M I M I M I M
Murcott IAC221 5,38aB 7,44 aA 0,12bB 0,17 bA 0,28 aA 0,18 aB 0,39 aA 0,36 aA
IAC 2019Maria 4,90bB 7,05bA 0,10cB 0,14 cA 0,21 bA 0,17 aA 0,30 bA 0,31 bA
Late IAC585 4,69bB 6,91bA 0,15aB 0,21aA 0,12cA 0,11 bA 0,27 bB 0,32 bA

Médias seguidas de mesma letra (mailsculas diferenciando entre maturagdo da mesma variedade e
minusculas diferenciando entre as variedades dentro da mesma maturagéo) nao diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

MURCOTT

Figura 9. Representacdo visual do didametro e espessura de casca dos frutos colhidos
imaturos das variedades de tangerinas enxertadas em lim&o cravo
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MURCOTT

Figura 10. Representagao visual do diametro e espessura de casca dos frutos maduros das
variedades de tangerinas enxertadas em limao Cravo

Observou-se que a mexerica Late IAC 585 apresentou maior rendimento
(0,71%) de OE extraido de frutos imaturos, se diferenciando das demais variedades,
as quais se aproximaram de 0,5% de rendimento. Quando se compara a maturagao
dos frutos, a variedade Late IAC 585 é a unica a possuir diferencas no rendimento,
tendo o rendimento reduzido para 0,57 % quando extraidos de frutos maduros, seguida
das variedades Murcott IAC 221 (0,56%) e IAC 2019Maria (0,5%) (Figura 11). O
rendimento em OE pode variar desde 0,3% até cerca de 1,5% em massa (PAULETTI,
2018). Ressalta-se que variagdes nos rendimentos podem ocorrer, em geral, devido
a diversos fatores como: método de armazenamento das cascas, diferencas na época
de colheita dos frutos, tipo de solo, umidade, clima da regido e o tipo de extragéo
(SILVESTRES; PAULETTI, 2018; MILLEZI et al., 2013). No estudo de Teixeira et al.
(2017), os rendimentos médios variaram de 0,25%, encontrada na mexerica de
umbigo a 1,29% encontrada na mexerica tardia da sicilia, onde avaliou nove gendétipos
de mexericas (Citrus deliciosa Tenore) e tangerina (Citrus reticulata Blanco),

aproximando-se ao resultado obtido no presente estudo.
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Figura 11. Porcentagem de rendimento médio de 6leo essencial de cascas de frutos imaturos
e maduros de tangerinas enxertadas em limdo Cravo. Médias seguidas de mesma letra
(maiusculas diferenciando entre variedades da mesma maturacao e minusculas diferenciando
entre maturagao dentro da mesma variedade) nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Tendo em vista esses resultados, calculou-se o coeficiente de Pearson com o
intuito de correlacionar o fator rendimento de OE com a espessura das partes da casca
das tangerinas (Tabela 2). Quando imaturo, demonstra-se que, quanto maior a
espessura do epicarpo, maior o rendimento de OE, estabelecido pelos valores
positivos da matriz, como evidenciado para a variedade de mexerica Late IAC 585.
De maneira oposta a isso, mesmo possuindo uma espessura total e de mesocarpo
relativamente maior, o rendimento sera menor. Ja em frutos maduros, como ha uma
reducdo do mesocarpo a medida que o fruto amadurece, a espessura total da casca
passou a ter uma correlagao positiva com o rendimento, sendo ela composta agora

principalmente por epicarpo, que também apresentou uma correlagao positiva

Tabela 2. Matriz de correlagdo de Pearson entre rendimento de 6leo essencial e espessura
de casca das tangerinas enxertadas em limao Cravo.

Coeficiente de correlagao de Pearson

Fator Imaturo Maduro
Epicarpo Mesocarpo Es;:g::lura Epicarpo Mesocarpo Es‘:f:;u ra
Rendimento 0,91 -0,91 -0,71 0,83 -0,39 0,64

As caracteristicas das variedades de tangerinas nos dois estagios de

maturacdo foram usadas na analise de componentes principais (PCA). Foi possivel

identificar os componentes principais, na qual o componente principal 1 (CP1

50,79%) detém mais informacgéo estatistica que o componente principal 2 (CP2
36,93%), explicando 87,72% da variancia total dos dados. As variaveis que mais
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contribuiram com o CP1 foram rendimento e espessura do mesocarpo com valores
de Rde 0,81 e -0,97 respectivamente. Ja para o CP2, didametro dos frutos foi a variavel

que mais contribuiu nessa dimensao, com R de -0,95 (Figura 12).
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Figura 12. Analise de componentes principais (PCA) mostrando a distribuicdo de frutos de
trés variedades de tangerinas: tangor Murcott IAC 221 (Mu), mexerica Late IAC 585 (L) e
tangerina IAC 2019Maria (Ma), em dois estagios: maduro (M) e imaturo (l) associados com as
variaveis: rendimento de 6leo essencial (rend), didmetro de frutos (diam), espessura do
epicarpo (epi), espessura do mesocarpo (meso) e espessura total da casca (esp).

A partir disso, pode-se observar que a mexerica Late IAC 585 imatura,
apresentou um maior rendimento € uma menor espessura do mesocarpo. Em
contradigéo, a tangor Murcott IAC 221 quando imatura apresentou menor rendimento
e maior espessura de mesocarpo. Observa-se que a mexerica Late IAC 585 quando
imatura apresentou o menor diametro de frutos e a tangor Murcott IAC 221 madura o

maior didmetro.

5.3. Composigao dos o6leos essenciais de tangerinas

A analise cromatografica de GC-FID e GC-MS identificou no total 44
compostos, sendo 24 compostos para a variedade tangerina IAC 2019Maria imatura,
25 compostos para OEs de fruto maduro, 24 (verde) e 27 (maduro) para tangor Murcott
IAC 221 e 28 (imaturo) e 26 (maduro) para mexerica Late IAC 585 (Tabela 3). Esses
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resultados se aproximam ao que relata a literatura, onde foram encontrados desde 24
até 64 compostos nos OEs de diferentes variedades de tangerinas (Y| et al., 2018;
SULZBACH et al., 2023). Desses componentes, observa-se que 0s Oleos s&o
constituidos principalmente por monoterpenos (40,75%), a classe dos terpenos é a
mais predominante e seus compostos podem atuar de forma isolada ou em sinergia
(HOSSAIN et al., 2016; NIKKHAH e HASHEMI, 2020; OuYang et al., 2020), capazes
de potencializar sua atividade biologica, o que lhes garante maior eficacia (HOSSAIN
et al., 2016). Dentre eles o limoneno se destaca como componente majoritario para
todas as variedades de tangerinas, apresentando teores maiores quando extraidos de
frutos maduros, consistente com o resultado de Denkova-Kostova (2021) de 84,88%
de limoneno identificado em C. reticulata L. Para a mexerica Late IAC 585, o segundo
componente com maior percentual € o y -terpineno, com 19,71% para frutos imaturos
e 18,89% para frutos maduros, teores que se aproximam ao encontrado no trabalho
de Bourgou et al. (2012), onde concluiram que as cascas de tangerina imatura
continham predominantemente monoterpenos como limoneno (65,37%) e y -terpineno
(12,44%), molécula caracterizada como anti-inflamatoéria e microbicida (RAMALHO et
al., 2015; RAMALHO et al., 2016). Além desses compostos, o linalol apresentou teores
relevantes, principalmente para a variedade IAC 2019Maria com 13,13% para frutos

imaturos e 9,7% para frutos maduros.

Tabela 3. Composi¢do quimica e porcentagem relativa de 6leos essenciais de cascas de
frutos imaturos () e maduros (M) de tangerinas enxertadas em limao Cravo.

Porcentagem relativa (%)

Mexerica Tangerina IAC Tangor

Nome dos componentes Late 585IAC 2019Maria Murcott
IAC221

I M | M | M
Acidos
Acido benzdico - 1,03 - - - -
Acido férmico - - - 0,06 - -
Alcoois
3,7-Dimethyloct-7-en-1-ol - - - 0,41 - -
9,12-Tetradecadien-1-ol - - - 0,01 - -
citronelol 0,34 0,20 0,34 0,45 0,59 0,14
Carveol - - - 0,20 - -
linalol 1,05 0,41 13,13 9,7 2,89 1,37
octanol 0,22 - 0,48 049 0,34 014

p-menth-2-en-1-ol 0,07 0,17 0,19 - - -



terpinen-4-ol
trans-p-mentha-dien-2-ol
a-Terpineol
Aldeidos
Citronelal
Decanal
Nonanal
Neral
Octanal
Perillaldeido
Cetonas
Cavona

Monoterpenos
A-carene
1,3,6-Heptatriene, 2,5,5-trimethyl
1,3,8-p-Menthatriene
Bornanone
Carvacrol
Felandreno
Isoterpinoleno
Limoneno
p-Cymeno
Sabineno
Tujeno

a-Pineno
a-terpineno
B-mirceno
B-ocimeno
B-pineno

y -terpineno
Canfeno
Sesquiterpenos
Farneceno
Germacreno
Salinene
a-copaene
B-cadinene
B-Copaene

1,33 0,53
2,65 1,06
0,08 0,07
0,07 0,18
0,29 -
0,29 0,15
0,75 0,55
0,04 -
0,32 -
0,175 0,11
1,30 1,12
58,89 66,19 77,17
239 2,06
0,27 0,30
0,79 0,74
1,98 1,95
1,89 2,03
0,02 -
1,75 1,47
19,71 18,89
0,02 0,01
- 0,12
- 0,10
0,02 0,02
0,04 0,3

0,69
0,07
1,03

0,37
0,45

0,08
1,30
0,15

0,09

0,66
0,04
0,60
2,13
0,09
0,07
0,22

0,02
0,04

0,36
0,17
0,71

0,45
0,82

1,60
0,18

0,03

0,11
0,19
0,61

0,32
0,52
0,49

1,01
0,18

0,03

0,07

0,05
0,09

33

0,06
0,06
0,21

0,30
0,44
0,43
0,04
0,59

0,11
0,03

0,06
0,21
0,02

A porcentagem de componentes quimicos varia de acordo com a localizagao,

clima, precipitagao, altitude e etc., decorrente disso, as atividades biolégicas e quimica

dos OEs sdo altamente dependentes desses componentes encontrados. Os
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ingredientes ativos como limoneno, y-pineno e y-mirceno sao utilizados como
antissépticos e anestésicos locais, tanto na industria alimenticia como na de

cosméticos e medicamentos (BAKKALI et al., 2008).
5.4. |Inibigao in vitro do fungo C. abscissum

Com base nos resultados da analise do crescimento micelial, foi possivel
calcular a taxa de inibicdo. Observou-se que todos os tratamentos apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao controle positivo (trifloxistrobina (100 g L") +
tebuconazol (200 g L)), que teve uma taxa de inibigdo de 91,6%. Ao analisar os
extratos de OEs obtidos de frutos imaturos, foi constatado que a mexerica Late IAC
585 proporcionou a maior taxa de inibigdo a partir da dose de 8 yL mL-', sendo
igualada pela tangerina IAC 2019 Maria na dose de 16 yL mL" (Figura 13). Na
dosagem 32 uL mL™", todas as variedades se diferenciaram entre si, com a mexerica
Late IAC 585 apresentando uma inibicdo de 66,89%, seguida da tangerina IAC
2019Maria com 57,72% e tangor Murcott IAC 221 com menor desempenho (42,46%).
Ao considerar apenas as doses testadas, mostradas na regresséo, fica evidente que
quanto maior a concentracdo do OE, maior € a inibicdo do crescimento fungico,
observando-se altas taxas na dose de 32 pL mL"', que se diferenciaram

significativamente das demais doses (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (PICM) de C. abscissum, in vitro,
em diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 uL mL™") de 6leo essencial de casca de trés variedades
de tangerinas extraidos de frutos imaturo, junto ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g
L") + tebuconazol (200 g L")). Médias seguidas de mesma letra (maitsculas diferenciando
entre doses da mesma variedade e minusculas diferenciando entre as variedades dentro da
mesma dose) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. “*” = diferiu
significativamente das demais.

Essa atividade antifungica pode estar ligada a capacidade de alteragbes na
composi¢ao, permeabilidade e integridade das membranas celulares presentes nos
fungos, provocando inibicdo de processos intracelulares de transporte de ions,
estresse oxidativo e ruptura das membranas celulares (NAZZARO et al., 2017). De
Azevedo (2020) ao testar OE puro de tangerina frente ao C. gloesporioides, observou
uma inibicdo de 55,9%. Quando aplicado sobre A. terreus e Fusarium culmorum, o
OE de casca de C. sinensis inibiu em 100% o crescimento micelial na dosagem 50 L
mL' (ELGAT et al., 2020). Devite et al. (2023) demonstrou resultado semelhante
obtido com a tangerina IAC 2019Maria, a qual apresentou os melhores resultados na

inibicdo fungica, fato que pode estar relacionado devido a maior concentragdo de
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isocarveol (alcool perilico), juntamente com a presenca de limoneno e linalol na
composicao de seu OE. Além da acao do limoneno, outros compostos podem estar
provocando a inibicdo. O y-terpineno € responsavel pelo vazamento de proteinas e
lipidios em fungos (TAHVILIAN, 2016), composto encontrado em altas taxas no OE
da mexerica Late IAC 585. Ha estudos que mostram que outros compostos como o a-
pineno e B-pinene, apresentam atividade antifungica contra diferentes espécies de
fungos, possivelmente pela interferéncia com enzimas fungicas da parede celular (DE
MACEDO ANDRADE et al., 2018).
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Figura 14. Representagdo visual do crescimento micelial, in vitro, de C. abscissum sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL") de OEs de tangerinas extraidos de frutos
imaturos comparadas ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g L") + tebuconazol (200 g
L"). Fonte: autor

Ao utilizar o OE extraido dos frutos maduros, também é possivel observar a
diminuicdo no crescimento micelial conforme as dosagens aumentam (Figura 15). No
entanto, ha um comportamento diferente entre as variedades, onde a tangerina IAC
2019Maria se destaca com uma maior porcentagem de inibigdo (67,24%) na maior
dosagem. Isso so € observado a partir da dosagem de 16 yL mL™", quando comecga a
se distinguir das demais variedades (Figura 16). A porcentagem de inibicéo de 4,48%
do tratamento com 2 uL mL"' do OE da tangor Murcott IAC 221 foi estatisticamente
igual & dosagem 0 uL mL™', o que néo resultou em percentual de controle. No trabalho
de Dias et al. (2020) com OE da casca de C. sinensis com seu principal composto de
limoneno (98,54%) foi observado potencial de inibicdo do crescimento micelial
(63,46%) de S. sclerotiorum. Outros compostos podem apresentar atividades

antifungicas e capacidade de inibir o crescimento do patdgeno, ocasionando essa
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diferenca nos resultados a medida que os compostos variam entre as diferentes
variedades de tangerinas.

FUNGICIDA opL/ml 2ul/ml 4uL/ml 8uL/ml 16puL/mi 32uL/ml
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Figura 15. Representagdo visual do crescimento micelial, in vitro, de C. abscissum sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL") de OEs de tangerinas extraidos de frutos
maduros comparadas ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g L") + tebuconazol (200 g
L") Fonte: autor
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Figura 16. Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (PICM) de C. abscissum, in vitro,
em diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 uL mL") de OE da casca de trés variedades de
tangerinas extraidos de frutos maduros, junto ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g L
") + tebuconazol (200 g L")). Médias seguidas de mesma letra (maiusculas diferenciando entre
doses da mesma variedade e minusculas diferenciando entre as variedades dentro da mesma
dose) nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. “*” = diferiu
significativamente das demais

De maneira oposta, o indice de velocidade e area abaixo da curva de
crescimento micelial, fatores que, reduziram-se a medida que as concentragdes dos
Oleos aumentaram (Figura 17). Para os OEs extraidos de frutos imaturos, quando
utilizada a dosagem 4 e 16 yL mL™" tanto o OE da tangerina IAC 2019Maria como a
mexerica Late |IAC 585 tiveram o menor IVCM e AACCM, nao diferindo
estatisticamente entre si, 0 que nao foi observado ao se utilizar a dosagem 8 e 32 uL
mL-', onde o tratamento com OE de mexerica Late IAC 585 manteve o melhor controle
do patdgeno (Tabela 4). Todos os tratamentos diferiram da testemunha positiva. Para
todas as variedades a maior concentragdo de OE atingiu o melhor controle do

crescimento micelial diferindo das demais dosagens.
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Figura 17. indice de velocidade e area abaixo da curva do crescimento micelial do C.
abscissum, in vitro, sob diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL") de OEs de trés

variedades de tangerinas extraidos de frutos imaturos.
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Tabela 4. indice de velocidade e &area abaixo da curva do crescimento micelial do C.
abscissum, in vitro, sob diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL") de OEs de trés
variedades de tangerinas extraidos de frutos imaturos

Doses (4L mL™")

VARIEDADES 0 2 4 8 16 32

IVCM

Tangor Murcott IAC221 1,30 Aa* 1,15Ba* 1,04 Ca* 0,93 Da* 0,80 Ea* 0,52 Fa*

Tangerina IAC 2019Maria 1,30 Aa* 1,12 Ba* 0,93 Cb* 0,89 Da* 0,56 Eb* 0,30 Fb*

Mexerica Late IAC 585 1,30 Aa* 1,07 Ba* 0,96 Cb* 0,75 Db* 0,60 Eb* 0,21 Fc*

Fungicida 0
AACCM

Tangor Murcott IAC221 42 9 Aa* 38,4 Ba* 35,8 Ca* 32,5Da* 29,0 Ea* 21,6 Fa*

Tangerina IAC 2019Maria 42,9 Aa* 37,9 Ba* 33,0 Cb* 31,9 Ca* 22,9 Db* 14,7 Eb*

Mexerica Late IAC 585 42 9 Aa* 36,9 Ba* 33,5Cb* 27,8 Db* 23,4 Eb* 12,4 Fc*
Fungicida 6,6

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e da mesma letra mindscula na vertical ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 10,44% e
7,76%. “*” diferem da testemunha positiva (fungicida).

Ja para OEs de frutos maduros o cenario muda em relacdo ao imaturo,
mantendo os resultados semelhante ao encontrado na PICM, na qual a tangerina IAC
2019Maria proporciona menor indice de velocidade do crescimento micelial (Figura
18) tratamento no qual diferiu estatisticamente das demais variedades em todas as
dosagens utilizadas, sendo a de melhor controle a dosagem 32 uL mL™" (Tabela 5).
Isso pode ser explicado pela presenca de componentes como o limoneno, linalol e
mirceno que possuem capacidade inibitoria de crescimento micelial e na germinagao
de esporos de espécies de C. acutatum (BRAND, 2012), componentes no qual foram
encontrados em altas taxas na tangerina IAC 2019Maria. O grupo hidroxila no linalol
favorece a penetragao do linalol através da membrana citoplasmatica, representando
assim uma atividade antifungica relativamente boa em comparagdo aos
monoterpenos p-cimeno e y-terpineno (Ql et al., 2023). Por meio dos resultados
alcancados neste estudo, é evidente o impacto dos OEs no desenvolvimento do
patogeno, independentemente da variedade e do estadio de maturagdo da fruta
utilizada. Além disso, outro fato que se confirma é que, a medida que as doses
aumentam, tanto para as variedades quanto para as variaveis analisadas, ha uma

maior restricdo na atividade micelial do fungo.
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Figura 18. indice de velocidade e area abaixo da curva do crescimento micelial do C.
acutatum, in vitro, sob diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (uL mL™") de OEs de trés variedades
de tangerinas extraidos de frutos maduros.
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Tabela 5. indice de velocidade e area abaixo da curva do crescimento micelial do C. acutatum,
in vitro, sob diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL") de OEs de trés variedades de
tangerinas extraidos de frutos maduros.

Doses (uL mL™")
VARIEDADES 0 2 4 8 16 32
IVCM
Tangor Murcott IA C221 1,34 Aa* 1,28 Aa* 1,19 Ba* 0,98 Ca* 0,71 Da* 0,52 Ea*
Mexerica Late IAC 585 1,34 Aa* 1,20Ba* 1,17 Ba* 0,93 Ca* 0,67 Da* 0,47 Ea*
Tangerina IAC 2019Maria 1,34 Aa* 1,12 Bb* 0,95 Cb* 0,76 Db* 0,46 Eb* 0,22 Fb*
Fungicida 0
AACCM
Tangor Murcott IAC 221 43,3 Aa* 41,2 Aa* 38,1Ba* 33,2Ca* 25,4Da* 21,0Ea*
Mexerica Late IAC 585 43,3 Aa* 37,4Ba* 39,8Ba* 30,3Cb* 24,8 Da* 19,2 Ea*
Tangerina IAC 2019Maria 43,3 Aa* 36,6 Bb* 32,7 Cb* 27,8 Db* 19,7 Eb* 13,0 Fb*
Fungicida 6,6

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott em 5% de
probabilidade. CV = 13,37% e 15,01%. “*” diferem da testemunha positiva (fungicida).

Essa agao dos OEs vem sendo investigada com o passar dos anos. Cebi e
Erarslan (2023) em seu estudo com A. niger e P. expansum, observaram um
crescimento mais fraco a medida que se aumentou a concentracdo (5, 10, 15, 20
ML/placa de petri) de OE de C. bergamia, além de interromperem a germinagao de
esporos dos patdégenos. Ao testar com C. gloesporioides, os OEs de Aloysia
citriodora, Cymbopogon winterianus, Lippia alba e Ocimum americanum, inibiram em
100% o seu crescimento micelial in vitro quando submetido a dosagem 1,2 mL L
(FONTANA et al., 2021). Ao tentar descobrir a agao dos OE na estrutura dos fungos
Oliveira et al. (2019), relataram mudancas na superficie de C. acutatum quando
submetido ao dleo de Lippia sidoides, como rugas superficiais nas hifas do fungo,
além de descamacao, distor¢céo e sua destruigao, tornando-os inviaveis. Para ensaios
in vivo, o OE da variedade Sanh (C. reticulata x C. sinensis) inibiu cerca de 49% da
doenca causada por C. gloesporioides quando aplicado na concentragao de 16% v/v
em mangas (DUONG et al., 2023). Devite et al., (2023) apresentou resultados
promissores na dose de 16 uL mL-' de OE da tangerina IAC2019 Maria para controle
do fungo Alternaria alternata in vitro. Ha ainda muito que se estudar sobre essa agao
dos OEs principalmente de variedades de tangerina, sabe-se que essa atividade

depende diretamente da presenca de determinados componentes e sua quantidade
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encontrada (ANTUNES; CAVACO, 2010), para isso sdo necessarios estudos em
diferentes concentracdes para diversos fungos a fim de se obter um efeito expressivo.

Como demonstrado na Figura 19, ao aplicar a maior dosagem (32 yL mL-") do
OE da tangerina IAC 2019Maria, houve uma redugéo de aproximadamente 46,3% da
producéo de esporos, quando comparada com a dosagem 0 puL mL™', se igualando
estatisticamente com a mexerica Late IAC 585, variedade na qual se diferencia das
demais na dosagem 4 yL mL-', com menor nimero de esporos (Tabela 6). Resultado
similar foi encontrado por Chutia et al. (2009) onde o OE de tangerina foi eficaz na
reducao da produgcdo de esporos dos fungos A. alternata, Rhizoctonia solani,
Curvularia lunata, F. oxysporum e Helminthosporium oryzae. Fato nao ocorrido tangor
Murcott IAC 221 que mesmo na maior dosagem, teve agcdo semelhante ao encontrado
nas dosagens 8 e 16 yL mL', com uma taxa ainda alta de esporos. Todos os
tratamentos se diferenciaram da testemunha positiva (fungicida). Para os OEs de
frutos maduros, constatou-se diferenga significativa somente entre as doses dentro de
cada variedade. Houve também uma diminuicdo de esporos com o aumento da
concentragao (Figura 20), principalmente com o OE da Late IAC 585 onde a dosagem
32 yL mL-" diferiu das demais doses, com uma redugédo de 55,3% quando comparada
com a dose 0 yL mL-'. Para a variedade tangor Murcott IAC 221 as doses 2, 4, 8 ,16

e 32 yL mL-" se igualaram (Tabela 7).

¢ Maria = Murcott A Late
y ¢ =-0,127x + 9,5581 R2?=0,8836

y m=0,0041x2 - 0,2191x + 9,668 R?=0,9244
y A =-0,0011x3 + 0,0517x2 - 0,7086x + 10,189 R?>=0,9314

*
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Figura 19. Contagem de esporos (10°) por mL de suspenséo de C. abscissum, in vitro, sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas
extraidos de frutos imaturos
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Tabela 6. Contagem de esporos (10°%) por mL de suspensao de C. abscissum, in vitro, sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas
extraidos de frutos imaturos.

Doses (ML mL™)
VARIEDADES

0 2 4 8 16 32

Tangor Murcott IAC 221 9,82 Aa* 9,43 Aa* 8,66 Aa* 7,67 Ba* 7,62Ba* 6,76 Ba*

Tangerina IAC 2019Maria 9,82 Aa* 8,67 Ba* 8,86 Ba* 7,97 Ba* 8,22 Ba* 5,27 Cb*

Mexerica Late 585 IAC 9,82 Aa* 9,76 Aa* 7,72Bb* 7,19 Ba* 7,77 Ba* 5,51 Cb*
Fungicida 0

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e da mesma letra mindscula na vertical néo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 16,47%. “*”
diferem da testemunha positiva (fungicida).
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Figura 20. Contagem de esporos (10°) por mL de suspensao de C. acutatum, in vitro, sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas
extraidos de frutos maduros.

Tabela 7. Contagem de esporos (10°) por mL de suspensao de C. acutatum, in vitro, sob
diferentes doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (UL mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas
extraidos de frutos maduros.

Doses (uL mL™)
0 2 4 8 16 32
Tangor Murcott IAC 221 9,59 Aa* 7,45Ba* 7,82 Ba* 6,60 Ba* 6,36 Ba* 5,58 Ba*
Tangerina IAC 2019Maria 9,59 Aa* 7,36 Ba* 7,76 Ba* 6,97 Ba* 6,17 Ca* 4,55 Ca*
Mexerica Late 585 IAC 9,59 Aa* 8,28 Aa* 6,97 Ba* 6,69 Ba* 5,76 Ba* 4,28 Ca*
Fungicida 0

VARIEDADES

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e da mesma letra minuscula na vertical nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 27,4%. “*”
diferem da testemunha positiva (fungicida).
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5.4.1. Germinacgao de conidios do C. abscissum

Ao testar os OEs de frutos imaturos e maduros sobre a germinagao de conidios,
fica nitido que com o aumento das dosagens, o numero de esporos germinados e
diminuiram gradativamente (Figura 21 e 22). Em ambos os casos, o OE da tangerina
IAC 2019Maria se destaca por comecgar seu controle em dosagens menores, se
diferenciando das demais variedades. Para OEs de frutos imaturos, na dosagem 8 L
mL™, a tangerina IAC 2019Maria ja reduziu em aproximadamente 98% quando
comparada com a dosagem 0 yL mL", restando apenas 2,1% de esporos germinados,

obtendo a mesma inibicdo do fungicida (Tabela 8).
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Figura 21. Porcentagem de esporos germinados de C. abscissum, in vitro, sob diferentes
doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (4L mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas extraidos de
frutos imaturos.

Tabela 8. Porcentagem de esporos germinados de C. abscissum, in vitro, sob diferentes
doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (4L mL™") de OEs de trés variedades de tangerinas extraidos de
frutos imaturos.

Doses (uL mL™)
VARIEDADES

0 2 4 8 16 32

Tangor Murcott IAC 221 99,7 Aa* 98,5Aa* 98,9 Aa* 29,5Ba* 0,7Ca™ 0,7 Ca™

Tangerina IAC 2019Maria 99,4 Aa* 97,7 Aa* 92,1 Aa* 2,1Bb™ 0,4Ba™ 0,2Ba™

Mexerica Late 585 IAC 99,2 Aa* 98,5 Aa* 98,9 Aa* 26,9Ba* 1,7Ca™ 0,1 Ca™
Fungicida 6,75

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e da mesma letra minuscula na vertical nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 14,7%. “*”
diferem do fungicida. “"*” = se igualam ao fungicida.

Essa inibicdo precoce do OE da tangerina IAC 2019Maria, pode estar

relacionada por ser a unica variedade apresentar altas taxas de linalol (Tabela 3),
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como ja mencionado anteriormente, além da sua atividade na inibi¢do do crescimento
micelial, estudos mostram que o linalol possui efeito sobre a germinagao de esporos,
mesmo em dose baixa (2 yL/mL), ele foi capaz de inibir completamente a germinagao
de esporos de A. flavus (LI et al., 2022). Para OEs de frutos maduros, observou-se o
mesmo cenario, porém a tangerina IAC 2019Maria comega a se diferenciar na
dosagem 4 pL mL', com uma redugéo acentuada ao utilizar a dosagem 8 yL mL™", se
igualando significativamente com a ag&o do fungicida e com as maiores doses (Tabela
9). Quando utilizada a dosagem 32 puL mL", para todas as variedades ndao houve
germinacao de esporos, se igualando estatisticamente com a dosagem 16 uL mL™",
tanto para OEs de frutos imaturos, como maduros (Tabela 8 e 9). Resultado
semelhante foi encontrado no estudo de Moura et al. (2017) ao utilizar a concentragéo
de 1 e 2%, os OEs de laranja doce (C. sinensis) e limao siciliano (C. limon) inibiram
totalmente a germinagao dos esporos de Colletotrichum musae e C. gloesporioides.
Em baixas concentragées o OE de C. limon foi eficiente sobre a germinagéao de C.
gloeosporioides.

No trabalho de Jiang et al. (2023) foi constatado que ao utilizar OE de lupulo,
houve ndo so a inibigdo do crescimento micelial, como também da germinacgéo de
esporos de isolados de F. graminearum devido a capacidade do OE em alterar o lipidio
total, o conteudo de quitina na membrana celular externa, bem como prejudicar a
permeabilidade da membrana citoplasmatica. O 6leo de capim santo (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf.) inibiu completamente a germinacdo de conidios de C.
gloesporioides a partir da concentragio de 3 yL mL™', outros 6leos como de alecrim-
pimenta (Lippia sidoides Cham.) e alfavaca cravo (Ocimum gratissimum L.) inibiram a
germinagao a partir da concentragéo de 5 uyL mL"' (AQUINO et al., 2014). Essa agao
dos OEs em impedir a germinagdo de esporos esta relacionada aos compostos
bioativos lipofilicos, os quais possuem facilidade em penetrar na bicamada lipidica da
membrana celular do fungo e consequentemente causar uma ruptura (LAMBERT et
al., 2001; ULTEE et al., 2000; SHARMA et al., 2017)
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Figura 22. Porcentagem de esporos germinados de C. abscissum, in vitro, sob diferentes
doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (4L mL") de OEs de trés variedades de tangerinas extraidos de
frutos maduros.

Tabela 9. Porcentagem de esporos germinados de C. abscissum, in vitro, sob diferentes
doses (0, 2, 4, 8, 16 e 32 (4L mL") de OEs de trés variedades de tangerinas extraidos de
frutos maduros.

Doses (ML mL™)
VARIEDADES

0 2 4 8 16 32

Tangor Murcott IAC 221 99,7 Aa* 98,6 Aa* 97,0 Aa* 18,2Ba* 0,0 Ca™ 0,0 Ca™

Tangerina IAC 2019Maria 99,9 Aa* 98,4 Aa* 82,5Bb* 0,7Cb™ 0,0Ca™ 0,0 Ca™

Mexerica Late 585 IAC 99,7 Aa* 99,0 Aa* 95,0Ba* 12,2Cc* 1,2Da™ 0,0 Da™
Fungicida 1,12

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na horizontal e da mesma letra mindscula na vertical néo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 4,9%. “*”
diferem da testemunha positiva (fungicida). “**” = se igualam ao fungicida.

As variedades de tangerinas nos dois estagios de maturagao foram usadas na
analise de componentes principais (PCA) para distinguir as variedades quanto aos
componentes encontrados nos OEs extraidos dos frutos junto a sua atividade no
controle do crescimento micelial (cm), esporulagao (espor) e germinacao de conidios
(germ) do C. absicissum in vitro. A analise dos dois principais componentes explicou
80,05% da variancia total dos dados, sendo o componente principal 1 (CP1 =57,06%)
que compreendeu a maior parte, seguido do componente principal 2 (CP2 = 22,99%).

O CP1 mostrou uma forte correlacdo com as quantidades de compostos como
o citronelal (R= -0,95), decanal (R= -0,90), isoterpinoleno (R= 0,98), a-pineno (OR=
0,96), B-pineno (R= 0,98), y -terpineno (R= 0,98), limoneno (R= -0,89) e a-terpineol
(R= 0,83). A variavel crescimento micelial (R= 0,94) foi o que mais contribui para o
CP2 (Figura 23).
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Figura 23. Analise de componentes principais (PCA) mostrando a distribuicao dos 6leos
essenciais de frutos imaturos (I) e maduros (M) de trés variedades de tangerinas: tangor
Murcott IAC 221 (Mu), mexerica Late IAC 585 (L) e tangerina IAC 2019Maria (Ma), associados
aos seus componentes quimicos, crescimento micelial (cm), esporulagdo (espor) e
germinagao de conidios (germ) do C. absicissum in vitro.

Diante dos resultados, entende-se que o OE extraido da tangerina IAC
2019Maria quando madura, apresentou maiores teores de citronelal, decanal quando
comparado com outros compostos como o isoterpinoleno, a-pineno, (B-pineno, y -
terpineno e a-terpineol, encontrados em quantidades menores, ao contrario do OE da
mexerica Late 585 IAC que apresentou teores mais altos desses compostos. Em
relagcdo ao crescimento micelial, observa-se que OE da tangerina IAC 2019Maria
apresentou a maior inibicdo e a tangor Murcott IAC 221 um pior desempenho no
controle do crescimento micelial (Figura 23). Com essa analise observa-se de maneira
mais detalhada, a correlacdo dos compostos quimicos encontrados nos OEs com a

sua capacidade em controlar o patégeno.
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5.5. Controle da PFC em flores destacadas

Quando aplicados em flores destacadas, os OEs das trés variedades de
tangerinas ndo controlaram a doenga, com alta incidéncia de sintomas (Figura 24), e
diferiram estatisticamente somente do fungicida comercial que apresentou menor
incidéncia da doenga nas pétalas (Tabela 10). Essa porcentagem de sintomas
encontradas nas flores tratadas com o fungicida pode ser explicada devido ao estagio
fenologico das flores e o numero de vezes que foi aplicado. GOES et al. (2008)
verificaram que uma unica aplicagdo de fungicida em flor aberta ndo controla a
doencga, indicando que o fungicida deve ser aplicado antes, como é demonstrado no
trabalho de SILVA-JUNIOR (2014), no qual a mistura fungicida trifloxistrobina +
tebuconazol, com trés ou quatro pulverizagées com inicio nos estagios fenoldgicos R1
(botdes verdes cobertos pelas folhas) e R2 (botdes verdes cobertos pelas sépalas),

apresentou os melhores resultados para controle da doenca.

Tabela 10. Incidéncia da doenga causada por Colletotrichum abscissum em flores destacadas
de lima acida Tahiti tratadas preventivamente com Oleos essenciais de tangerinas na
dosagem de 32 uL mL'junto ao fungicida comercial e testemunha negativa

TRATAMENTO INCIDENCIA DA DOENGA (%)

é Mexerica Late 585 IAC 94,44 a
P Tangerina IAC 2019Maria 88,25 a
<§( Tangor Murcott IAC 221 93,32 a
é Mexerica Late 585 IAC 84,78 a
8 Tangerina IAC 2019Maria 88,71 a
<§( Tangor Murcott IAC 221 85,64 a
Trifloxixstrobina + tebuconazol 44 22 b
Testemunha negativa 86,27 a

Médias seguidas da mesma letra minuscula na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV = 16,67 %.
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Figura 24. Sintomas de podridao floral dos citros causada por Colletotrichum abscissum em
flores destacas de lima acida Tahiti, tratadas com 6leo essencial de tangerinas e mantidas em
meio Agar-agua dois dias apds a inoculagéo.

5.6. Oleo essencial na inducdao de mecanismos de defesa em plantas de

laranja Valéncia

Ao avaliar a atividade enzimatica das plantas de laranja Valéncia, a aplicagao
dos tratamentos, tanto dos OEs, como do fungicida, ndo aumentaram a atividade das
peroxidases (POX), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amdnia-liase (PAL), quando
comparada com a testemunha nao tratada (Tabela 11). Isso demostra que os
tratamentos ndo atuaram de forma indireta ativando os mecanismos de defesa das
plantas e se prevenindo contra futuros ataques de patdégenos. Esse resultado
corrobora com o que foi observado no experimento com flores destacadas, no qual os
OEs nédo conseguiram controlar a agdo do patdogeno quando aplicado
preventivamente. No trabalho de Costa et al. (2019), ndo foi observada diferenga
significativa na atividade de peroxidases e polifenoloxidases entre folhas de feijao
tratadas com OE de gengibre (Zingiber officinale) e nao tratada, ndo evidenciando
efeito sistémico nessa cultura. Mesmo caso no trabalho de Porcino et al. (2023), ao
testar diferentes OEs aplicados em frutos de tangerina Dancy, ndo constatou aumento
na atividade de POX, PPO E PAL em relagao a frutos sem aplicacao de OE. Ja em
outros trabalhos como de SALTOS-REZABALA et al. (2022) o OE de tomilho (Thymus
vulgaris) aplicado em plantas de tomate proporcionou um aumento na atividade da
POX, PPO e em menor extensédo da PAL.
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Essa distincado de resultados pode estar relacionada ao modo em que a planta
recebe esse sinal de alerta para dar inicio no seu sistema de defesa. Existem algumas
moléculas quimicas que sdo usadas para induzir o sistema de defesa em plantas, que
sdo conhecidas como elicitores quimicos. Nesse grupo se enquadra OEs e extrato de
plantas que também pode ser usado para elicitacdo, como €& o0 caso
dos limonoides presentes no extrato da planta Munronia henryi considerados eficazes
contra o virus do mosaico do tabaco (Yan et al., 2018). As moléculas do elicitor e do
receptor sdo dois elementos fundamentais para o funcionamento da sinalizagao de
defesa e do sistema imunolégico. Essas moléculas sao reconhecidas por receptores
presentes dentro ou sobre a planta e ativam as vias de sinalizagdo de defesa (Malik
et al., 2020) e podem variar com base em sua fonte, natureza e estrutura e séo
compostos de moléculas como lipidios, proteinas, peptideos
e oligossacarideos (D'Ovidio et al., 2004). Com isso, entende-se que dependendo da
composigao quimica do elicitor, o sinal que chega para os receptores da planta pode

nao ser reconhecido ou ser insuficiente para ativar os processos de defesa.

Tabela 11. Atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase em
folhas de laranja Valéncia tratadas com 6leos essenciais de tangerinas na dosagem de 32 uL
mL™" junto ao fungicida comercial e testemunha negativa.

ATIVIDADE ENZIMATICA

Peroxidase Polifenoloxidase Fenilalanina aménia-
TRAT (umol H202 decomposto (umol catecol liase
min-' g-' de massa transformado min-' g-' de (mmols min' g -' de massa
fresca) massa fresca) fresca)
™ 0,0092 a 62,54 a 0,0024 a
T2 0,0104 a 64,94 a 0,0030 a
T3 0,0086 a 51,74 a 0,0031 a
T4 0,0118 a 72,25 a 0,0029 a
T5 0,0092 a 54,85 a 0,0031 a
T6 0,0100 a 61,59 a 0,0033 a
T7 0,0102 a 57,60 a 0,0031 a
T8 0,0134 a 63,04 a 0,0036 a

Médias seguidas da mesma letra minuscula na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
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CONCLUSOES

Quanto maior a espessura do epicarpo, maior o rendimento de 6leo essencial
tanto de frutos imaturos como maduros das tangerinas.

O limoneno foi o principal composto encontrado nos oOleos essenciais das
tangerinas extraidos de frutos imaturos e maduros

O maior rendimento de 6leo essencial foi encontrado na mexerica Late IAC 585,
extraido de frutos imaturos.

O dleo essencial de frutos imaturos da mexerica Late IAC 585, utilizado na
maior dosagem (32 uL mL '), possui o melhor desempenho no controle in vitro
de C. abscissum.

O ¢leo essencial da tangerina IAC 2019Maria, na concentragéo de 32 yL mL ~,
se sobressai no controle in vitro do fungo C. abscissum, quando extraido de
frutos maduros.

Quando utilizada as dosagens 16 e 32 yL mL ', os 6leos essenciais das trés
variedades de tangerinas extraidos de frutos imaturos e maduros, controlaram
a germinacgao de esporos se igualando a agao do fungicida.

Além dos OEs nao terem acao sistémica nas flores destacas para prevenir a
infeccdo de C. abscissum, nado apresentaram a capacidade de ativar os
mecanismos de defesa da planta para também atuarem de maneira preventiva

e indireta sobre o fungo.
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Apéndice 1. Esporos germinados de Colletotrichum abscisssum em diferentes doses (0, 2, 4,
8, 16 e 32 yL mL") de dleo essencial de casca de trés variedades de tangerinas extraidos de
frutos imaturo, junto ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g L") + tebuconazol (200 g L-
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Apéndice 2. Esporos germinados de Colletotrichum abscisssum em diferentes doses (0, 2, 4,
8, 16 e 32 yL mL") de dleo essencial de casca de trés variedades de tangerinas extraidos de

frutos maduros, junto ao fungicida comercial (trifloxistrobina (100 g L") + tebuconazol (200 g
L.



