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RESUMO

PANSERA-ESPINDOLA, Bruno, Induc&o de resisténcia e vaporizagio de 6leos essenciais
no controle de podridbes pds-colheita em péssegos ‘Chimarrita’. 2017. 83 f. Tese
(Doutorado em Producdo Vegetal — Area: Biologia e Tecnologia P6s-Colheita) — Universidade
do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Agrarias, Lages, 2017.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacao pre-colheita de produtos indutores de
resisténcia sobre a inducdo de resisténcia, incidéncia e severidade de podriddo-parda e de
podriddo-mole e sobre os atributos de qualidade de péssego ‘Chimarrita’. Bem como, avaliar o
efeito do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus reticulata) e
eucalipto (Corymbia citriodora) aplicado via fumigacéo, nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000
uL L%, sobre o desenvolvimento in vitro e in vivo dos agentes causais da podriddo-parda e
podriddo-mole em péssegos ‘Chimarrita’, bem como sobre a qualidade dos frutos apds o
armazenamento. O experimento com indutores de resisténcia foi conduzido em duas safras. As
pulverizacdes com agua (controle), acibenzolar-S-metil (ASM; 30 e 60 mg de ingrediente ativo
(i.a.) LY, mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (1
e 2 mL de produto comercial (p.c.) L), Bacillus subtilis (10 mL de p.c. L) e quitosana (10 g
de i.a. L) foram realizadas com intervalo de uma semana totalizando quatro pulverizagdes,
sendo a ultima aplicada uma semana antes da colheita. Em todos os tratamentos foi adicionado
espalhante adesivo (0,05% v/v). Os frutos foram colhidos e separados em quatro lotes: sem
inoculacdo (inoculacédo natural) e inoculacéo de M. fructicola com ferimento, M. fructicola sem
ferimento e R. stolonifer com ferimento. A inoculacéo foi realizada no dia da colheita e apds os
frutos foram armazenados por 30 dias sob refrigeracdo (0+£1°C, UR 95%2%) seguidos por mais
quatro dias sob 20+2 °C, UR 60+5%. O experimento in vitro, consistiu na aplicacdo dos
mesmos tratamentos vertidos junto ao meio BDA e posteriormente inoculados com um disco
de 5 mm retirados da extremidade de crescimento das col6nias puras dos dois patdgenos. Para
fumigar o 6leo nos frutos utilizou-se um recipiente plastico selado com um filme PVC, o
periodo de armazenamento foi o0 mesmo que o utilizado no experimento de inducdo de
resisténcia. No experimento in vitro os 6leos foram fumigados dentro das placas de Petri com
meio BDA inoculadas com os discos com o fungo. Os indutores de resisténcia desencadearam
0 mecanismo de defesa dos frutos, apresentando maior atividade das enzimas fenilalanina
amoOnia-liase, peroxidase e quitinase, retendo o desenvolvimento das doencas. Ndo houve efeito
sobre a qualidade dos frutos nem sobre a atividade metabdlica. Os tratamentos ASM (30 mg L
1 e S. cerevisiae (1 mL L sem e com NaOH) néo reduziram o crescimento micelial de M.
fructicola in vitro. N&o houve reducdo do crescimento micelial in vitro de R. stolonifer com
tratamentos a base de ASM, porém os demais tratamentos apresentaram efeito redutor de
crescimento deste fungo. A aplicagdo do Oleo essencial de citronela, tangerina e eucalipto
reduziu o desenvolvimento in vitro e in vivo de M. fructicola e de R. stolonifer. A dose de 1.000
uL L causou fitotoxidez nos frutos, aumentando a taxa de producdo de etileno. Os indutores
ASM (60 mg L), S. cerevisiae, B. subtilis e quitosana reduziram o desenvolvimento das
doengas sem alterar os atributos de qualidade, apresentando potencial para o manejo das
doencas podriddo-parda e podriddo-mole na cultura do pessegueiro ‘Chimarrita’.



Palavras-chave: Prunus persica. Metabolismo secundario. Elicitores. S—metil
benzo[ 1,2,3]tiadiazole—7—carbotioico. Controle alternativo.

ABSTRACT

PANSERA-ESPINDOLA, Bruno, Induction of resistance and vaporization of essential oils
in the control of postharvest rot in *Chimarrita’ peaches. 2017. 83 f. Thesis (Doctorate in
Plant Science — Area: Postharvest Biology and Technology) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Graduation Program in Plant Sciences, Lages, 2017.

The objective of this work was to evaluate the effect of the pre-harvest application of resistance-
inducing products on the induction of resistance, incidence and severity of brown rot and soft
rot and on the quality attributes of 'Chimarrita’ peach and evaluate the effect of the essential oil
of citronella (Cymbopogon nardus), mandarin (Citrus reticulata) and eucalyptus (Corymbia
citriodora) applied at the doses of 0, 50, 100, 500 and 1,000 uL L on the in vitro and in vivo
development of casual agents of brown rot and soft rot on '‘Chimarrita’ peaches, as well as on
fruit quality after storage. The experiment with inductors of preharvest resistance was
conducted in two harvests. The sprays with water (control), acibenzolar-S-methyl (ASM, 30
and 60 mg of active ingredient (a.i.) L?), phosphorylated mannanoligosaccharide of
Saccharomyces cerevisiae cell wall (1 and 2 mL of commercial product (c.p.) L), Bacillus
subtilis 10 mL of c.p. L) and chitosan (10 g of a.i. L) were performed at one week interval,
totaling four sprays, the last one being applied one week before harvest. Adhesive sparerant
(0.05% v / v) was added in all treatments. The fruits were harvested and separated in four
batches: without inoculation (natural inoculation) and inoculation of M. fructicola with wound,
M. fructicola without injury and R. stolonifer with wound. The inoculation was performed on
the day of harvest and after the fruits were stored for 30 days under refrigeration (0 = 1 ° C, RH
95 + 2%) followed by four days at 20 + 2 ° C, RH 60+5%. The in vitro experiment consisted in
the application of the same treatments poured into the BDA medium and later inoculated with
a 5 mm disc removed from pure colonies of the two pathogens. To vaporize the oil on the fruits
was used a plastic container sealed with a PVC film, the storage period was the same as that
used in the resistance induction experiment. In the in vitro experiment the oils were fumigated
into the Petri dishes with BDA medium inoculated with the fungi. The inducers triggered the
fruit defense mechanism, showing a greater activity of the enzymes phenylalanine ammonia-
lyase, peroxidase and chitinase, retaining the development of the diseases. There was no effect
on fruit quality or on metabolic activity. The ASM (30 mg L?) and S. cerevisiae (1 mL L*
without and with NaOH) treatments did not reduce mycelial growth of M. fructicola in vitro.
For the pathogen R. stolonifer the reduction of mycelial growth in vitro did not occur with
treatments based on ASM. The application of citronella, mandarin and eucalyptus essential oil
reduced the in vitro and in vivo development of brown rot and soft rot. The dose of 1,000 pL
L caused phytotoxicity, increasing the rate of ethylene production. The inducers ASM (60 mg
L), S. cerevisiae, B. subtilis and chitosan reduced the development of diseases without altering
the quality attributes, and could be another tool in the control of brown rot and soft rot diseases
in culture of the '‘Chimarrita’ peach.

Keywords: Prunus persica. Secondary metabolism. Elicitors. S—methyl benzo[1,2,3]
thiadiazole—7—carbothioic. Alternative control.
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1 INTRODUCAO GERAL

O fitopatégeno Monillinia fructicola (Wint.) Honey, causador da podriddo-parda, é
o0 responsavel pelo maior prejuizo econdmico na cultura do pessegueiro e essa perda esta
mais associada a podriddo na pos-colheita dos frutos. O fungo infecta inicialmente os
orgdos florais e a partir da flor pode colonizar o pedunculo penetrando no ramo causando
cancros e posterior anelamento dos ramos acarretando na murcha e morte das partes
terminais dos ramos (MAY-DE MIO et al., 2008). Nas condicdes climaticas da regido sul
do Brasil, o in6culo primério consistiria na liberacao de conidios que permanecem, de uma
safra para outra, em frutos mumificados, presentes no solo ou fixos as plantas (AGRIOS,
2004). Outra fase de alta suscetibilidade, além da floracdo, seria a pré-colheita onde o
sintoma da infeccdo aparece na forma de pequenas lesdes pardacentas evoluindo para
manchas de coloracdo marrom com o aumentar dos tecidos infectados pelo patégeno (MAY
DE MIO etal., 2004). Frutos com podriddo-parda apresentam estruturas de frutificagdo com
a coloracdo parda durante o periodo de maturacdo, facilmente visualizadas a campo,
comecando entdo a desidratacdo que antecede a mumificacédo dos frutos.

A podriddo-mole causada pelo fungo Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. é uma
importante doenca que afeta ameixeiras, nectarineiras e pessegueiros e apesar de estar mais
associada a pds-colheita pode ocorrer quando os frutos ainda estdo na planta. A podridao
inicia-se quando ha o contato do esporo com a superficie lesionada do fruto, sendo essa a
Unica via de infeccdo, com a secrecéo de enzimas pectoliticas pelo fungo ocorre a quebra e
dissolugcdo de substancias pécticas da lamela média comprometendo a integridade dos
tecidos vegetais (AGRIOS, 2004). Com isso ha a perda de coesdo entre as células e o
consequente desenvolvimento da podriddo-mole. A podridao de aspecto aquoso se instaura
rapidamente apds a colonizacdo e desenvolvendo esporangios e a producdo de esporos se
da de forma intensa. A temperatura ideal de desenvolvimento seria por volta de 15 — 23°C
e 0 tratamento quimico recomendado para seu controle seria a aplicacdo pos-colheita de
iprodiona ou dicloran (KIMATI et al., 2005).

De maneira geral, para se minimizarem as perdas pos-colheitas por podriddes,
poderiam ser citados um conjunto de a¢fes que comegariam com o cuidado a campo até a
mesa do consumidor. A sanidade do pomar e a colheita seriam pontos chave para o
incremento do potencial de armazenamento. A colheita deve ser efetuada em época

recomendada e com cuidado para ndo causar dano mecanico, que além de depreciarem o
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valor comercial dos frutos, € um mecanismo de infeccdo para diversos patdgenos
causadores de podridGes em pos-colheita.

O meétodo de controle ideal para a podridao-parda e a podriddo-mole seria 0 emprego
de cultivar resistente, no entanto, apesar de se ter observado o desenvolvimento da podridao-
parda mais lento em algumas cultivares, ndo se tem, até o presente momento, registro de
cultivares resistentes a M. fructicola e a R. stolonifer. Sendo assim a base do controle das
doencas em questdo, atualmente, é o controle quimico, com base em calendério fixo, onde se
concentram as aplicacdes nas fases de maior suscetibilidade da cultura ao patdégeno, no caso da
podridao-parda: floracdo e pré-colheita (MAY-DE-MIO et al., 2008). Entdo, para se obter a
recomendada sanidade do pomar, os fungicidas mais utilizados ao longo do tempo em pré-
colheita na regido sul foram o tiofanato metilico, vinclozolin, iprodione, mancozeb, captan,
diodine, enxofre e cupricos (KIMATI et al., 2005).

No entanto, com a producdo integrada de frutas adotada no sul do Brasil, tende-se a
restringir o uso de agrotdxicos tanto em pré quanto em pds-colheita e a adotar o monitoramento
para a decisdo de intervencdo quimica no pomar em substituicdo da ado¢do de calendario fixo
(KOVALESKI et al., 2003). A producdo integrada de frutas e sistemas de producdo de
alimentos com seguranga ambiental vém ao encontro do anseio da sociedade, que cada vez mais
se conscientiza e busca fontes de alimentos que tenham sido produzidos com a minimizagéo da
agressao ao ambiente e do risco a satde dos trabalhadores rurais. Segundo Santos et al. (2004)
0 cuidado por parte dos consumidores em adquirir alimentos saudaveis e seguros estd em
crescimento e o uso de fungicidas, visto que sdo produtos com riscos ambientais e
toxicologicos, contrasta com essa preocupacdo. O uso de elicitores de resisténcia seria uma
alternativa ao controle quimico de podriddes pos-colheita com fungicidas

Os vegetais superiores apresentam resisténcia natural a patégenos que dependem de
diversos fatores pré-existentes ou que serdo posteriormente formados apds o contato com o
patégeno (AGRIOS, 2004). Os fatores pos-formados tém sua producdo ou ativacéo
aumentada em resposta a presenca do patdgeno e, quando de natureza bioquimica, sdo
geralmente moléculas repelentes e/ou toxicas aos patdgenos ou causam uma situacdo
adversa para o estabelecimento do patdgeno no tecido vegetal (AGRIOS, 2004).

Apesar de ser considerada como recente no meio cientifico os primeiros relatos de
inducdo de resisténcia tiveram inicio por volta da primeira metade do século passado.
Segundo Chester (1933) plantas suscetiveis tornaram-se resistentes, ou seja, adquiriram
resisténcia a doencas, apds terem sido tratadas com formas atenuadas de patdgenos ou

sofrerem uma infeccdo primaria. Posteriormente, Cruickshank e Mandryk (1960),



evidenciaram o carater sistémico da resisténcia induzida, trabalhando com fumo, onde
observaram que plantas com podriddo caulinar causada por Peronospora hyoscyami de
Bary f. sp. tabacina, apresentaram aumento de resisténcia contra doencas foliares.

A partir desses trabalhos pioneiros, que inicialmente ndo tiveram seu valor
reconhecido, mas sim ignorados (KUC, 2001), diversos outros foram produzidos e
atualmente s&o pesquisados em grande nimero nas mais variadas espécies vegetais por todo
0 globo terrestre (BOSTOCK, 1999; REUVENI et al., 2000; BOSTOCK et al., 2001;
VISWANATHAN; SAMIYAPPA, 2002; BERTINI et al., 2003; BUZI et al., 2004,
TERRY; JOYCE 2004; BOSTOCK 2005; PROFOTOVA et al., 2006; SILVA et al., 2007;
DANNER et al., 2008; TAVARES et al., 2009; ALIZADEH et al., 2013; LUZZATTO-
KNAAN et al., 2013; NAWROCKA; MALOLEPSZA, 2013; SON et al., 2014).

Moléculas, de natureza bidtica ou abiotica tanto organica quanto inorganica, podem
ativar a defesa natural da planta atuando como indutor de resisténcia. Essas moléculas
responsaveis por induzirem a resisténcia sdo conhecidas como elicitores ou eliciadores. Os
elicitores podem desencadear trés tipos conhecidos de resisténcia: resisténcia local
adquirida (RLA), a resisténcia sistémica induzida (RSI) e a resisténcia sistémica adquirida
(RSA). Apesar de as respostas fenologicas das diferentes formas de resisténcia serem, em
certa parte, semelhantes, estas diferem principalmente em relagéo a parte do vegetal onde
atua a resisténcia e a rota metabdlica dos compostos chave envolvidos no processo de
resisténcia (TERRY; JOYCE, 2004).

A RSA ocorre com a ativacdo de genes da rota de sintese do &cido salicilico, que,
apos o incremento da sua producdo, age como um sinalizador para a sintese de proteinas
associadas a patogénese conhecidas como proteinas PR (TERRY; JOYCE, 2004). O
mecanismo de RSI ndo depende do &cido salicilico, atuando outros genes que serdo
responsaveis pelo aumento da producdo de jasmonato e etileno, sendo esses 0s compostos
chave que regulam o processo de RSI (TERRY; JOYCE, 2004; BONALDO et al., 2005).
Os principais elicitores da RSI seriam as rizobactérias, bactérias ndo-patogénicas,
consideradas bactérias promotoras de crescimento. Os indutores de RSA podem ser o &cido
salicilico ou seus anélogos, sendo um dos mais estudados o éster S—metilico do acido
1,2,3—benzotiadiazol—7—carbotidico conhecido popularmente como acibenzolar-S-metil
(ASM) ou bidticos (patdégenos atenuados ou organismos ndo patogénicos) resultando na
resisténcia de varios tecidos das plantas a diversos patdgenos como virus, bactérias e fungos
(BONALDO et al., 2005). Um dos mecanismos de resposta envolvidos na RSA seria a

hipersensibilidade, considerada por alguns como o apice da resisténcia, pois impede o
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desenvolvimento de agentes causais biotréficos devido a morte celular controlada no sitio
de infeccdo do patdgeno, estando associada a producdo de espécies reativas de oxigénio
com alta capacidade oxidante como o peroxido de hidrogénio (SCHENK et al., 2000).
Seriam também respostas da RSA a ativacdo de algumas enzimas, como a fenilalanina
amonia-liase e a producdo e acumulo, de fenilpropandides, fitoalexinas, compostos
fendlicos, peroxidases, quitinases, -1,3-glucanases e de outras proteinas RP (STICHER et
al., 1997; CAVALCANTI et al., 2005). Os mecanismos de resposta RSA também podem
ser de carater estrutural como o caso do aumento de deposicdo de lignina nos tecidos
vegetais (CAVALCANTI et al., 2005).

O tempo compreendido entre o contato com o elicitor e a inducdo da RSA néo é
constante entre as espécies vegetais nem entre elicitores. Ha relatos de apenas poucas horas,
como o caso do pepino inoculado com Pseudomonas syringae que levou somente 7 horas
para a inducdo da RSA, em contrapartida outros patossistemas como o caso do tabaco, pode
chegar a 3 semanas apds a infecgdo primaria com Perenospora parasitica pv tabaci
(STICHER et al., 1997). Outra questdo temporal relevante seria a duracdo da RSA, uma
vez induzida, que dependendo de diversos fatores pode durar por 10 semanas no caso da
resisténcia de pepino a Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ellis & Halst. inoculado
sistematicamente com uma raga avirulenta do mesmo patégeno (PASCHOLATI; LEITE,
1995). Tempos diferentes de permanéncia sdo observados entre monocotiledoneas e
dicotileddneas. Enquanto uma Unica aplicacdo de ASM ¢, de maneira geral, suficiente para
manter a RSA por todo o ciclo do trigo, culturas de monocotileddneas necessitam de
sequenciais aplicacdes para manter a RSA ao longo do tempo a campo (GORLACH et al.,
1996; MORRIS et al., 1998 LOUWS et al., 2001; ROMERO et al., 2001).

Como citado anteriormente, sdo diversos 0s compostos que possuem a capacidade
de induzir resisténcia de plantas contra patdgenos, podendo ser bidtico ou abidtico. Pode-
se citar alguns exemplos de trabalhos com indutores como o &cido 2,6-dicloro isonicotinico
(INA) em feijdo (DANN, et al., 1996) e em beterraba (Nielsen et al., 1994), acibenzolar-S-
metil (ASM) e acido B-aminobutirico (BABA) em ervilha (BARILLI et al., 2012), proteina
harpina em citros (MOSCOSO-RAMIREZ; PALOU, 2013), quitosana em feijoeiro (DI
PIERO; GARDA, 2008), Saccharomyces cerevisiae em eucalipto (BOAVA et al., 2010),
metil jasmonato em tangerina (GUOQ, et al., 2014) e Bacillus subtilis em mirtilo (NGUGI et
al., 2005). Ha propriedades que permitem afirmar que realmente ocorreu um processo de
inducgdo de resisténcia na planta por determinados elicitores. Algumas destas propriedades

sdo: a ndo atuacgdo direta do elicitor sobre o patdgeno, o indutor ndo produz compostos
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secundéarios com efeito anti-microbiano, e, umas das suas fundamentais caracteristicas, a
sensibilizacdo dos mecanismos de defesa da planta & presenca de patogenos (CONRATH;
PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002).

No entanto, 6leos e extratos vegetais podem apresentar tanto o efeito elicitor,
desenvolvendo de fato a indugdo de resisténcia, quanto a da acdo direta no patégeno por
possuir atributos antimicrobianos, fungistaticos e fungitoxicos (BONALDO et al., 2004;
RODRIGUES etal., 2007; ASGHARI et al., 2009). Essas caracteristicas inerentes dos 6leos
e extratos vegetais os tornam promissores na utilizacdo tanto na inducdo de resisténcia
quanto no controle de podridées em pos-colheita. Outro fator que desperta interesse seria a
possibilidade de o préprio agricultor produzir seu insumo reduzindo 0s custos e,
colaborando também, para se alcancar a sustentabilidade na producao agricola. Por essas
caracteristicas ha uma crescente producdo de trabalhos cientificos que visam estudar a
propriedade biocida de metabdlitos secundarios produzidos por vegetais e extraidos na
forma de extratos e 6leos (MARI et al., 2003). Asghari et al. (2009) observaram efeito
fungitoxico de 6leo essencial de cominho (Cuminum cyminum), bem como, o aumento da
vida de prateleira devido a reducao de podriddo causada por Botrytis cinerea em morango.
Resultados semelhantes foram encontrados por Bonaldo et al. (2004) que ao testar o extrato
aquoso de eucalipto nas concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 25%, encontraram reducéo na
germinacao de esporos de Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ells & Halst. Mohammadi e
Aminifard (2012), ao trabalharem com o0leos essenciais de Carum copticum, Pimpinella
anisum, Ziziphora clinopodioides e Cinnamomum zeylanicum na concentracdes de 0, 200,
400, 600 e 800 uL L? verificaram reducdo do crescimento micelial do fungo Botrytis

cinerea devido o tratamento com estes 6leos essenciais e nas concentracdes testadas.
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Em suma, as caracteristicas de sistemicidade e inespecificidade da RSA, de atoxidez

dos indutores a mamiferos e o baixo custo que podem apresentar, aliadas ao aumento na

seguranca alimentar, tornam o uso de elicitores na producdo de alimentos promissor,

principalmente no controle de podridGes pds-colheita.
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2 INDU(;AO DE RESISTENCIA E CONTROLE DE PODRIDAO-PARDA E
PODRIDAO-MOLE EM PESSEGOS ‘CHIMARRITA’ ARMAZENADOS

2.1 RESUMO

As podriddes causadas por Monilinia fructicola e Rhizopus stolonifer destacam-se entre as
doencas que mais causam perdas na cultura do pessegueiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito das substancias acibenzolar-S-metil, mananoligossacarideo fosforilado da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis e quitosana, aplicados em pré-colheita,
sobre a inducdo de resisténcia, incidéncia e severidade de podridao-parda e de podrid&do-mole e
sobre os atributos de qualidade do péssego ‘Chimarrita’, bem como, o efeito das substancias no
crescimento in vitro dos fungos. O experimento em pré-colheita foi conduzido nas safras 2013
e 2016. Foram realizadas quatro pulverizacGes com agua (controle), acibenzolar-S-metil (ASM;
30 e 60 mg de i.a. L'Y), mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae (1 e 2 mL de p.c. L), Bacillus subtilis (10 mL de p.c. L) e quitosana (10 g de i.a.
L) com intervalo de uma semana, sendo a Gltima uma semana antes da colheita. Em todos os
tratamentos foi adicionado espalhante adesivo (0,05% v/v). Os frutos foram colhidos e
separados em quatro lotes: sem inoculacdo (inoculacdo natural) e inoculagéo de M. fructicola
com ferimento, M. fructicola sem ferimento e R. stolonifer com ferimento. A inoculagéo foi
realizada no dia da colheita e, entdo, armazenados por 30 dias sob refrigeragéo (0+0,2 °C, UR
95+2%) seguidos por mais quatro dias a 20+2 °C, UR 60+5%. O experimento in vitro, consistiu
na aplicacdo dos mesmos tratamentos vertidos junto ao meio BDA, vertidos em placas de Petri
e, posteriormente, inserido um disco de 5 mm retirados da extremidade de crescimento das
coldnias puras dos dois patdgenos. As substancias avaliadas induziram o mecanismo de defesa
dos frutos, através do aumento na atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase
e quitinase, reduzindo o desenvolvimento das doencas. Nao houve efeito sobre a qualidade dos
frutos nem sobre a atividade metabolica. Os tratamentos ASM (30 mg L?) e S. cerevisiae (1
mL L sem e com NaOH) néo reduziram o crescimento micelial de M. fructicola in vitro. N&o
ocorreu reducdo do crescimento micelial in vitro de R. stolonifer com os tratamentos a base de
ASM. Os indutores ASM (60 mg L), S. cerevisiae, B. subtilis e quitosana reduziram o
desenvolvimento das doencas sem alterar os atributos de qualidade, podendo ser mais uma
ferramenta no controle das doencas podriddo-parda e podridao-mole na cultura do pessegueiro
‘Chimarrita’.

Palavras-chave: Prunus persica. Metabolismo secundario. Elicitores. S—metil
benzo[1,2,3]tiadiazole—7—carbotioico. POs-colheita.

2.2 INTRODUCAO

A podriddo-parda, causada pelo fungo Monilinia fructicola (Wint.) Honey em péssego,
destaca-se entre as principais causas de perdas, sendo a doenca mais importante no cultivo do
pessegueiro no Brasil e no mundo (MAY-DE MIO et al., 2004). Monilinia fructicola (Wint.)
Honey e Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill., agente causal da podriddo-mole, sdo os principais
agentes causais de podriddes pos-colheita de péssegos (MARTINS; AMORIM, 2005).
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Dependendo das condi¢cOes de desenvolvimento da doenca, juntos podem representar perdas
significativas durante o transporte, armazenagem e comercializacdo (WILSON et al., 1994;
FORTES, 2003).

O método mais empregado para controle destas doencas é o quimico, concentrando-se
aplicac@es de fungicidas na floragéo e proximo ao momento da colheita, que normalmente séo
efetuadas com base em calendario fixo (MAY-DE MIO et al., 2008). Apesar da elevada
frequéncia das aplicagdes com fungicidas, ndo ha controle total da doenca. Além da reduzida
eficiéncia das aplicacGes e possibilidades dos patdgenos adquirirem resisténcia existe o risco
de contaminag&o dos frutos e ambiental com residuos desses agrotoxicos.

Para se buscar um controle satisfatorio das doengas e evitar as perdas pos-colheita por
podriddes o uso de indutores de resisténcia pode ser uma ferramenta adicional para o controle
de doencas. Esses produtos se destacariam pelo potencial em reduzir a incidéncia de podriddes,
apresentar sistemicidade, inespecificidade e baixo risco a saude e ao ambiente (CONRATH,;
PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002; METRAUX; NAWRATH; GENOUD, 2002).

Os produtos indutores de resisténcia tém a capacidade de sensibilizar a planta, ativando
seu sistema de defesa, mimetizando um patégeno ou desencadeando a rota metabolica de
resposta a infeccdo (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002; TERRY; JOYCE,
2004). Assim sendo, segundo Conrath, Pieterse e Mauch-Mani (2002), a principal caracteristica
dos indutores seria a sensibilizacdo dos mecanismos de defesa da planta a presenca de
patdgenos junto a ndo acao direta sobre o patdgeno. No entanto, o controle da severidade e
incidéncia de doencas alcangada pelos indutores pode ser resultado do efeito indutor a planta
associado ao efeito direto sobre o0 patdgeno, reduzindo a germinacgéo de esporos e 0 crescimento
micelial (OLIVEIRA et al., 2014). Outra possibilidade de controle das doencas, pelos indutores
de resisténcia, seria devido a maior antibiose por conta de microrganismos antagdnicos aos
patogenos (LU et al., 2014).

Tendo em vista essas caracteristicas e potencialidades, abundantes sdo os trabalhos
cientificos com indutores de resisténcia, como o acibenzolar-S-metil (ASM) e acido B-
aminobutirico em ervilha (BARILLI et al., 2012), quitosana em feijoeiro (DI PIERO; GARDA,
2008), Saccharomyces cerevisiae em eucalipto (BOAVA et al., 2010), em citros (TOFFANO;
FIALHO; PASCHOLATI, 2017) e em maca (STELLA et al., 2013), Bacillus subtilis em mirtilo
(NGUGI et al., 2005).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a aplicagdo pré-colheita das substancias
acibenzolar-S-metil (Bion® 500WG Syngenta, Basel, Suica), mananoligossacarideo fosforilado

da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (AgroMos®, Alltech, Lexington, EUA),
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Bacillus subtilis (Serenade®, Basf, Ludwigshafen, Alemanha) e quitosana sobre a indugdo de
resisténcia, incidéncia e severidade de podriddo-parda (Monilinia fructicola) e de podridao-

mole (Rhizopus stolonifer) e sobre os atributos de qualidade de péssegos ‘Chimarrita’.

2.3 MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo do efeito das substancias acibenzolar-S-metil, mananoligossacarideo
fosforilado da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis e quitosana sobre
0 desenvolvimento das podriddes parda e mole, realizaram-se experimentos in vivo e in vitro.
O experimento in vivo consistiu na aplicagdo, em duas safras, 2013 e 2016, dos produtos em
pré-colheita. Na primeira, utilizou-se um pomar comercial localizado no municipio de
Urussanga, SC, implantado no ano de 2004. Na safra de 2016, utilizou-se um pomar comercial
no municipio de Pinto Bandeira, RS, implantado em 1991. A conducdo das plantas em ambos
0S pomares era em vaso e a produtividade média foi de 16 e 14,5 toneladas por hectare para 0s
pomares de Urussanga e de Pinto Bandeira, respectivamente. Os tratamentos com os produtos
indutores foram realizados em carater adicional ao tratamento fitossanitario empregado pelos
produtores, que seguiam o sistema integrado de producdo de frutas.

As plantas de pessegueiro foram pulverizadas com acibenzolar-S-metil, obtido do
produto comercial (p.c.) Bion® 500WG (Syngenta, Basel, Suica), nas doses de 30 e de 60 mg
de ingrediente ativo (i.a.) L; mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, AgroMos® (Alltech, Lexington, EUA) nas doses de 1 e 2 mL de p.c.
LL; Bacillus subtilis, Serenade® (Basf, Ludwigshafen, Alemanha) na dose de 10 mL de p.c. L
1 quitosana a 10 g de i.a. L™ e o tratamento controle, 4gua e surfactante ndo-iénico copolimero
poliéster-polimetil siloxano Break Thru® (Evonik, S&o Paulo, Brasil) na dose de 0,5 mL de i.a.
L2,

O volume de calda aplicado foi de 1.000 L ha™, para obter o completo molhamento das
folhas, no ponto méximo de retencdo, quando ocorriam o0s primeiros escorrimentos da calda.
No preparo dos tratamentos, adicionou-se o surfactante copolimero poliéster-polimetil siloxano
na concentracdo de 0,05% v/v. Para o tratamento com quitosana, inicialmente foi dissolvido em
acido acético glacial, em pH 4, resultando numa solucdo de 1%, sendo posteriormente
completado com &gua e adicionado o surfactante.

As aplicacdes iniciaram um més antes da colheita, totalizando quatro aplicaces, com
intervalo de uma semana, sendo que a ultima aplicagdo ocorreu uma semana antes da colheita

dos frutos.
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O delineamento experimental empregado no experimento a campo in vivo foi o de
blocos ao acaso. Cada bloco, no primeiro ano, consistiu, em cinco plantas, que receberam os
tratamentos fitossanitarios, ja no segundo, o bloco correspondeu a 3 plantas. Os frutos foram
colhidos no terco médio da copa, excluindo-se as plantas das extremidades, e separados em seis
lotes no primeiro ano de execugdo e em quatro no segundo.

Os lotes do primeiro ano corresponderam a: lote 1, 20 frutos por bloco, destinados a
analise de maturacdo; lote 2, 20 frutos, por bloco, inoculados com Monilinia fructicola com
ferimento; lote 3, 20 frutos inoculados com Monilinia fructicola sem ferimento; lote 4, 20 frutos
inoculados com Rhizopus stolonifer com ferimento; lote 5, 20 frutos com inoculagdo natural,
onde se realizaram andlises de maturacdo apds a armazenagem, e lote 6, 40 frutos, sem
inoculacdo, para as analises bioquimicas, sendo coletadas na saida da camara e apés 6 dias em
temperatura ambiente. No segundo ano nao foi realizado a inoculacdo do patégeno Monilinia
fructicola em frutos com ferimento.

Os frutos dos lotes 1, 2, 3, 4 e 5 foram mantidos em armazenamento refrigerado (0+0,2
°C, UR 95+2%), por 30 dias, mais 4 dias a 20+2 °C, UR 60+5%.

Os ferimentos consistiram em duas perfuracées, na regido equatorial, em lados opostos
realizados com uma ponteira de ago inox com 2 mm de didmetro e 20 mm de comprimento
equipada no texturdmetro eletronico TAXT-Plus® (Stable Micro System, Surrey, Reino Unido).
A profundidade do ferimento foi de 5 mm, onde foi inoculado 50 pL de uma solugdo de agua
destilada esterilizada com TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich, Sant Louis, Estados Unidos; 0,02%
v/v) contendo 108 esporos mL™ dos respectivos patogenos, retiradas de coldnias puras de 7 dias
de desenvolvimento. Na inoculacdo de M. fructicola sob a epiderme integra, sem ferimento dos
frutos, utilizou-se um pedagco de papel filtro com formato quadrado e area de 1 cm?. A fonte de
indculo foi uma solugdo de mesma concentragdo, 108 esporos mL™, onde os pedacos de papel
foram imergidos por trés vezes e, na ultima, mantido submerso por 5 segundos.

Os dados de incidéncia e severidade foram quantificados diariamente, iniciando na saida
da camara até 4 dias sob a 20+2 °C, UR 60+5%. Com uma régua plastica transparente, mediu-
se 0 didmetro maior e o menor das lesbes. A fim de se obter o didmetro médio das lesdes, 0s

dados foram calculados conforme a formula a seguir:

S =Zp/2*Nr; 1)
Onde, S = severidade da amostra; p = somatorio de todos os diametros; Nti = nimero

total de inoculag0es.
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Os dados obtidos foram utilizados para o célculo da &rea abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD).

A AACPDs foi determinada com a férmula:

AACPDs = X [(Si + Si+1)/2.(Ti+1-Ti)] 2)

Onde, AACPDs = éarea abaixo da curva de progresso da doenca, severidade; Si =
severidade da doenca, didmetro médio da leséo iésima observagdo; Si+1 = severidade da doenca,
didmetro médio da lesdo na avaliacdo i + 1; Ti = tempo em dias da iésima observagdo; Ti+1 =
dias da avaliacdo i + 1. A Si foi calculada com a soma dos didmetros médios das lesdes, dividida
pelo total de ferimentos ou de frutos (lotes sem ferimentos).

Para a area abaixo da curva de progresso da doenca de incidéncia (AACPDi), foi
utilizada a mesma Foérmula (1), no entanto, ao invés da severidade Si, se teve a incidéncia I,

obtida pela formula:

I = (Ni / Nt)*100 ©)

Onde, | = incidéncia em %; Ni = numero de frutos/inoculacbes com lesbes dos

patdgenos, dependendo do lote de frutos; Nt = nimero total de frutos/inoculacdes.

As analises de maturacdo e qualidade foram realizadas os frutos dos lotes que nédo
sofreram inoculacdo. As avaliagdes ocorreram no momento da colheita e apds 30 dias de
armazenagem (0+0,2 °C, UR 95+2%) mais quatro dias sob 20£2 °C, UR 60+5%. Foi avaliada
a acidez titulavel (AT), solidos soltveis (SS), firmeza de polpa (FP), angulo hue (h°),
luminosidade (L), cromaticidade (C), taxa respiratoria e de producdo de etileno.

Para avaliar a inducdo de resisténcia pelas substancias aplicadas, procedeu-se as analises
bioquimicas de proteinas totais, atividade da enzima peroxidase (PO), da p-1,3-glucanase, da
fenilalanina amoénia-liase (FAL), da quitinase, teor de acUcares totais e de agUcares redutores.
O material vegetal para as analises bioguimicas foi amostrado do lote 6, no primeiro ano.
Amostraram-se 10 frutos por tratamento, no momento da colheita e seis dias apés. Dos frutos,
foram coletadas amostras da polpa, duas fatias em forma de cunha, retiradas no sentido
longitudinal em lados opostos dos frutos. As amostras foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e mantidas em freezer na temperatura de - 50 °C até a realizag&o das analises.
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Para a determinacao do teor de proteina total foi utilizado o método de Bradford (1976),
sendo a albumina de soro bovino utilizada como padréo. Para a elaboragdo do extrato a ser
utilizado na quantificacdo de proteinas totais e nos ensaios enzimaticos pesou-se 1 g de peso
fresco do tecido vegetal, sendo triturado em almofariz e cadinho na presenca de 1,0 g de
polivinilpirrolidona insoltvel (PVP), tamanho da particula 110 um (Luka® Analytical, Seelze,
Alemanha), de 0,5 g de microesferas de vidro, também conhecidas como peérolas de vidro,
tamanho das particulas 425-600 um, (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) e de 0,3 g
da resina Dowex® 1-X8, 200-400 mesh (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil).
Posteriormente a trituracdo, o material foi alocado em tubos de ensaio adicionando 10 mL de
tampé&o borato de sddio 0,1 M, pH 8,8, com 1 mM de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA),
1 mM de ditiotreitol (DTT) e 50 Mm de &cido ascorbico. Logo apds, os extratos foram
centrifugados a 20.000 g, a -4 °C por um periodo de 30 minutos. Para a determinacao do teor
de proteina total e das atividades das enzimas quitinase e B-1,3-glucanase foram utilizados os
sobrenadantes.

Para a determinacdo espectrofotométrica da atividade de quitinase, a liberacdo de
fragmentos solUveis foi avaliada a partir da quitina carboximetilada, utilizando-se o remazol
brilhante violeta como marcador, conforme o descrito em Mazaro et al. (2012).

A atividade da B-1,3-glucanase foi determinada atraves do método colorimétrico,
utilizando como substrato uma solucdo de carbocimetilcurdlan-remazol azul brilhante CM-
Curdlan-RBB 4 mg mL* (Loewe Biochemica, Munique, Alemanha), conforme o descrito por
Guzzo e Martins (1996). O resultado foi expresso em U. Abs. min™t mg proteina™ min™.

A atividade da fenilalanina amonia-liase (FAL) foi quantificada segundo o descrito por
Umesha (2006), através da espectrofotometria do acido transcindmico a partir do substrato
fenilalanina. Retirou-se do extrato dos ensaios enzimaticos uma aliquota de 1 mL adicionando-
se 3,0 mL do tampado tris(hidroximetil)aminometano — cido cloridrico (TRIS — HCI) em pH 8.
A leitura foi a 450 nm, comparado com curva padrdo para o0 acido trans-cinamico, sendo o
resultado expresso em U. Abs. min™ mg proteina™ min,

A atividade da enzima PO foi determinada conforme o método descrito por Matsuno e
Uritani (1972). A trituracdo foi semelhante a realizada para determinagdo de proteinas totais
adicionando-se 5 mL da solucdo de extracdo tampdo fosfato 0,05 M, com pH 7, sendo
centrifugado a 4.000 g sob a temperatura de 4 °C por 20 minutos. O sobrenadante constituiu o
extrato enzimatico sendo vertido em um tubo de ensaio. Desse extrato foram retirados 2 mL
adicionando-se: 0,5 mL de agua oxigenada numa concentracao de 3 %; 5 mL da solugdo tampéao

citrato em pH 5 e 0,5 mL de guaiacol a 0,5 %. Incubou-se por um periodo de 15 minutos na
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temperatura de 30 °C. Apo6s o periodo de incubacdo as amostras sofreram resfriamento em gelo
por 5 minutos. Com a intenséo de se parar a reacdo, foi adicionado 0,5 mL de bissulfito de
sodio. Apos o periodo de repouso, as amostras foram lidas através da espectrofotometria em
comprimento de onda de 450 nm.

A metodologia empregada para a determinacdo do teor de agUcares totais foi a
desenvolvida por Dubois et al. (1956), conhecida por método fenol-sulfurico. O Tampéo
utilizado foi o fosfato 0,2 M com pH 7,5 utilizado 5 mL do tamp&o fostato, sendo submetidas
a centrifugacdo por 5 minutos a rotacdo de 10.000 g. Foi pipetado, do extrato, 2 uL e
acrescentado 0,5 mL de fenol a 5 % juntamente com 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado.
Para as leituras foi utilizado o comprimento de onda de 490 nm sendo a concentracdo alcancada
por uma curva padréo de glicose. Os resultados foram expressos em mg g.

Para a quantificacdo de acucares redutores o méetodo empregado foi o desenvolvido por
Miller (1959) conhecido como dinitrosalicilato (DNS). Para tal empregou-se 0 mesmo tampéo
utilizado na andlise de acUcares totais, porém com o volume de 10 pL. A centrifugacdo foi a
14.000 g a 4 °C por 10 minutos. Do extrato pipetou-se 0,5 pL sendo acrescentados 1 mL de
agua deionizada juntamente com 1 mL do reagente DNS. O comprimento de onda foi de 590
nm sendo também utilizada uma curva padrédo de glicose para o calculo, com os resultados em
mg gL,

A acidez titulavel (AT) foi obtida atraves de 10 mL de suco das amostras transversais
do fruto em formato de cunha, extraido em uma centrifuga. O suco foi diluido em 90 mL de
agua destilada e a titulacdo efetuada com uma solucdo de NaOH 0,1N até pH 8,1 e os dados
expressos em meq 100 mL™L,

Os valores de solidos soltveis foram obtidos por meio de uma amostra do suco, 0 mesmo
da varidvel AT, submetida a refratometria digital com o refratometro PR201a (Atago®, Téquio,
Japdo) e expressos em °Brix.

A firmeza de polpa foi determinada na regido equatorial dos frutos, em dois lados
opostos, apds remocgdo da epiderme onde foi realizada a penetracdo, com o auxilio de um
penetrémetro eletrénico, modelo GS-14® (GUZZ, Strand, Africa do Sul) equipado com uma
ponteira de 7 mm de diametro. Sendo os seus valores expressos em Newtons (N).

As variaveis h°, L e C foram efetuadas com o auxilio de um colorimetro (CR 400,
Konica Minolta®, Osaka, Jap#o), sendo realizadas quatro leituras na porcdo vermelha da
epiderme do fruto e na porcdo coberta pela cor de fundo, separadamente. O angulo hue define

a coloragdo basica, correspondendo, respectivamente, 0, 90 e 180° ao vermelho, ao amarelo e
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ao verde. O L equivale a luminosidade variando de zero, preto, a 100, branco. O C define a
cromaticidade, quanto maior mais intensa é a definigéo da cor.

A taxa respiratéria e de producdo de etileno foram quantificadas com os frutos
acondicionados em um recipiente hermeticamente fechado com 4,1 L de volume e septo para a
coleta. A taxa de respiracao foi determinada pela diferencga de concentragdo de CO», dentro do
recipiente, antes e apds o selamento por 40 minutos. Com seringas plasticas de 1 mL amostrou-
se 0,5 mL, em trés seringas, a atmosfera interna do recipiente, injetando-as e quantificando os
teores de CO2 e de CyHs, através da cromatografia gasosa. O equipamento utilizado foi o
cromatografo modelo CG-3800® (Varian, Palo Alto, CA, EUA), equipado com coluna
empacotada Porapak N® de 3 m de comprimento (90-100 mesh), metanador e detector de
ionizacdo de chama. As temperaturas da coluna, detector, metanador e injetor foram de 70, 250,
380 e 130°C, respectivamente. Os fluxos de nitrogénio, hidrogénio e ar sintético foram de 30,
30 e 300 mL min?, respectivamente. Sendo o hidrogénio o gas de arraste. A atividade
respiratoria (nmol de COz kg s) e produgio de etileno (uL de C2Ha4 kg™ s1) foram calculados
através da formula proposta por Banks et al. (1995). As taxas respiratoria e de producao de
etileno foram quantificadas somente no primeiro ano.

Os produtos foram vertidos ao meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos), liquido a uma temperatura de 60 °C. Utilizou-se as
mesmas doses dos tratamentos aplicados em pré-colheita. Posteriormente, vertidos em placas
de Petri de 50 mm de diametro. Os tratamentos com mananoligossacarideo fosforilado da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae e quitosana reduziram o pH do meio. A correcao
do pH foi realizada adicionando NaOH 5,0 N até retornar ao pH anterior a adi¢do dos produtos
dos referidos tratamentos que era de 5,3.

As variaveis avaliadas foram area abaixo da curva de progresso do fungo (AACPF),
com base no diametro médio da coldnia, do efeito dos tratamentos em relacdo ao crescimento
do tratamento controle. As medidas eram realizadas diariamente até 0 momento em que 0 a
primeira coldnia ocupasse todo o espaco da placa, 3 dias para o Rhizopus stolonifer e 5 dias
para a Monilinia fructicola. Com as medidas diarias do diametro calculou-se a AACPF, com
base na Formula (2), onde o crescimento do fungo correspondia ao diametro médio da col6nia.
O delineamento utilizado para 0 experimento in vitro foi o inteiramente casualizado, com dez
repeticdes por tratamento. O experimento in vitro foi repetido trés vezes.

Os dados dos experimentos in vivo e in vitro foram submetidos a andalise de variancia
(ANOVA) e ao teste de médias Tukey (p<0,05), com auxilio do software SAS® (Statistical
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Analysis System, Cary, EUA). Para os atributos bioquimicos também foi realizado anélise de

correlacdo utilizando o mesmo software estatistico.

2.4 RESULTADOS

Nos frutos sob inoculacdo natural, apds 30 dias de armazenamento refrigerado mais 4
dias a 20+2 °C, UR 60+5%, ASM (60 mg L™), S. cerevisiae, nas duas doses, B. subtilis e
quitosana apresentaram os menores valores de AACPD para a incidéncia de M. fructicola do
que o controle, em ambas as safras (Tabela 1). O tratamento com ASM (30 mg L) apenas
reduziu a AACPD, em relacdo ao controle, na safra de 2013, porém com menor efetividade que
0s demais tratamentos (Tabela 1). A AACPD para incidéncia de R. stolonifer foi menor nos
tratamentos ASM (60 mg L), S. cerevisiae, nas duas doses, B. subtilis e quitosana, na safra

2013, no entanto ndo houve diferenca entre os tratamentos na safra 2016 (Tabela 1).

Tabela 1 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a incidéncia de
Monilinia fructicola e de Rhizopus stolonifer com inoculacdo natural, em péssegos
‘Chimarrita’ tratados com elicitores em pré-colheita, ap6s 30 dias de
armazenamento refrigerado (0+0,2 °C/UR 95+2%) mais 4 dias a 202 °C, UR
60+5%, nas safras de 2013 e 2016.

AACPD incidéncia

Tratamento Safra 2013 Safra 2016
M. fructicola R. stolonifer M. fructicola R. stolonifer

Controle 46,7a 15,0a 130,4a 45m
ASM (30 mg L) 15,0b 10,0a 99,8ab 5,4
ASM (60 mg L?) 0,0c 0,0b 44,6¢ 0,0
Sc(ImL LY 1,7¢ 0,0b 58,1bc 0,0
Sc(2mL LY 0,0c 0,0b 74,2bc 0,0

Bs (10 mL LY) 0,0c 0,0b 55,2bc 0,0
Qt(10gL™Y 0,0c 0,0b 53,2bc 0,0
C.V.(%) 26,2 24,5 27,4 312,0

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ASM: acibenzolar-
S-metil, dose de ingrediente Ativo (i.a.) Sc: mananoligossacarideo fosofrilado da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, dose de produto Comercial (p.c.) Bs: Bacillus subtilis, dose de p.c. Qt: quitosana em pH 4, dose de i.a.
ns: ndo significativos (p<0,05). Fonte: produ¢do préprio autor.

Todos os tratamentos avaliados reduziram os valores de AACPD para severidade de
podriddo parda em frutos inoculado com ferimento. Contudo, os melhores resultados foram
observados nos tratamentos quitosana e S. cerevisiae, que ndo diferiram de B. subtilis (Tabela
2). A AACPD para a incidéncia de M. fructicola inoculada com ferimento ndo apresentou

diferengas entre tratamentos, apresentando 100% de incidéncia em todos os tratamentos na
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saida da camara (Tabela 2). Por este motivo, na safra 2016 a inoculagdo de M. fructicola com
ferimento ndo foi realizada.

Para os frutos inoculados com M. fructicola sem ferimento, na safra de 2013, os
tratamentos Bs, Qt e Sc (2 mL L) apresentaram os menores valores de AACPD para
severidade, porém sem diferir do tratamento ASM (60 mg L™?). O tratamento controle
apresentou o maior valor de AACPD para a severidade, seguido pelo tratamento ASM (30 mg
L1), que ndo diferiu do S. cerevisiae (1 mg L™?). A AACPD de incidéncia de M. fructicola
também foi maior no tratamento controle, estando em segundo o ASM (30 mg L), em posi¢oes
intermedidrias estariam ASM (60 mg L), S. cerevisiae (1 mL L) e quitosana, e menor nos
tratamentos B. subtilis e S. cerevisiae (2 mL L) (Tabela 2). A AACPD para severidade e
incidéncia de R. stolonifer foi similar ao observado para M. fructicola inoculada sem ferimento
(Tabela 2).

Tabela 2 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a severidade e
incidéncia de Monilinia fructicola inoculado sem e com ferimento e de Rhizopus
stolonifer inoculado com ferimento, em péssegos ‘Chimarrita’, inoculados no dia
da colheita, tratados com elicitores em pré-colheita, ap6s 30 dias de
armazenamento refrigerado (0+0,2 °C, UR 95£2%) mais 4 dias a 20+2 °C, UR
60+5%, na safra 2013.

Monilinia fructicola Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer

(inoculado sem ferimento) (inoculado com ferimento) (inoculado com ferimento)
Tratamento AACPD AACPD AACPD
severidade incidéncia  severidade incidéncia  severidade incidéncia

Controle 147,3a 324,2a 50,8a 200,0ms2 50,8a 262,5a
ASM (30 mg L?) 77,4b 248,3b 16,7b 200,0 16,7b 67,6b
ASM (60 mg L?) 52,7cd 209,8bc 15,6bc 200,0 15,6bc 39,8cd
Sc(1mL LY 66,5bc 207,6bc 17,4b 200,0 17,4b 42,0c
Sc(2mL LY 36,8d 165,0c 11,8d 200,0 11,8d 36,7cd
Bs (10 mL LY) 33,8d 186,4c 13,0cd 200,0 13,1cd 20,7d
Qt(1ogLh 35,7d 191,3bc 11,3d 200,0 11,3d 20,2d

C.V.(%) 7,6 10,4 50,8 - 2,5 12,7

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™*N4o se aplica.
C.V. coeficiente de variacdo em %. ASM: acibenzolar-S-metil, dose em i.a. Sc: Saccharomyces cerevisiae, dose
em p.c. Bs: Bacillus subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH 4, dose em i.a. Fonte: producdo préprio autor.

De maneira geral, os resultados da safra 2016 repetiram os da safra 2013, sobretudo na
AACPD da severidade e da incidéncia de M. fructicola e na severidade de R. stolonifer, onde o
controle e 0 ASM (30 mg L™ apresentaram maiores valores (Tabela 3). Os tratamentos ASM
(60 mg L™?), S. cerevisiae (1 e 2 mL L), B. subtilis e quitosana reduziram a AACPD para

severidade nos dois patogenos, sem diferir entre si (Tabela 3). Quanto a incidéncia de R.
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stolonifer, somente os tratamentos B. subtilis e quitosana apresentaram valores menores do que

o0 controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a severidade e
incidéncia de Monilinia fructicola inoculado sem ferimento e de Rhizopus
stolonifer inoculado com ferimento, em péssegos ‘Chimarrita’, inoculados no dia
da colheita, tratados com elicitores em pré-colheita, ap6s 30 dias de armazenamento
refrigerado (0£0,2 °C, UR 95+2%) mais 4 dias a 202 °C, UR 60+£5%, na safra

2016.
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
(inoculado sem ferimento) (inoculado com ferimento)
Tratamento AACPD AACPD
severidade incidéncia severidade Incidéncia
Controle 203,8a 263,0a 112,2a 180,1a
ASM (30 mg L?) 164,6a 263,6a 90,3ab 163,4abc
ASM (60 mg L?) 34,8b 88,0b 76,0bc 165,6ab
Sc(1mL LY 36,3b 117,8b 66,4c 162,1abc
Sc (2mL LY 36,1b 129,6b 59,2¢c 133,5abc
Bs (10 mL LY) 22,7b 82,0b 55,8¢ 122,7bc
Qt(10gLY 19,9b 93,0b 58,0c 111,9c
C.V.(%) 27,9 30,6 14,4 14,8

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™Diferenca entre
médias, na coluna, ndo significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). ASM: acibenzolar-S-metil, dose em i.a. Sc:
Saccharomyces cerevisiae, dose em p.c. Bs: Bacillus subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH 4, dose em i.a.
Fonte: producdo prdprio autor.

No experimento in vitro, a incorpora¢do de ASM em meio de cultura ndo alterou a
AACPF de R. stolonifer em ambas doses e de M. fructicola na menor dose. A maior dose de
ASM reduziu em 7 % a AACPF de M. fructicola em relagdo ao controle (Tabela 4). O
tratamento com S. cerevisiae a 1 mg L™ com e sem a correcdo do pH do meio n&o interferiu no
crescimento micelial de M. fructicola, contudo, para R. stolonifer, o tratamento reduziu 70 e
60% o crescimento micelial com e sem correcao do pH, respectivamente (Tabela 4). A dose de
2mg LS. cerevisiae sem a correcéo de pH reduziu a AACPF de M. fructicola em 29 % e com
a correcdo em 7%, no entanto, o R. stolonifer apresentou maior sensibilidade sendo que néo foi
observado crescimento no tratamento sem a adicdo de NaOH, e, com a corre¢do, houve
crescimento micelial, porém com uma reducdo de 89% da AACPF (Tabela 4). O tratamento
com B. subitilis inibiu completamente o crescimento de M. fructicola e R. stolonifer o
tratamento reduziu 40% a AACPD (Tabela 4). A aplicacdo de somente quitosana inibiu em 17
e 16% o crescimento micelial de M. fructicola e R. stolonifer, respectivamente (Tabela 4). Nos
tratamentos com quitosana mais acido acético com ou sem corre¢do do pH ndo se observou

crescimento micelial de M. fructicola e R. stolonifer (Tabela 4).
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Tabela 4 — Area abaixo da curva de progresso do fungo (AACPF), com base no crescimento
micelial in vitro, de Monilinia fructicola e de Rhizopus stolonifer, com os elicitores
vertidos junto ao meio BDA, incubados por sete dias para M. fructicola e por 3 dias
para R. stolonifer em camara BOD 25+1°C, foto periodo de 12 horas.

Tratamento AACPD severidade
M. fructicola R. stolonifer

Controle 154,8ab 123,6a
ASM (30 mg LY 167,3a 114,2ab
ASM (60 mg L?) 144,1c 115,6ab
Sc (1 mL LY 147,1bc 37,2f
Sc(ImL L7+
NaOH 161,6ab 49,3e
Sc (2mL LY 88,2¢e 0,0h
Sc(2mL L) +
NaOH 114,6d 14,09
Bs (10 mL LY) 0,0f 73,0d
Qt(logL? 128,9¢cd 103,3c

-1
Qt(log L™+ 0,0f 0,0h
Ac. acético
Qt(10g LY+ Ac.
Acético + NaOH 0,0f 0,0h
C.V.(%) 12,9 11,2

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey(p<0,05). C.V. coeficiente de
variacdo em %. ASM: acibenzolar-S-metil, dose em i.a. Sc: Saccharomyces cerevisiae, dose em p.c. Bs: Bacillus
subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH 4, dose em i.a. Fonte: produg&o proprio autor.

O teor de proteinas totais foi menor para o tratamento controle na saida da camara e
apos 4 dias a 20+2 °C, S. cerevisiae (2 mL L) e quitosana apresentaram maiores teores de
proteinas totais, na saida da cAmara e apds 4 dias a 20+2 °C, respectivamente, estando 0s demais
tratamentos em posicOes intermediarias (Tabela 5).

A atividade da enzima peroxidase (PO), na saida da camara, foi 1.310% maior para o
tratamento com quitosana, 1.010% para B. subtilis e 1.000% para S. cerevisiae (2 mL L) sendo
que o ASM (30 mg L) néo diferiu do controle e os demais tratamentos ocuparam posi¢éo
intermediaria (Tabela 5). Apds 4 dias a 20+2 °C, os tratamentos S. cerevisiae (2 mL L), B.
subtilis e quitosana apresentaram maiores atividade da enzima PO estando os demais
tratamentos em equivaléncia ao tratamento controle (Tabela 5).

Na saida da camara foi observado maior atividade da enzina fenilalanina amonia-liase
(FAL) nos frutos tratados com quitosana e com B. subtilis, estando o0 ASM (30 mg L) em
igualdade com o controle e os demais tratamentos em posicdo intermediéria (Tabela 5). Apds
4 dias (20+2 °C), manteve-se a igualdade da atividade da FAL entre os tratamentos controle e
ASM (30 mg L) sendo o S. cerevisiae (1 mL L) o tratamento com maior atividade (Tabela
5).
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N&o foi observada atividade da enzima quitinase no tratamento controle nem no
tratamento ASM (30 mg L) na saida da cAmara e ap6s 4 dias (20+2 °C) (Tabela 5). Os demais
apresentaram atividades de quitinase equivalentes entre si na saida da camara sendo que apdés 4
dias (20+2 °C) os tratamentos S. cerevisiae (1 e 2 mL L) e B. subtilis tiveram a maior atividade
(Tabela 5).

Os acucares totais ndo apresentaram diferenca entre tratamentos e os agucares redutores
foram maiores nos tratamentos S. cerevisiae (1 e 2 mL L), B. subtilis e quitosana na saida da
camara mantendo-se S. cerevisiae (2 mL L), B. subtilis e quitosana com os maiores teores
apos 4 dias (20+2 °C) e o tratamentos controle e ASM (30 mg L) os menores (Tabela 5).

N&o foi observada atividade da enzima glucanase em nenhum dos tratamentos no
periodo analisado(dados ndo apresentados).

O teor de proteinas totais, atividade da FAL, da quitinase e da PO se correlacionaram
negativamente com o AACPD da severidade e da incidéncia de M. fructicola inoculado com e
sem ferimento, e de R. stolonifer inoculado com ferimento (Tabela 6). O coeficiente de
correlacdo entre o teor de proteina total e PO, FAL e quitinase foi de 0,68, 0,64 e 0,65,
respectivamente, apos 4 dias (20+2 °C) da saida da camara.

N&o houve diferenca dos atributos de qualidade: firmeza de polpa, acidez, sélidos
soltveis, angulo hue da regido vermelha e da verde, respiracdo e producdo de etileno em
péssegos ‘Chimarrita’, armazenados por 30 dias a 0+0,2 °C na saida da cAmara, e apds mais 4
dias a 20+2 °C na safra de 2013 (Tabela 7). Na safra de 2016 ndo se repetiu as analises
metabolicas de respiracdo e de producdo de etileno sendo que os demais atributos tiveram

comportamento semelhantes n&o diferindo entre si (Tabela 8).

Tabela 5 — Teores de proteinas totais, atividade da enzima peroxidase (PO), da fenilalanina
amonia-liase (FAL), da quitinase, teor de agucares totais e de acucares redutores
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em péssegos ‘Chimarrita’, armazenados por 30 dias a 0+£0,2 °C, UR 95+2%, na
saida da camara e ap0s 4 dias a 20+2 °C, UR 60+5%, safra 2013.

S P?;fé?ss Peroxidase FAL Quitinase Afg; ailges F@z Qdulft?)rreess
(ggh) (UEminy (G maL LEMT (gl 0°myg)
- - - Saida da cAmara - - -
Controle 0,504d 0,591d 0,017b 0,000b 72,18™ 0,112b
ASM(30 mg LY 0,798bc 0,565d 0,012b 0,000b 73,25 0,125b
ASM(60mg L)  0,723c 2,537c 0,118ab 0,858a 71,13 0,128b
Sc(1mLL%? 0,897ab 1,588c 0,115ab 1,277a 72,09 0,205a
Sc(2mL L1 1,034a 6,490c 0,109ab 0,975a 75,51 0,212a
Bs (10 mL LY) 0,885b 6,571b 0,170a 1,459a 76,99 0,207a
Qt(10gL?Y 0,936ab 8,322a 0,178a 1,653a 74,66 0,198a
C.V. (%) 7,6 18,3 24,4 22,8 6,4 11,5
---4diasa20+2°C---

Controle 0,356¢ 1,256b 0,022¢ 0,000c 73,76™ 0,081c
ASM(30 mg L'Y)  0,748b 2,436b 0,014c 0,000c 78,55 0,089¢c
ASM(60 mg L'1)  0,965b 2,204b 0,080b 0,887ab 76,07 0,183ab
Sc(ImL LY 0,847b 2,140b 0,114a 1,045a 63,51 0,191ab
Sc(2mL L% 0,832b 8,573a 0,101ab 1,005a 69,68 0,233a
Bs (10 mL LY 0,977b 6,946a 0,083ab 0,899a 67,49 0,237a
Qt(1oglL?Y 1,332a 6,917a 0,078b 0,676b 66,10 0,231a
C.V.(%) 12,8 17,3 19,3 14,3 16,3 23,6

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
®s)Diferenca entre médias, na coluna, ndo significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). ASM: acibenzolar-S-metil,
dose em i.a. Sc: Saccharomyces cerevisiae, dose em p.c. Bs: Bacillus subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH
4, dose em i.a. Fonte: producdo proprio autor.
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Tabela 6 — Coeficientes de correlacdo entre os atributos bioquimicos de teores de proteinas
totais, atividade da enzima peroxidase, da fenilalanina aménia-liase (FAL), da
quitinase, e a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em severidade
e em incidéncia de Monilinia fructicola inoculado sem e com ferimento e de
Rhizopus stolonifer
armazenados por 30 dias a 0+1°C, UR 95+2%, na saida da camara e apos 4 dias a
20+2 °C, UR 60£5%, safra 2013.

inoculado com ferimento em péssegos

‘Chimarrita’,

Proteinas totais FAL Quitinase Peroxidase
Saida 4 dias Saida 4 dias Saida 4 dias Saida 4 dias
M. fructicola sem ferimento
AACPD incidéncia -0,78:: -0,67:: -069’: -0,72:: -0,62:: -0,71:: -0,62:: -0,60::
severidade -0,82 -0,81 -0,69 -0,63 -0,67 -0,72 -0,73 -0,65
M. fructicola com ferimento
Incidéncia nsa nsa nsa nsa nsa nsa nsa nsa
AACPD severidade -0,83™  -0,777"  -0,56" -0,55™ -0,58™ -0,64™ -0,56™ -0,55™
R. stolonifer com ferimento
AACPD incidéncia -0,78:: -0,62:: -0,62::* -0,71::* -0,62::* -0,60:: -0,64:* -0,60::
severidade -0,83 -0,78 -0,55 -0,55 -0,58 -0,64 -0,56 -0,60

“Significativo a 0,1% de probabilidade.

“Significativo a 1% de probabilidade. "*Nao se aplica.

Tabela 7 — Firmeza de polpa (N), acidez (meq 100 ml™), sélidos soliveis (°Brix), cor da
epiderme (h°), respiragdo (mL CO, kg™ ht) e producéo de etileno (uL C2Has kgt hh)
em péssegos ‘Chimarrita’, ndo inoculados, submetidos a tratamento pré-colheita com
indutores, apo6s 30 dias de armazenamento (0+1 °C/UR de 95+2%) mais 4 dias em
condigdes ambiente (20+2 °C/UR de 60+5%), safra 2013.

Firmez

a  Acide

Cor da epiderme (h°)

Z 71" ~

Tratamento de polpa (meq ;(:Hsgiss Regiédo Regido  Respiragéo g;%(:ﬁgﬁg
(N) 100mL™) vermelha  verde
- - - colheita - - -
Controle 89,9m 6,8™ 11,4 44,2™ 109,1" 10,6 10,2"
ASM(30 mg L) 87,2 6,7 10,8 49,4 108,7 11,6 13,5
ASM(60 mg L) 92,0 6,5 11,3 49,8 108,4 12,5 15,6
Sc(lmLL? 89,9 6,2 10,8 46,9 107,9 12,6 12,3
Sc(2mL L% 88,4 6,0 10,9 47,8 104,2 11,9 12,2
Bs (10 mL LY) 91,1 6,3 10,7 44,6 107,3 12,3 12,5
Qt(1ogLh 86,8 6,0 11,1 40,6 106,2 12,6 12,9
C.V.(%) 7,2 8,4 34 15,4 2,5 9,7 26,6
---30diasa0°C mais 4 dias 2 20 °C - - -

Controle 10,4 4,3m 11,6 33,4m 96,7™ 18,2 14,6"
ASM(30 mg L) 11,1 4.4 12,4 32,7 96,8 13,3 16,9
ASM(60 mg L) 12,2 4,7 11,4 30,6 98,4 15,1 19,6
Sc(ImL LY 10,8 4.9 12,1 31,6 97,1 15,6 15,2
Sc(2mL LY 10,0 4.2 12,7 32,9 97,3 15,4 15,1
Bs (10 mL LY) 11,0 4,2 11,6 32,3 96,7 14,9 15,6
Qt(10gLh 10,7 4,1 12,4 33,8 98,2 15,2 15,6
C.V.(%) 14,8 8,7 5,7 16,5 3,8 16,8 19,4

"Diferenca entre médias, na coluna, ndo significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). ASM: acibenzolar-S-metil,
dose em i.a. Sc: Saccharomyces cerevisiae, dose em p.c. Bs: Bacillus subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH
4, dose em i.a. Fonte: producdo proprio autor.
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Tabela 8 — Firmeza de polpa (N), acidez (meq 100 ml?), sélidos soliveis (°Brix), cor da
epiderme (h°) em péssegos ‘Chimarrita’, ndo inoculados, submetidos a tratamento
pré-colheita com indutores, ap6s 30 dias de armazenamento (0+1 °C/UR de 95+2%)
mais 4 dias em condic¢Ges ambiente (20£2 °C/UR de 60+5%), safra 2016.

Firmeza Acidez Solidos Cor da epiderme (h°)

Tratamento de polpa (meq Soliveis  Regido Regido

(N) 100mL*) (°Brix)  vermelha verde

- - - colheita - - -
Controle 53,2™ 5,5™ 8,6 29,4m™ 96,7™
ASM(30 mg L) 52,9 5,8 8,8 29,9 96,4
ASM(60 mg L) 53,5 5,8 8,5 32,5 98,4
Sc(ImL LY 52,6 54 7,3 28,3 96,5
Sc(2mL LY 50,8 5,9 7,7 29,8 93,7
Bs (10 mL LY) 52,8 6,0 8,1 32,5 97,2
Qt(10gL™h 50,7 5,7 7,2 30,0 94,2
C.V.(%) 17,8 9,3 11,3 52 2,5
---30diasa0°C mais 4 diasa20°C---

Controle 5,2™ 3,4™ 9,2 33,1™ 87,4™
ASM(30 mg L) 4,4 3,2 9,4 32,7 88,4
ASM(60 mg L?) 48 2,9 8,9 33,0 90,6
Sc(1mLLY) 4,6 3,2 8,0 33,2 87,3
Sc(2mL LY 51 3,3 9,2 34,7 88,1
Bs (10 mL LY) 53 3,5 9,0 33,3 86,5
Qt(10gL™h 4,9 3,6 8,7 31,0 83,8
C.V.(%) 15,8 12,2 57 6,5 2,3

"Diferenca entre médias, na coluna, ndo significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). ASM: acibenzolar-S-metil,
dose em i.a. Sc: Saccharomyces cerevisiae, dose em p.c. Bs: Bacillus subtilis, dose em p.c. Qt: quitosana em pH
4, dose em i.a. Fonte: produg&o préprio autor.

2.5 DISCUSSAO

O ASM na dose de 30 mg L™ ndo reduziu de forma consistente a manifestacdo das
doencas estudadas (Tabelas 1, 2 e 3) e também ndo alterou a atividade das proteinas
relacionadas a patogénese quitinase, FAL, PO (Tabela 6) possivelmente pela dose baixa incapaz
de desencadear o processo de inducdo de resisténcia (SIEGRIST et al., 1997). Resultados
semelhantes foram encontrados por Soares, Maringoni e Lima (2004), que ndo observaram
efeito do ASM na inducdo de resisténcia do feijoeiro a murcha-de-Curtobacterium. Contudo na
dose de 60 mg L de ASM observou-se reducdo do desenvolvimento dos patdgenos Monilinia
fructicola e Rhizopus stolonifer nos frutos (Tabelas 1, 2 e 3). Diversos trabalhos encontraram
resultados semelhantes mostrando o efeito indutor do ASM e a capacidade de retencdo do
desenvolvimento de doencas em diversos patossistemas como Blumeria graminis em trigo
(GORLACH et al., 1996); Peronosclerospora sorghi em milho (MORRIS et al., 1998);
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e Pseudomonas syringae pv. tomato em tomate
(LOUWS et al., 2001); Trichothecium roseum em meldo (GE et al.,, 2015) e Fusarium
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oxysporum em alface (GILARDI et al., 2016). O efeito dos tratamentos com ASM seria indireto
no controle da podriddo-parda, através da RSA, pois houve incremento na atividade de
proteinas relacionadas a patogénese (Tabela 6), e ndo foi observada a reducdo do crescimento
micelial in vitro para o patogeno R. sotolonifer (Tabela 4). Para M. fructicola os efeitos direto
e indireto poderiam ter ocorrido, uma vez que houve diminuicdo do crescimento in vitro de M.
fructicola na dose de 60 mg L (Tabela 4).

A reducdo na ocorréncia de doencas nos tratamentos com S. cerevisiae tambeém foi
observado por Dantas et al. (2004) em pos-colheita de maméo, por Gouvea et al. (2009) em
morango e por Nally et al., (2012) em p6s-colheita de uvas de mesa. Esses autores relacionaram
o controle das doencas com a inducdo de resisténcia pelo aumento da atividade de proteinas
relacionadas a patogénese como: a FAL e PO, além da quitinase. Os resultados das analises
fitopatologicas e das bioquimicas refletem a capacidade indutora do mananoligossacarideo
fosforilado da parede celular de S. cerevisiae, que ao ser reconhecido pela planta desencadeia
0 processo de RSA.

O controle de podriddo-parda e podriddo-mole pode ter sido favorecido pelo efeito
direto do produto comercial AgroMos® (Tabela 4). Em trabalho desenvolvido por Costa et al.
(2010), conduzido com o produto comercial AgroMos® e com o mesmo produto sem sulfato de
cobre em sua formulacdo, aplicados no meio de cultura e posteriormente inoculados com
Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, foi observado que possivelmente o
maior efeito do produto comercial AgroMos®, na inibicdo do crescimento da coldnia do
patégeno, seria devido a presenca do Cu** em sua formulacdo comercial. Contudo, os autores
testaram doses mais altas que as do presente trabalho, tendo a maxima dose de 57 mL L. No
presente trabalho, o Cu™ poderia ter sofrido o processo de quelatizacéo por moléculas organicas
presentes no meio de cultura, reduzindo assim sua toxicidade e ndo alterando significativamente
o crescimento micelial de M. fructicola no tratamento com 1 mL L™ de S. cerevisiae (Tabela
4). Os resultados in vitro para S. cerevisiae demonstram diferenca entre a suscetibilidade dos
patdgenos ao AgroMos® e que as causas diretas do produto podem estar associadas a presenca
de Cu** e a reducéo do pH do meio de cultura pela a adi¢io de AgroMos®.

O total controle dos patégenos no tratamento B. subtilis na safra 2013 (Tabela 1) nos
frutos inoculados naturalmente e o0 menor desenvolvimentos das doencas nos demais (Tabelas
2 e 3) foi alcangado pelo poder indutor de B. subtilis, evidenciado no presente trabalho pela
maior atividade das enzimas FAL, PO e quitinase (Tabela 5), somados a agéo direta que o
tratamento teve sobre os patégenos onde inibiu totalmente o crescimento micelial de M.

fructicola e reduziu abundantemente o crescimento de R. stolonifer (Tabela 4). O controle de
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podridao-mole com Bacillus subtilis também foi encontrado por Wang et al. (2013). Os autores
utilizaram tratamentos com Bacillus subtilis cepa SM21 que se mostraram eficientes no controle
de podriddo-mole (R. stolonifer) em péssegos ‘Baifeng’, quando aplicados em ferimento e
posteriormente inoculados com esporos de R. stolonifer. Outros trabalhos também encontraram
resultados positivos no emprego de B. subtilis no controle de patégenos como de Fusarium
oxysporum em Artemisia selengens (CHEN et al., 2017). Segundo Ongena e Jacques (2008)
muitos foram os trabalhos que relataram inducéo de resisténcia de plantas a patdgenos quando
aplicado B. subtilis por exemplo: algoddao a Meloidogyne sp.; pepino a Colletotrichum sp.;
tomate a TMV (tomato mosaic virus), Pythium sp., Phytophthora sp. e a Fusarium sp. Essa
acdo direta sobre os patdgenos pode estar associada aos lipopeptideos produzidos por diversas
espécies de Bacillus e presentes no produto comercial utilizado no experimento Serenade®
(ONGENA; JACQUES, 2008). Dentre os lipopetideos, trés familias sdo produzidas pelo género
Bacillus, sendo elas fengicinas, surfactinas e iturinas (ONGENA; JACQUES, 2008) que
apresentam propriedades surfactantes, rompendo as membranas dos patdgenos, propiciando o
extravasamento do liquido celular e posterior lise das células (FIEDLER; HEERKLOTZ,
2015).

A retencdo do desenvolvimento da podriddo-parda e podriddo-mole observada no
presente trabalho, com a aplicacdo de quitosana, estd associada a capacidade de induzir a
resisténcia sistémica adquirida que o composto apresenta somadas ao seu efeito antiflngico.
Diversos trabalhos citam o efeito indutor da quitosana (ZHANG; QUANTICK, 1997;
FAJARDO etal., 1998; ZHANG; QUANTICK, 1998; MAZARO et al., 2008; LOU et al., 2011;
ROMANAZZI et al., 2002; LIU et al., 2007; AUBEL et al., 2016). Apds percebido pela
epiderme do vegetal, a quitosana desencadeia a expressdo de genes relacionados a resisténcia
(ZHANG et al., 2015), acumulando e/ou aumentando a atividade de enzimas como fenilalanina
amonia-liase, peroxidase e quitinase (DURRANT; DONG, 2004). Observou-se efeito direto da
quitosana sobre os patdgenos quando somente a quitosana foi vertida e dissolvida ao meio de
cultura, (Tabela 4). Devido a quitosana se comportar como um cation, ha uma facilitacdo de
sua interacdo com componentes que agem como anions na membrana plasméatica dos
patdgenos, ocorrendo assim o extravasamento do liquido celular (KONG et al., 2010),
principalmente pela possivel competicdo do composto com o Ca* pelos sitios de ligacdo
eletronegativos presentes na superficie das membranas (GOY; BRITTO; ASSIS, 2009).

O aumento do teor de proteinas totais pode estar associado a maior sintese, devido ao
desencadeamento da RSA, de proteinas relacionadas a patogénese, como a quitinase, e a outras

proteinas que atuam na defesa das plantas contra os patdgenos como lizosimas e osmotinas
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(VAN-LOON et al., 2006). A menor quantidade de proteinas totais no tratamento controle
(Tabela 5) juntamente com a correlacdo positiva entre o teor de proteinas totais e a atividade
das enzimas PO, FAL e quitinases, citadas no item resultados evidenciacdo a relacdo entre o
teor de proteinas totais e a maior atividade das enzimas relacionadas a patogénese.

As enzimas FAL e PO, que séo enzimas chave do processo de RSA (CAVALCANTI
et al., 2005), foram ativadas (Tabela 5) e sua correlacdo com a incidéncia e severidade das
doencas é negativa (Tabela 6). Possivelmente essa correlagdo € resultado do processo de
lignificacdo em que estdo envolvidas. A FAL catalisa a reacdo de deaminacdo da fenilalanina
para o acido cindmico sendo iniciada a sintese de lignina pela polimerizag&o de produtos iniciais
da rota dos fenilpropanoides (STICHER et al., 1997). Infere-se a PO a catalisa¢do do Ultimo
passo da formacdo da lignina (WOJTASZEK, 1997). Com a intensificacdo da lignificacdo
através da maior atividade das enzimas FAL e PO a parede celular se torna mais protegida
inibindo a infec¢do e o desenvolvimento dos patogenos.

A quitinase ndo teve atividade detectada no tratamento controle (Tabela 5) e também
possui correlacdo negativa com os quesitos de desenvolvimento dos patdégenos (Tabela 6). A
atuacdo antimicrobiana da enzima esta associada ao seu poder catalizador da hidrolise dos
polimeros de quitina que compde a parede celular dos fungos (VAN-LOON et al., 2006).

A elevacdo do teor de agucares redutores nos tratamentos com os indutores (Tabela 5)
pode ter sido resultado da demanda energética gerada pela ativacdo do metabolismo secundario
e da sintese, acumulo e ativacao das proteinas relacionadas a patogénese.

Né&o foi observado diferencas entre tratamento para os atributos de qualidade avaliados
em ambas as safras, ndo havendo efeito de tratamento na maturagdo e no amadurecimento dos
frutos durante o armazenamento (Tabela 7 e 8). Mazaro et al. (2008) relataram alteracGes em
alguns atributos de qualidade em resposta a altas doses de quitosana em morango, associado a
fitotoxidez. Por outro lado, no mesmo trabalho os autores ndo observaram efeito da quitosana
no teor de solidos sollveis ao mesmo tempo que observaram melhor manutencdo da firmeza
em frutos tratados com quitosana. A alteracdo dos atributos de qualidade e metabdlicos por
parte dos elicitores ndo se encontra conclusivamente descrita na literatura, sofrendo influéncia
do elicitor utilizado, do material vegetal e do nivel de alteracdo do metabolismo secundario que

o elicitor desencadeia.

2.6 CONCLUSOES
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As aplicaces em pré-colheita de ASM (60 mg L), mananoligossacarideo fosforilado
da parede celular de S. cerevisiae, B. subtilis e quitosana reduziram o desenvolvimento da
podriddo-parda e da podriddo-mole em péssegos ‘Chimarrita’.

ASM, mananoligossacarideo de S. cerevisiae, B. subtilis e quitosana alteraram o0s
atributos bioquimicos dos frutos, ativando as proteinas relacionadas a patogénese, como a
peroxidase, fenilalanina amonia-liase e quitinase.

Os compostos ASM, mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, B. subtilis e
quitosana induziram a resisténcia, atuando na resisténcia sistémica adquirida.

Os tratamentos com mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, B. subtilis e
quitosana, além da capacidade indutora de resisténcia, agem diretamente sobre os patdgenos,
reduzindo seu crescimento micelial in vitro.

Os tratamentos nao interferiram nos atributos de qualidade e metabdlicos dos frutos.
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3 OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon nardus, Citrus reticulata E Corymbia citriodora
COMO ALTERNATIVA NO MANEJO DE PODRIDOES EM PESSEGOS
‘CHIMARRITA’

3.1 RESUMO

As perdas causadas pelas doencas podriddao-parda (Monilinia fructicola) e podriddo-mole
(Rhizopus stolonifer) podem ser substanciais e poucas sdo as alternativas para o controle em
pos-colheita. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus reticulata) e eucalipto citriodora (Corymbia
citriodora) aplicado via fumigagdo, nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 uL L™, sobre o
desenvolvimento da podridao-parda e podriddo-mole em péssegos ‘Chimarrita’ armazenados €
dos seus agentes causais in vitro, bem como sobre a qualidade dos frutos apds o
armazenamento. Também foi identificada a composicdo dos 6leos essenciais utilizados. No
experimento in vitro os 6leos foram fumigados no interior das placas de Petri. Utilizou-se um
adesivo colado na tampa onde aplicaram-se os 6leos. Foram avaliados o crescimento micelial,
a producdo e a germinacdo de esporos. No experimento in vivo, apés a colheita os frutos foram
separados em trés grupos, um inoculado com M. fructicola, outro com R. stolonifer e o terceiro
sem inoculacdo. Utilizou-se um recipiente plastico para acondicionar os frutos e fumigar os
6leos essenciais de citronela, tangerina e eucalipto, durante o periodo de armazenamento
refrigerado. Os frutos foram armazenados por 30 dias a 0£0,2 °C seguido por mais 4 dias a
20+2 °C. Foi avaliado no experimento in vivo a area abaixo da curva de progresso da doenca,
com base na incidéncia (AACPD:I) e severidade (AACPDs), a producio de esporos por cm? da
les@o e a viabilidade de esporos para os dois patdgenos. Também foram avaliados os atributos
de qualidade e as taxas respiratoria e de producdo de etileno. Observou-se que 0s 0Oleos
essenciais avaliados apresentaram de 10 a 23 compostos de diferentes classes moleculares
(terpenos, terpenoides e fenilpropanoides), em diferentes concentrag@es. A aplicacdo dos 6leos
essenciais das trés espécies vegetais avaliadas reduziu o desenvolvimento in vitro e in vivo de
de M. fructicola e R. stolonifer. A dose de 1.000 puL L do 6leo de citronela e de eucalipto
causaram fitotoxidez e incrementaram a taxa de producdo de etileno, e o 6leo de eucalipto
aumentou a respiracdo e causou menor firmeza de polpa e acidez titulavel. Os demais quesitos
de qualidade ndo sofreram alteracdes com a aplicacdo dos 6leos essenciais.

Palavras-chave: Prunus persica. Fitotoxidez. Controle alternativo. Terpenoides. Citronelal.
Citronelol. Limoneno.

3.2 INTRODUCAO

As perdas por podriddes que ocorrem na cadeia produtiva do pessegueiro sao
significativas no Brasil (AMORIN et al., 2008) e no mundo (LARENA et al., 2005), mesmo
com os cuidados fitossanitarios adotados.

O controle da podriddo-parda e podriddo-mole se inicia em pré-colheita, com aplicagao
de fungicidas, mas poucas sdo as alternativas disponiveis em poés-colheita para auxiliar o

manejo fitossanitario. Para a podriddo-mole (Rhizopus stolonifer) existe somente um fungicida
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com registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, no site AGROFIT em 22
de fevereiro de 2017, para uso em poés-colheita. Ja para a podriddo-parda (Monilinia fructicola),
que é a principal doenca pos-colheita em péssego (PAVANELLO et al., 2015a), ndo had nenhum
produto registrado.

Apesar do método quimico de controle, com sucessivas aplicacdes ao longo do ciclo,
iniciando na floragdo e estendendo-se até proximo a colheita, ser o mais empregado para o
controle das doencas (MAY-DE MIO et al., 2008) e ser considerado como o0 método mais
eficiente (MOREIRA; MAY DE MIO, 2009; PAVANELLO et al., 2015b), grandes perdas
ocorrem devido a incidéncia de doencas (FORTES, 2003; PAVANELLO et al., 2015 a,b). Além
disso, se empregado somente 0 método quimico, sem a devida aten¢do ao manejo adequado da
cultura, pode se perder a eficiéncia de moléculas no controle das doencas. O produto benomil
aplicado amplamente para controlar M. fructicola, perdeu sua eficiéncia em consequéncia da
resisténcia desenvolvida pelo patégeno (MAY DE MIO et al., 2004). Novas moléculas surgiram
para atender a demanda de controle da doenca, como o tebuconazol. No entanto essas também
estdo sujeitas a se tornarem ineficientes.

Além do desenvolvimento de resisténcia as moléculas, o uso frequente e indiscriminado
de produtos quimicos gera problemas ambientais e efeitos negativos a satde do produtor rural,
gque manuseia 0 agrotéxico concentrado, bem como a do consumidor, devido aos residuos
possivelmente existentes nos frutos, que podem ser carcinogénicos e teratogénicos
(SKANDAMIS et. al., 2001). Na busca de uma agricultura mais sustentavel, a utilizacdo de
métodos de controle alternativos ao quimico ou associados a esses, no entanto, mais
econdmicos e menos toxicos € um caminho. Além disso, haveria a possibilidade de campanhas
de marketing mais eficientes, aproveitando o nicho de mercado crescente, onde consumidores
buscam alimentos seguros que foram produzidos com responsabilidade ambiental e respeito a
salde humana. Nesse contexto, se enquadra o uso de extratos vegetais e 6leos essenciais como
uma alternativa de baixo custo onde o material vegetal poderia ser cultivado, e extraido seu
6leo essencial pelo préprio produtor.

Os Oleos esséncias sdo constituidos de metabolitos secundarios das plantas, que
apresentam caracteristicas volateis e de baixo peso molecular, compreendendo principalmente
os compostos fendlicos, fenilpropanoides, terpenos e terpenoides (PICHERSKY; NOEL,;
DUDAREVA, 2006; BAKKALI et al., 2008; MARCETIC et al., 2016).

Produtos derivados de plantas sdo utilizados desde o século XIX para o controle de

insetos e doengas, como 0s & base de Nicotiana spp., fonte de nicotina, Chrysantemum
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cinerariaefolium, C. roseum, C. coccineum, fontes de piretrina e Derris spp., de rotenona (DE
MORAES, 2009).

O dleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), com alto teor de terpenoides,
possui acdo antimicrobiana (ANDRADE et al., 2012), mostrando-se util na desinfeccdo de
superficies metalicas (OLIVEIRA et al. 2010). O potencial antimicrobiano do 6leo essencial de
citronela pode ser usado para o controle de fungos fitopatogénicos. Pereira et al. (2012)
observaram reducdo das doencas causadas por Hemileia vastatrix e Cercospora caffeicola em
cafeeiro com o uso de dleo essencial de citronela.

Outro 0leo essencial, que se destaca pela sua disponibilidade, devido a elevada oferta
gerada pelo residuo das agroindustrias nacionais, € o de tangerina (Citrus reticulata). O Brasil
é um grande exportador de suco de laranja (FAO, 2015) e essa grande producdo gera uma
elevada quantidade de residuos caracterizados por restos de polpa, cascas e sementes
provenientes do processo de esmagamento (FARIAS-SILVA et al., 2016). Uma alternativa de
destinagdo poderia ser a extracdo de 6leo essencial para utilizacdo no controle de doencas pds-
colheita. Estudos tém demonstrado o potencial dos Oleos essenciais de citros e seus
componentes na reducdo do crescimento micelial e na germinacdo de esporos de Penicillium
digitatum e P. italicum (DROBY et al., 2008; WANG et al., 2012).

Em estudos realizados por Ramenazi et al. (2002) foi observado grande a¢do antiflngica
do 6leo de eucalipto (Corymbia citriodora), sendo mais potente que o fungicida sintético
mancozeb no controle in vitro dos patdégenos: Macrophomina phaseolina, Colletotrichum
lindemuthianum, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Bipolaris oryzae, Alternaria triticina,
Rhizoctonia solani e Alternaria solani. O potencial do 6leo de eucalipto citriodora na inibicdo
da germinacao de esporos foi observado por Medice et al. (2007), onde a concentracdo de 1%
inibiu 100% da germinacdo de uredosporos de P. pachyrhizi em meio agar-agua. Também foi
encontrado por Dias-Arieira et al. (2010) controle do crescimento micelial in vitro de
Colletotrichum acutatum em morangueirocom o uso do 6leo essencial de eucalipto citriodora.

Tendo em vista as dificuldades de controle das doencas pos-colheita na cultura do
pessegueiro juntamente com o potencial dos 6leos essenciais, esse trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do Oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus
reticulata) e eucalipto (Corymbia citriodora) aplicados via fumigacéo, nas doses de 0, 50, 100,
500 e 1.000 pL L1, sobre o desenvolvimento in vitro e in vivo dos agentes causais da podridao-
parda e podriddo-mole em péssegos ‘Chimarrita’ armazenados, bem como sobre a qualidade

dos frutos apds o armazenamento.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Para determinar a acdo antifingica do Oleo essencial de citronela desenvolveu-se
experimentos in vivo e in vitro. Para o experimento in vivo, foram colhidos frutos de pessegueiro
cultivar Chimarrita, de um pomar comercial localizado em Urussanga, SC, na safra de 2013,
que no momento da colheita apresentavam, 91,7 N, 5,4 meq 100mL™, 11,2 °Brix e 106,8 °hue
de firmeza de polpa, acidez titulavel, solido soltveis e cor de fundo, respectivamente. Os frutos
foram separados em trés grupos, feridos e inoculados com Monilinia fructicola, feridos e
inoculados com Rhizopus stolonifer, além dos frutos mantidos sob inoculag&o natural, conforme
o0 descrito no capitulo um. Foi efetuado um ferimento por fruto tendo o cuidado de evitar o
contato do ferimento com a superficie do recipiente e com outros frutos no momento da
armazenagem. Os fungos utilizados nos experimentos foram isolados a partir de frutos
apresentando sintomas das doencas podridao-parda e podriddao-mole, provenientes do mesmo
pomar que os utilizados para implantar os experimentos. Apos a inoculagdo alocaram-se 12
frutos, constituindo a unidade amostral, em recipientes plasticos de 4,1 L de volume interno.
Foram aplicados os Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus
reticulata) e eucalipto (Corymbia citriodora) sob fumigacao nas doses de 0, 50, 100 e 1.000 pL
L1, Para a realizagdo da aplicacdo dos tratamentos, foi vertida a quantia correspondente de 6leo
em um frasco de aproximadamente 50 mL que foi mantido junto aos frutos. Apés reservar o
6leo a ser volatizado junto aos frutos, os recipientes de 4,1 L foram selados com filme plastico
de policloreto de vinila (PVC) moldavel. Para se conseguir as concentracdes desejadas foi

utilizada a férmula abaixo:

Cf . VI = Coe . Voe (4)

Cr: concentragdo de 6leo essencial fumigada em pL L%; Vi: volume livre (L) no interior
do recipiente onde os frutos foram alocados; Cee: concentragdo do 6leo essencial (1.000 pL L
1Y; Voe: volume calculado de 6leo essencial a ser vertido no frasco e mantido junto aos frutos
durante o periodo de armazenamento.

O volume livre foi determinado descontando-se dos 4,1 L do recipiente, o volume de
frutos e o volume do frasco para a aplicacéo do 6leo essencial. O volume de frutos alocados no

recipiente foi determinado pela seguinte férmula:

Vi = Ms . D (5)
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V+. volume dos frutos (I); M. massa dos frutos (kg); Dms: densidade média do péssego
‘Chimarrita’ (g cm™). Para a determinacéo da densidade média, foram utilizados os mesmos
frutos para a caracterizacdo da maturacdo, trés repeticdes de 60 frutos. Para o célculo da
densidade média dos frutos pesaram-se individualmente os frutos e, também de forma
individual, se determinou 0 empuxo resultante da imerséo do fruto em um recipiente com &gua,
sem toca-lo dos lados e nem no fundo, sobre uma balanc¢a analitica. O valor lido na balanca
corresponde a0 empuxo, e, conhecendo-se a massa especifica da agua, pode-se chegar ao
volume deslocado de agua, que é igual ao volume do fruto. Com a divisao das massas dos frutos
por seus volumes encontrou-se a densidade média do fruto.

Apds o selamento, os frutos foram armazenados em camara fria a 0£0,2 °C, UR 95+2%
por 30 dias. Os frutos foram analisados na saida da camara e por mais quatro dias a 20£2 °C,
UR 60+5% quanto a area abaixo da curva de progresso da doenca para a incidéncia (AACPDi)
e para a severidade (AACPDs), conforme descrito no primeiro capitulo.

Os atributos de qualidade firmeza de polpa (N), acidez titulavel (meq 100 mL™), sélidos
solliveis (°Brix), respiragdo (mL CO2 kg h'?) e de producéo de etileno (UL C2Ha4 kg™t ht) foram
quantificados ap6s 30 dias de armazenamento refrigerado mais quatro dias de exposi¢do dos
frutos a 20£2 °C, conforme descrito no primeiro capitulo.

Avaliou-se a producdo e a viabilidade de esporos, ap6s a saida da cdmara mais 4 dias a
20+2 °C. Com auxilio de um bisturi cirurgico namero 22, retiraram-se as estruturas fangicas
presentes sob cada uma das les6es de M. fructicola e R. stolonifer, coincidindo com o ferimento
da inoculagdo, numa area de 1 cm?, colocando-as em tubos de Eppendorf, com 1,5 mL de uma
solugdo de Tween® 20 (0,05% v/v) em agua destilada autoclavada. Apds agitar em agitador
mecanico de tubos tipo Vortex, por cerca de 5 segundos, foi quantificada, através de um
hemacitdmetro e microscopio éptico, a quantidade de esporos produzidos, conforme Fernandez
(1993). Verteram-se 500 uL de 4 tubos Eppendorf, pegos aleatoriamente, de cada tratamento,
em uma placa de Petri de 100 mm de diametro contendo meio &gar-agua. O contetido dos tubos
Eppendorf foi vertido de forma equidistante na placa de Petri. Ap6s 48h contaram-se um total
de 100 esporos por contetdo do tubo Eppendorf, e 0s esporos viaveis, que apresentavam
crescimento do tubo germinativo igual ou maior que seu raio, assim determinando a viabilidade
dos esporos.

Os experimentos in vitro, consistiram em aplicar o Oleo essencial citronela
(Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus reticulata) e eucalipto (Corymbia citriodora) nas

mesmas doses que o in vivo, via fumigacdo, no interior das placas de Petri, com discos retirados
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de colonias puras de M. fructicola e R. stolonifer, conforme descrito no experimento in vitro do
capitulo anterior. A aplicacdo do 6leo no interior da placa de Petri foi realizada através do
método do disco de papel, paper disc method, descrito por Asghari et al. (2009), com
adaptacdes. A aplicacdo consistiu em colar um adesivo na parte superior interna, tampa, da
placa de Petri, vertendo-se gentilmente no adesivo, evitando o escorrimento, o volume de 6leo
necessario para se alcangar a concentragdo a ser avaliada. Para determinar o volume de 6leo a
ser aplicado, utilizou-se a formula (4), onde V) corresponderia ao volume interno livre da placa.

O percentual de controle da lesdo (PC) foi calculado com base na area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) com base na severidade, correspondendo ao didmetro medio
das coldnias, sendo o PC obtido através da seguinte formula:

PC (%) = [(AACPDsc — AACPDsoe) / AACPDsc] * 100 (6)

Onde, AACPDsc = érea abaixo da curva de progresso da doenca, severidade, do
tratamento controle; e AACPDsoc area abaixo da curva de progresso da doenca, severidade,
dos tratamentos com diferentes doses de oleo essencial de citronela.

A determinacdo da AACDPs, bem como as condi¢fes de incubacdo, para o experimento
in vitro foram as mesmas descritas no capitulo um.

A producéo de esporos, no experimento in vitro, foi obtida vertendo-se uma solugéo de
10 mL de agua destilada autoclavada e Tween® 20 (0,05% v/v), no interior da placa, fazendo-
se uma leve raspagem com espatula de plastico para liberar os esporos, utilizando um
hemacitdmetro e microscépio, semelhante ao descrito por Fernandez (1993).

A viabilidade de esporos foi obtida da mesma maneira que no experimento in vivo,
sendo utilizados os esporos provenientes da solucdo de contagem que determinou a producao
de esporos.

Através do ajuste de equaces de regressao estimou-se a concentracdo inibitoria de 50%
(Clso), com base no crescimento micelial. Devido a inibicdo total do crescimento de M.
fructicola a partir da dose de 50 pL L do dleo de citronela, menor dose utilizada no
experimento in vivo, desenvolveu-se outro experimento com as doses de 1, 2, 3, 4 e 8 uL L*
para entdo se encontrar a Clso. Para 0 6leo de tangerina, as doses utilizadas foram 0, 1, 2, 4 e
8%, devido a baixa sensibilidade do patdgeno R. stolonifer ao 6leo.

Os dbleos essenciais utilizados nesse trabalho tiveram sua composicao quimica definida
no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (Embrapa) Agroindustria Tropical. Utilizou-se a cromatografia gasosa e
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espectrometria de massa para a quantificagdo dos compostos quimicos do 6leo, conforme
Ribeiro et al. (2015).

Os experimentos seguiram o delineamento inteiramente casualizado tendo o in vivo
quatro repeticdes e o in vitro 10 repeticdes por tratamento. Os dados de AACPDs, AACPDi e
PC foram submetidos a anélise de regressdo e os de qualidade e de producéo e viabilidade de
esporos a anélise de contrastes ortogonais polinomiais pelo programa estatistico SAS. Os dados
de viabilidade de esporos dos experimentos in vivo e in vitro foram transformados pela equacéo

arco-seno [(x+0,5)/100]*2 antes da analise de regressao.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus)

O o6leo essencial de citronela utilizado no presente trabalho apresentou como compostos
principais o citronelal, geraniol e citronelol, que juntos representaram 68% dos volateis, sendo
0 mais abundante o citronelal com 36,18% (Tabela 9). Estdo presentes no 6leo essencial de
citronela 23 compostos pertencentes a cinco classes moleculares, sendo a dos monoterpenoides
responsavel por 55,47% da area relativa (Tabela 9). Resultados semelhantes foram encontrados
por Kapoviessi et al. (2014), que trabalhando com Cymbopogon nardus oriundos de Benin, pais
do continente africano, encontraram 28 compostos, sendo também o citronelal o composto em
maior concentracdo no 6leo essencial com 35,9 %. Castro et al. (2007), trabalhando com
citronela cultivada na regido norte do Brasil, Andrade et al. (2012) e Oliveira et al. (2010),
utilizando plantas provenientes da regido sudeste do Brasil, encontraram valores de érea relativa
semelhante ao presente trabalho. Apesar de a sintese e 0 acumulo dos metabdlitos secundarios
ser variavel e dependente de muitos fatores como estresses abioticos, herbivoria e alteracbes
climaticas, a composi¢do do 06leo essencial de citronela utilizado no presente trabalho se
apresentou similar aos utilizados em outros trabalhos.

A aplicacéo via fumigacio do 6leo essencial de citronela a 50, 100, 500 pL L reduziu
a area abaixo da curva de progresso da doenca para a incidéncia (AACPDiI), tanto para 0
patdgeno M. fructicola quanto para o R. stolonifer (Figura 1). Na dose de 1.000 pL L houve
aumento da AACPDi para os dois patogenos, sendo que para R. stolonifer esse aumento foi
menos intenso (Figura 1).

Para a AACPDs a aplicagdo do 6leo de citronela teve comportamento semelhante a

AACPDiI, porém, sem o incremento final na dose de 1.000 puL L (Figura 1). A reducdo da



AACPDs foi menos acentuada para o patdgeno R. stolonifer do que para M. fructicola (Figura

1).
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Tabela 9 — Composto quimico, indice de Kovats, area relativa e classificagdo molecular dos
componentes do dleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), determinados por
de cromatografia gasosa/espectrometria de massa.

Composto IK Area Relativa (%) Classe Molecular
citronelal 1153 36,18 Monoterpendide
geraniol 1252 18,85 Monoterpendide
citronelol 1225 12,82 Monoterpeno
elemol 1549 4,24 Sesquiterpeno
acetato de citronelol 1352 3,60 Monoterpeno
d-cadineno 1523 3,52 Sesquiterpeno
limoneno 1029 3,20 Monoterpeno
R-elemeno 1390 3,00 Sesquiterpeno
acetato de geranila 1381 2,87 Monoterpeno
germacreno-d 1484 2,13 Sesquiterpeno
a-eudesmol 1653 1,45 Sesquiterpenoide
muurolol 1646 0,93 Sesquiterpendide
a-muuroleno 1500 0,92 Sesquiterpeno
y-cadineno 1513 0,91 Sesquiterpendide
isopulegol 1049 0,87 Monoterpeno
germanocreno-d-4-ol 1575 0,70 Sesquiterpeno
eugenol 1359 0,68 Fenilpropandide
germanocreno-a 1509 0,60 Sesquiterpeno
iso-isopulegol 1159 0,53 Monoterpeno
Linalol 1098 0,52 Monoterpeno
y-eudesmol 1632 0,52 Sesquiterpeno
B-eudesmol 1650 0,51 Sesquiterpendide
Geranial 1267 0,44 Monoterpendide

IK: Indice Kovats, coluna HP-5. Fonte: produgéo do préprio autor, 2017.
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Figura 1 — Area abaixo da curva de progresso da doenca da incidéncia (AACPDI) e da
severidade (AACPDs) de Monilinia fructicola (Mf) e de Rhizopus stolonifer (Rs),
em péssegos ‘Chimarrita’, apds 30 dias de armazenagem (00,2 °C/UR de
95+2%) na presenca de 6leo essencial de citronela nas doses de 0, 50, 100, 500 e
1.000 pL L1, seguidos por mais 4 dias em condi¢des ambiente (2042 °C/UR de

6025%).
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R?: coeficiente de determinacéo. Fonte: elaboracdo do
préprio autor.

A producéo de esporos por cm? e a viabilidade de esporos diminuiram com o incremento
da dose do 6leo essencial de citronela, sendo a producéo de esporos nula a partir de 500 e 100
uL L, respectivamente, para M. fructicola e R. stolonifer (Tabela 10). Para a viabilidade de
esporos nao houve diferencas relevantes, em termos de valores absolutos, entre o controle e as
doses 50 e 100 pL L, para M. fructicola, e a dose de 50 pL L, para R. stolonifer, contudo
ocorreu reducdo da viabilidade de esporos com o aumento da concentracdo de éleo fumigado,
apresentando efeito linear e quadratico altamente significativo (Tabela 10).

Nos experimentos in vitro o patdgeno M. fructicola apresentou maior sensibilidade ao
o0leo essencial e teve porcentagem de controle (PC) de 100% para a menor dose testada (50 pL
L) (Figura 2). ParaR. stolonifer, a PC de 100% ocorreu somente na dose de 500 pL L (Figura
2). Devido a alta sensibilidade de M. fructicola ao 6leo essencial de citronela foram avaliadas
doses menores de 0leo essencial para estimar a concentragéo inibitoria de 50% (Clso) (Figura 2
e Tabela 11), que foi obtida na dose de 4,11 pL L™, enquanto que para R. stolonifer Clso foi de

23,69 pL L (Tabela 3). Neste experimento foi observado que a resposta da PC ao incremento
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das doses foi linear, atingindo 100% de controle na dose de 8 uL L™ para M. fructicola, (Figura

2).

Tabela 10 — Producdo (n° de esporos cm?) e viabilidade de esporos (%) em péssegos
‘Chimarrita’ inoculados com Monilinia fructicola e Rhizopus stolonifer e
submetidos a aplicacdo pos-colheita do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon
nardus) nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L por 30 dias de
armazenamento refrigerado (0£0,2 °C/UR de 95£2%), seguidos por mais 4 dias
em condigdes ambiente (20+2 °C/UR de 60+5%).

Monilinia fructicola

Rhizopus stolonifer

Dose Esporos cm?  Viabilidade Esporoscm?  Viabilidade
(10) (%) (10° (%)

Controle 188,3 93,8 106,9 75,2

50 pL Lt 53,0 95,4 19,9 72,2

100 pL L 11,8 93,1 0 0

500 pL Lt 0 0 0 0

1.000 pL Lt 0 0 0 0

Quadrétlco **k*k * k% *k*k *k*k

C.V. (%) 10,8 55 377 154

Dados submetidos a andlise de contrastes ortogonais polinomiais. ***significativo a 0,1 % de probabilidade de

erro. Fonte: elaboracdo do préprio autor.
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Figura 2 — Porcentagem de controle (%), in vitro, com base na AACPF de Monilinia fructicola
e de Rhizopus stolonifer, isolados em meio BDA, apés 15 e 9 dias, respectivamente,
de incubacdo a 25 °C com o 6leo essencial de citronela fumigado nas doses de 0,
50, 100, 500 e 1.000 pL L, para os dois patogenos, e nas doses de 0, 1,2, 3,4 e 8

uL L, somente para M. fructicola submetidos & analise de regressao.

Doses do Experimento in vivo

Doses para IC,,

100

80

60

40

Porcentagem de Controle (%)

20

o - Mf
O Rs y=103,6x/(25,4+X); R*=0,92

® Mf y=12,79x-2,52; R*=0,97

T T T T T T

0 200 400 600 800 1000
Citronela pL L™

2 4 6 8
Citronela uL L™

100

80

60

40

20

Porcentagem de Controle (%)

Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R% coeficiente de determinagéo. Fonte: elaboragdo do

préprio autor.

Tabela 11 — Estimativas da concentracdo inibitéria de 50% (Clsg), in vitro, equacbes de
regressio e coeficiente de determinagio (R?) do 6leo essencial de citronela para
a porcentagem de controle do crescimento micelial de Monilinia fructicola,
determinados nas concentragbes de 0, 1, 2, 3, 4, e 8 uL L™, e de Rhizopus
stolonifer nas concentragdes de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L.

Patdgeno Clso (UL L™ Equacdo
Monilinia fructicola 4,11 y =12,79x-2,52 0,97
Rhizopus stolonifer 23,69 y = 103,6x/(25,4+Xx) 0,92

Fonte: elaboracdo do proprio autor.

Para a producdo e viabilidade de esporos, in vitro, o patdégeno M. fructicola apresentou

novamente maior sensibilidade ao 6leo essencial do que R. stolonifer (Tabela 12). A partir da

dose minima avaliada, 50 uL L™, houve inibicdo da producdo de esporos e consequentemente

da viabilidade. A producgéo e viabilidade de esporos de R. stolonifer reduziram com o

incremento nas doses do 6leo essencial, com inibicdo a partir da dose de 500 uL L™ (Tabela

12).
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Tabela 12 — Produgéo (10° mL™?) e viabilidade de esporos (%) de Monilinia fructicola e de
Rhizopus stolonifer, 48h apds o estimulo da germinacdo, em meio agar-agua,
oriundos de colonias com 15 e 9 dias de idade para M. fructicola e R. stolonifer,
respectivamente, incubadas a 25 °C e submetidos a aplicacdo por fumigacdo do
6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) nas doses de 0, 50, 100, 500 e

1.000 pL L™,
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
Dose EsporosmL?  Viabilidade  Esporos mL?  Viabilidade
(10°) (%) (10°) (%)
Controle 101,3 97,5 56,3 80,0
50 pL Lt 0 0 8,9 40,2
100 pL Lt 0 0 2,3 37,1
500 pL L 0 0 0 0
1.000 pL L* 0 0 0 0
Llnear *k*k **k* *k*k *k*k
QuadréthO Eax = *k* *kx **
C.V. (%) 55,4 6,4 38,7 29,7

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. ***, ** significativo a 5 e a 1 % de
probabilidade de erro, respectivamente. Fonte: elaboragéo do préprio autor.

Asghari et al. (2009) também controlaram doencas pds-colheita com fumigacéo de 6leo
essencial in vivo e in vitro em morango. Os autores, trabalhando com o 6leo essencial de
cominho (Cuminum cyminum L.) encontraram menor desenvolvimento de B. cinerea em
morangos e observaram reducdo do crescimento micelial e da viabilidade de esporos in vitro.
Os autores associaram a reducdo das podriddes ao efeito direto do 6leo sobre o patégeno o que
também foi evidenciado por Mohammadi e Aminifard (2012). O efeito direto do dleo essencial
de citronela pode ser observado no presente trabalho pelos resultados dos experimentos in vitro
(Figura 2, Tabelas 11 e 12).

Regnier et al. (2014), trabalhando com dleo essencial de citronela com composigdo
semelhante ao deste trabalho, encontraram reducdo do desenvolvimento de Geotrichum citri-
aurantii, agente causal da podriddo-azeda em tangerina. Os autores obtiveram, in vitro, controle
de 52% do patogeno com a dose de 500 uL L. Lorenzetti et al. (2011) também encontraram
inibicdo de crescimento micelial de Botrytis cinerea com o 6leo essencial de citronela. Regnier
et al. (2011) e Lorenzetti et al. (2011) observaram efeito do Oleo essencial de citronela
semelhante ao dos fungicidas utilizados para o controle do patégeno. Lorenzetti et al. (2011)
obtiveram controle do crescimento de isolados resistentes de Botrytis cinerea ao tiofanato
metilico com dleo essencial de capim-limé&o, espécie do mesmo género da citronela.

A reducdo do desenvolvimento das doencas podriddo-parda e podriddo-mole

ocasionada pela aplicacdo via fumigacao do dleo essencial de citronela pode estar associada a
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sua composicdo. Com excecdo do composto eugenol, que é um fenilpropanoide e representa
apenas 0,68% da area relativa, os demais compostos séo terpenoides que representam 99,3%
dos compostos identificados (Tabela 9). Os 0leos essenciais majoritariamente compostos por
terpenoides podem apresentar maior efeito antifingico (KUNDU et al., 2013). O efeito do dleo
essencial de citronela poderia ser semelhante ao 6leo de tomilho, que atua na desintegracdo da
membrana plasmatica e da parede celular dos patégenos e também no acimulo de ergosterol
dos microrganismos (SVIRCEV et al., 2007; CHAVAN; TUPE, 2014).

Pode ser observado uma diferenca da sensibilidade dos patdgenos ao 6leo de citronela
entre os testes in vivo e os in vitro. M. fructicola teve um maior desenvolvimento in vivo
principalmente ao analisar a AACPDi (Figura 1) e na producdo de esporos (Tabela 10) em
comparacdo ao R. stolonifer. No entanto, nos experimentos in vitro o patégeno M. fructicola
apresentou maior suscetibilidade ao 6leo, com PC de 100% a dose de 50 pL L (Figura 2), ndo
produzindo esporos (Tabela 12), e a Clso foi cerca de cinco vezes menor que a do R. stolonifer
(Tabela 11).

O maior desenvolvimento da podriddo-parda pode estar associado a sua maior
viruléncia, sendo mais capaz de causar alteracdes fisiologicas nos frutos que a podriddo-mole.
Outro fator que colaboraria para aumentar a diferenca entre o desenvolvimento dos patogenos
in vivo seria a temperatura de armazenamento, que seria baixa o suficiente para praticamente
controlar o desenvolvimento da podriddo-mole, que teve desenvolvimento somente apds o
periodo de prateleira (4 dias a 20+2 °C/UR de 60£5%).

A diferenca entre a viabilidade de esporos in vivo e in vitro também foi observada e
apesar de o tratamento com 6leo in vivo ter reduzido o numero de esporos, a viabilidade
praticamente permaneceu inalterada (Tabela 9). No entanto, in vitro houve a redugdo da
viabilidade de esporos (Tabela 12). Essa reducdo in vitro pode ter ocorrido pela exposicdo
continua dos esporos ao Oleo, durante o periodo de incubagdo, e imediatamente apo6s a
incubacdo, ocorrer o estimulo a germinacao, sendo avaliada apds 48 horas. No entanto, in vivo,
apos a saida da camara, houve a retirada dos filmes plasticos que selavam os potes e mantinham
a concentracdo dos 6leos no seu interior. Os quatro dias a 20£2 °C poderiam ter sido suficientes
para reduzir a toxidez, observada in vitro, sobre a germinacéo dos esporos.

A dose de 1.000 pL L ocasionou fitotoxidez, tornando a epiderme e a parte
imediatamente abaixo dessa com aspecto amolecido o0 que possivelmente estd associado a
elevacdo da AACPDi (Figura 1). Outro atributo que poderia apresentar relagdo com o dano
causado pelo oOleo seria a elevagdo da taxa de producgdo de etileno (Tabela 13). Porém, pela

caracteristica superficial do dano, néo teve reflexo na perda de firmeza de polpa (Tabela 13).
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Os demais atributos de qualidade ndo apresentaram resposta ao 6leo essencial de citronela
(Tabela 13).

Tabela 13 — Firmeza de polpa (N), acidez titulavel (meq 100 mL™), sélidos soltveis (°Brix),
angulo hue, taxa respiratoria (mL COz kg™ h'!) e de produgio de etileno (uL CoHa
kg® h'l) em péssegos 'Chimarrita’, ndo inoculados, submetidos a aplicagdo pds-
colheita por fumigacdo de 6leos essenciais citronela (Cymbopogon nardus) nas
doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L™ durante 30 dias de armazenamento
refrigerado (0+0,2 °C/UR de 95+2%), seguidos por mais 4 dias em condicGes
ambiente (20+2 °C/UR de 60£5%).

Concentracdo Firmeza  Acidez Solidos hue® Respiracdo Producéo
Controle 19,1 2,7 13,4 101,6 20,60 22,30
50 uL Lt 20,8 2,8 12,5 102,4 21,20 22,17
100 pL Lt 20,2 2,3 12,5 102,5 20,73 18,10
500 pL L* 20,2 2,3 12,5 103,7 20,73 18,10
1.000 pL L1 21,4 2,6 13,6 98,6 18,73 21,33
Linear ns ns ns ns ns ns
Quadratico ns ns ns ns ns *
C.V. (%) 23,0 17,4 4,7 2,7 29,72 23,35

Dados submetidos a andlise de contrastes ortogonais polinomiais. ns: néo significativo. *significativo a 5 % de
probabilidade de erro.

3.4.2 Oleo essencial de tangerina (Citrus reticulata)

O dleo essencial de tangerina estudado apresentou 10 compostos, todos pertencentes a
classe molecular dos monoterpenos, sendo o limoneno o mais abundante com 85% e o segundo
0 y-terpineno com 9,0% de é&rea relativa (Tabela 6). O terceiro composto com maior
concentragdo foi o f-mirceno, com 1,8% e o que apresentou menor area foi o linalol com 0,3%
de area (Tabela 14). Resultados semelhantes foram obtidos por Tao, Jia e Zhou (2014) que,
trabalhando com 6leo oriundo de plantas da China, encontraram 0s mesmos 3 compostos como
sendo os principais constituintes do éleo essencial de tangerina. No entanto, a composi¢do do
6leo apresentou 27 compostos e o limomeno representou 60,7%. Hosni et al. (2010), com 6leo
proveniente de plantas da Tunisia, encontraram 34 compostos e a concentracdo do limoneno foi
de 92%. O maior nimero de compostos encontrado por Hosni et al. (2010) pode ter sido pela
técnica mais acurada, onde compostos com teores abaixo de 0,01% foram encontrados. Outro
fator que poderia ter gerado tais diferencas seria o local de producéo das plantas, pois a sintese
e acumulo dos produtos do metabolismo vegetal dependem dos estimulos que as plantas estdo

submetidas.
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Tabela 14 — Composto quimico, indice de Kovats, area relativa e classificagdo molecular dos
componentes do 6leo essencial de tangerina (Citrus reticulata), determinados por
de cromatografia gasosa/espectrometria de massa.

Composto IK Area Relativa (%)  Classe Molecular
limoneno 1029 85,39 Monoterpeno
y-terpineno 1059 8,99 Monoterpeno
B-mirceno 990 1,75 Monoterpeno
a-pineno 939 1,34 Monoterpeno
p-cimene 1024 0,69 Monoterpeno
B-pineno 979 0,53 Monoterpeno
terpinoleno 1088 0,35 Monoterpeno
sabineno 975 0,34 Monoterpeno
a-tujeno 930 0,32 Monoterpeno
linalol 1098 0,29 Monoterpeno

IK: Indice Kovats, coluna HP-5. Fonte: produgéo do préprio autor, 2017.

Com o incremento das doses do 6leo essencial de tangerina houve a reducdo da AACPDiI
para M. fructicola, sendo que a dose de 1.000 uL L™ apresentou maior reducéo em relacio ao
controle, representando uma reducdo de 57% em relacdo ao controle (Figura 3). Para R.
stolonifer, doses partir de 50 pL L reduziram em aproximadamente 60% a AACPDi (Figura
3). Para AACPDs de M. fructicola e de R. stolonifer o efeito do 6leo de tangerina foi subito,
apresentando a partir da dose de 50 pL L™ uma reducdo de aproximadamente 40% e 25%,
respectivamente (Figura 3). Vitoratos et al. (2013) avaliando o efeito do éleo essencial de limao,
espécie do mesmo género da tangerina, sob o controle de podridBes pds-colheita observaram
reducdo no crescimento dos patdgenos Botrytis cinerea, Penicillium italicum e Penicillium
digitatum em pepinos.

A producio de esporos de M. fructicola foi inibida nas lesdes dose de 1.000 uL L' e
para R. stolonifer a inibigdo da produgdo de esporos ocorreu na dose de 50 pL L™ (Tabela 15).
Vitoratos et al. (2013) também observou a reducéo da producdo de esporos de Botrytis cinerea,
Penicillium italicum e Penicillium digitatum submetidos a vaporizacdo do dleo essencial de
Citrus limon. A viabilidade dos esporos produzidos por M. fructicola ndo foi alterada pela

aplicacdo do 6leo essencial de tangerina (Tabela 15).
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Figura 3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da incidéncia e da severidade
de Monilinia fructicola (Mf) e de Rhizopus stolonifer (Rs), em péssegos ‘Chimarrita’,
apos 30 dias de armazenagem (0+1°C) na presenca de dleo essencial de tangerina
(Citrus reticulata) fumigado nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L, e por mais
4 dias a 20£2 °C, UR 60+5%.
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R% coeficiente de determinagéo. Fonte: elaboragdo do
préprio autor.

Para a porcentagem de controle in vitro, as doses de 500 e 1.000 uL L apresentaram,
respectivamente, cerca de 80% e 100% de controle do crescimento micelial do patégeno M.
fructicola. O crescimento micelial de R. stolonifer nio sofreu reducéo até a dose de 1000 puLL L
! (Figura 4). Devido a baixa sensibilidade de R. stolonifer ao 6leo essencial de tangerina,
também foram avaliadas as doses de 0, 1, 2, 4 e 8%. A dose de 6leo de tangerina a 1% controlou

60% e a partir da dose de 2% praticamente houve 100% inibicao do crescimento de R. stolonifer

(Figura 4).
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Tabela 15 — Producgdo (n° de esporos cm™) e viabilidade de esporos (%) em péssegos
‘Chimarrita’ inoculados com Monilinia fructicola e Rhizopus stolonifer,
submetidos a aplicacdo pos-colheita do o6leo essencial de tangerina (Citrus
reticulata) nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L*, apds 30 dias de
armazenamento (0x1 °C/UR de 95+2%) mais 4 dias em condi¢Ges ambiente

(20£2 °C/UR de 60+5%).
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
Dose Esporos cm?  Viabilidade Esporoscm?  Viabilidade
(107 (%) (109 (%)
Controle 188,3 93,8 191,5 75,2
50 pL Lt 95,7 93 0 0
100 pL Lt 53,3 93 0 0
500 pL L 53,4 93 0 0
1.000 pL L 0 0 0 0
Linear *k*k ns *k*k *k*k
Quadratico Fkx ns Fkx Fkx
C.V. (%) 16,1 4.4 11,0 12,3

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. *** significativo a 0,1 % de probabilidade; ns:
ndo significativo. Fonte: elaboracdo do préprio autor.

Figura 4 — Porcentagem de controle (%), in vitro, com base na AACPD da severidade de
Monilinia fructicola e de Rhizopus stolonifer, isolados em meio BDA, apds 15 e 9
dias, respectivamente, de incubacdo a 25 °C com o Gleo essencial de tangerina
fumigado nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L™, para os dois patdgenos e nas
doses de 0, 1, 2, 4 e 8 %, somente para R. stolonifer, submetidos a anélise de

regressao.
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R?: coeficiente de determinacéo. Fonte: elaboracdo do
préprio autor.
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Foi estimada em 337,99 puL L? a concentracdo inibitoria de 50% (Clso) para M.
fructicola e em 0,583 pL L para R. stolonifer (Tabela 16). A Clso do dleo essencial de
tangerina foi 1.725% maior para R. stolonifer em comparagdo com M. fructicola, mostrando

menor efeito direto do 6leo sobre R. stolonifer (Tabela 16).

Tabela 16 — Estimativas da concentracdo inibitéria de 50% (Clso), in vitro, equacbes de
regressdo e coeficiente de determinagdo (R?) do 6leo essencial de tangerina para
porcentagem de crescimento micelial de Monilinia fructicola, determinados nas
concentragdes de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L?, e de Rhizopus stolonifer nas
concentracdes de 0, 1, 2, 4 e 8 %.

Patdgeno Clso Equagéo R?
Monilinia fructicola 337,99" y = -9,8e°%%+0,2x-6,4 0,97
Rhizopus stolonifer 0,583"  y=96,95(1-0,287)-0,134 0,98

*, ™ valor em pL L e em %, respectivamente. Fonte: elaboragdo do préprio autor.

Houve reducéo da producgéo de esporos, in vitro, para M. fructicola e diminui¢do na
viabilidade de esporos para os dois patdégenos, com o incremento das doses do 6leo essencial
de tangerina (Tabela 17). Nao houve diferenca na producdo de esporos do patdgeno R. stolonifer
nas doses de 50, 100, 500 e 1.000 pL L (Tabela 17). Vitoratos et al. (2013) encontraram, de
forma semelhante ao presente trabalho, reducdo da producéo de esporos de Botrytis cinerea,
Penicillium italicum e Penicillium digitatum. Phillips, Laird e Allen (2012) também observaram
reducdo na producdo e na germinacdo de esporos de Penicillium chrysogeum, Aspergilus niger

e Alternaria alternata com a aplicacdo de com 6leo essencial de citros via fumigacéo.
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Tabela 17 — Producdo (10° mL™?) e viabilidade de esporos (%) de Monilinia fructicola e de
Rhizopus stolonifer, 48h apds o estimulo da germinacdo, em meio agar-agua,
oriundos de colonias com 15 e 9 dias de idade para M. fructicola e R. stolonifer,
respectivamente, incubadas a 25 °C e submetidos a aplicacdo por fumigacdo do
o6leo essencial de tangerina (Citrus reticulata) nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000

ul L
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
Dose EsporosmL?  Viabilidade  EsporosmL?  Viabilidade
(109 (%) (109 (%)
Controle 101,3 97,5 56,3 92,8
50 pL Lt 85,7 96,0 60,2 90,5
100 pL L™ 0 0 61,1 87,6
500 pL L 0 0 59,7 81,3
1.000 pL L* 0 0 57,4 80,0
Linear *k*k **k* NS **
uadrético s ns
Q d At1 Eax = *k* N
C.V. (%) 42,6 6,4 16,4 10,2

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. ***, significativo a 0,1 %; ** significativo a 1
% de probabilidade de erro; ns: ndo significativo. Fonte: elaboracdo do préprio autor.

A reducdo do crescimento micelial in vitro pelo dleo essencial de Citrus reticulata
também foi observado por Tao, Jia e Zhou (2014), que trabalharam com Penicillium italicum e
P. digitatum. Os autores controlaram totalmente o crescimento do micélio de P. italicum e P.
digitatum, nas doses de 2.500 e 40.000 uL L™, respectivamente, evidenciando, de acordo com
o0 presente trabalho, a diferenca de sensibilidade ao éleo entre os patégenos. Tao, Jia e Zhou
(2014) associaram o controle a citotoxidez causada pela perda da integridade da membrana
celular, causando o extravasamento dos componentes celulares dos fungos. A diferenca de
sensibilidade dos patégenos aos 6leos esséncias foram claramente observadas por Simas et al.
(2017), sendo que as mesmas doses do 6leo de Citrus aurantifolia que reduziram o crescimento
de Botritis cinerea estimularam o de Trichoderma viride.

Apds 30 dias de armazenamento refrigerado seguidos por mais quatro a 20°C ndo se
observou alteracGes nos atributos de qualidade dos frutos tratados com diferentes doses de 6leo
essencial (Tabela 18). No entanto, Sum et al. (2014) observaram maior firmeza de polpa em
mirtilos expostos aos compostos carvacol e eugenol, provenientes de 0leos essenciais. Azerédo
et al. (2016), por sua vez, observaram maior manuten¢do da coloracdo de mangas ‘Tommy

Atkins’ tratadas com 6leo essencial de erva-doce (Foeniculum vulgare).
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Tabela 18 — Firmeza de polpa (N), acidez titulavel (meq 100 mL™), sélidos soltveis (°Brix),
angulo hue, respiracdo (mL CO2kg™ h'') e produgio de etileno (uL C2H4 kgt hh)
em péssegos 'Chimarrita’, ndo inoculados, submetidos a aplicagdo pds-colheita por
fumigacdo de Oleo essencial de tangerina (Citrus reticulata) nas doses de 0, 50,
100, 500 ¢ 1.000 uL L%, ap6s 30 dias de armazenamento (0+0,2 °C/UR de 95+2%)
mais 4 dias em condic¢Ges ambiente (20£2 °C/UR de 60+5%).

Concentracdo  Firmeza  Acidez Sélidos hue® Respiracdo Producéo
Controle 19,1 2,7 13,4 101,6 20,60 22,30
50 pL Lt 21,1 2,3 12,9 103,4 20,63 20,20
100 pL L1 20,4 2,2 13,3 101,4 19,93 18,23
500 pL Lt 20,6 2,6 12,5 97,8 20,27 20,43
1.000 pL Lt 20,3 2,7 12,7 101,1 19,57 19,07
Linear ns Ns ns ns ns ns
Quadratico ns Ns ns ns ns ns
C.V. (%) 15,3 17,9 19,0 12,3 34,1 34,0

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade de
erro.

3.4.3 Oleo essencial de eucalipto (Corymbia citriodora)

Foram detectados 10 compostos hidrocarbonetos presentes no 6leo essencial de
eucalipto (Corymbia citriodora) sendo sete monoterpenos, dois monoterpenoides e um
sesquiterpeno (Tabela 19). O composto mais abundante foi o citronelal com 80,34% seguido
por isopulegol com 8,16 % e citronelol com 7,59 % da éarea relativa (Tabela 19). Resultados
semelhantes foram encontrados por Hussein, Salem e Soliman (2017), que trabalhando com C.
citriodora originaria do Egito identificaram o citronelal (53,1%) como 0 composto com maior
concentracdo. Contudo, o segundo majoritario foi citronelol (13,7%) e o terceiro acetato de
citronelol.
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Tabela 19 — Composto quimico, indice de Kovats, area relativa e classificagdo molecular dos
componentes do 6leo essencial de eucalipto (Corymbia citriodora), determinados
por de cromatografia gasosa/espectrometria de massa.

Composto IK Area relativa (%) Classe molecular
citronelal 1153 80,34 Monoterpenoide
isopulegol 1149 8,16 Monoterpeno
citronelol 1225 7,59 Monoterpeno
trans-B-cariofileno 1419 0,98 Sesquiterpeno
eucaliptol 1031 0,7 Monoterpenoide
acetato de citronelol 1352 0,52 Monoterpeno
B-pineno 979 0,52 Monoterpeno
neoiso-isopulegol 1171 0,4 Monoterpeno
a-pineno 939 0,21 Monoterpeno
linalol 1098 0,2 Monoterpeno

IK: Indice Kovats, coluna HP-5. Fonte: produgéo do préprio autor, 2017.

A AACPDi da podriddo-parda ndo sofreu alteracdo com a aplicacdo do 6leo de
eucalipto, no entanto houve reducdo para a AACPDi da podriddo-mole (Figura 5). Para a
AACPDs a aplicagdo do 6leo essencial de eucalipto (500 pL L) reduziu em 79,5% para
podriddo-parda e 93,1% para a mole (Figura 5). Resultados semelhantes foram encontrados por
Lee et al. (2007), que também observaram controle de Botrytis cinerea com 6leo essencial de
C. citriodora aplicado via fumigacdo. Santos, Bulhdes e Bonaldo (2016) encontraram reducéo
da AACPDs de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em plantas de algodéo tratadas
com C. citriodora a 1%. Os autores associaram o menor desenvolvimento da doenca com a
inducdo de resisténcia causada pelo 6leo. Mazzaro at al. (2008) também encontraram efeito
indutor em cotilédones de soja com a aplicacdo do 6leo essencial de Eugenia uniflora, planta

pertencente a mesma familia que C. citriodora.
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Figura 5 — Area abaixo da curva de progresso da doenca da incidéncia e da severidade de
Monilinia fructicola (Mf) e de Rhizopus stolonifer (Rs), em péssegos ‘Chimarrita’,
apos 30 dias de armazenagem (0£0,2 °C/UR de 95+2%) na presenca de 6leo
essencial de eucalipto nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L™, seguidos por
mais 4 dias em condi¢Oes ambiente (20£2 °C/UR de 60+5%).
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Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R% coeficiente de determinagéo. Fonte: elaboragdo do
préprio autor.

O efeito do 6leo essencial de eucalipto citriodora in vivo também pode ser observado na
produc&o e viabilidade de esporos, sendo que a dose de 100 pL L™ reduziu 68% da producgdo
de esporos de M. fructicola e na dose de 500 pL L houve inibi¢do da producgdo de esporos
(Tabela 20). Para o patdgeno R. stolonifer, a dose de 50 pL L* diminuiu, em ralagio ao controle,
84% da producio de esporo, havendo inibi¢do na dose de 100 pL L™ (Tabela 20). Nas doses
em que houve producdo de esporo ndo se observou reducdo de viabilidade para os dois
patdgenos (Tabela 20). Tanto a producdo de esporos quanto a viabilidade, para M. fructicola e
R. stolonifer, apresentaram reducdo com o aumento da dose de 6leo essencial fumigada (Tabela
12). A aplicagdo do 6leo pode ter desencadeado o processo de indugéo de resisténcia ativando
enzimas relacionadas a patogénese e fitoalexinas, aumentando a capacidade de defesa do fruto
e dificultando o desenvolvimento dos patdgenos, conforme observado em plantas de algodédo
por Santos, Bulhdes e Bonaldo (2016).

A aplicagéo de dleo essencial de eucalipto citriodora controlou totalmente o crescimento
in vitro de M. fructicola na dose de 100 pL L™ e R. stolonifer na dose de 1.000 uL L (Figura
6). A concentracdo inibitoria de 50% (Clso) estimada foi de 1,02 e de 60,1 puL L para M.
fructicola e R. stolonifer, respectivamente, sendo a Clso do patdgeno R. stolonifer 5.892% maior
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que a de M. fructicola (Tabela 21). Houve também a inibicdo completa da germinacéo de
esporos dos dois patdgenos na dose de 50 pL L™ e a sua producdo na dose de 100 pL L, sendo
a inibicdo a 50 puL L1 em relacdo ao controle de 82,4% e 48,3% para M. fructicola e R.
stolonifer (Tabela 22). De maneira semelhante, Lee et al. (2007), em ensaios in vivo,
encontraram diferencas no percentual de controle de diferentes patégenos com o tratamento de
6leo essencial de eucalipto citriodora, sendo o crescimento micelial dos patdgenos B. cinerea e
Fusarium oxysporum reduzido, respectivamente, em aproximadamente 90% e 35% na dose de
23 uL L

Tabela 20 — Producdo (n° de esporos cm™) e viabilidade de esporos (%) em péssegos
‘Chimarrita’ inoculados com Monilinia fructicola e Rhizopus stolonifer,
submetidos a aplicacdo pos-colheita do 6leo essencial de tangerina (Citrus
reticulata) nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 puL L*?, apds 30 dias de
armazenamento (0+0,2 °C/UR de 95+2%) mais 4 dias em condi¢Ges ambiente

(2042 °C/UR de 605%).
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
Dose Esporoscm?  Viabilidade ~ Esporoscm?  Viabilidade
(107) (%) (10° (%)
Controle 188,3 93,8 191,5 75,2
50 puL L 95,2 95,8 30,9 74,4
100 pL Lt 59,8 94,9 0 0
500 pL L 0 0 0 0
1.000 pL L 0 0 0 0
Llneal’ **k*k ***k **k*k **k*k
QuadréthO *kx *kk *kx *kx
C.V. (%) 6,6 5,1 9,6 9,8

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. ***, ns: significativo a 0,1 % de probabilidade
e ndo significativo a 5 % de probabilidade de erro, respectivamente. Fonte: elaboracéo do proprio autor.

N&o houve resposta ao incremento das doses do 6leo essencial de eucalipto para firmeza
de polpa, acidez titulavel, sélidos sollveis, cor da epiderme, taxa respiratoria e de producdo de
etileno (Tabela 23). No entanto, foi observado dano fisioldgico causado pela dose de 1.000 uL
L1, caracterizado pelo amolecimento da polpa e aparente perda de suculéncia. Na dose de 1.000
uL Lt a firmeza de polpa e a acidez titulavel foram 73% e 48% menores, respectivamente, em
relacdo ao controle. A taxa respiratoria e a de producao de etileno aumentaram 110% e 59%,
respectivamente, em relacdo ao controle (Tabela 23). A perda de firmeza pode estar associada
ao dano fisiologico causado pela dose de 1.000 pL L*, podendo os componentes da parede
celular terem sido decompostos. O aumento da atividade metabdlica, evidenciado pelo

incremento nas taxas respiratoria e de producgdo de etileno, pode ter sido desencadeado pelo
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processo do dano fisiologico, e a menor acidez titulavel ser reflexo da maior atividade
respiratdria, uma vez que os &cidos organicos sdo substratos da respiracao celular. Castillo et
al. (2014) também encontraram controle de podriddes pds-colheita em limdo, trabalhando com
aplicacdo dos compostos de 6leos essenciais carvacrol e timol associados a cera. No entanto,
os autores além de controlarem as podridfes estudadas também encontraram, diferentemente
do presente trabalho melhor manutencdo da qualidade dos frutos tratados com cera e 6leos do
que os frutos tratados somente com cera.

Figura 6 — Porcentagem de controle (%), in vitro, com base na AACPD da severidade de
Monilinia fructicola e de Rhizopus stolonifer, isolados em meio BDA, apos 15 e 9
dias, respectivamente, de incubagdo a 25 °C com o 6leo essencial de eucalipto
fumigado nas doses de 0, 50, 100, 500 e 1.000 puL L™, submetidos a analise de
regressao.

120
100 - e ————0
o - -
g 801 -7
@ -
e be
J5
8 60
[}
-g ® Mf y=98,78(1-0,50%)
% 40 - R2=10,98
g O Rsy=79,6x/(37,9 +x) +0,02x
3 R2=0,93
o
& 20 4
0 .
T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Eucalipto pL L™

Barras verticais correspondem o erro padrdo da média. R?: coeficiente de determinacéo. Fonte: elaboracdo do
préprio autor.
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Tabela 21 — Estimativas da concentracdo inibitéria de 50% (Clsg), in vitro, equacbes de
regressio e coeficiente de determinacéo (R?) do 6leo essencial de eucalipto para
porcentagem de crescimento micelial de Monilinia fructicola, determinados nas
concentragdes de 0, 50, 100, 500 e 1.000 pL L™

Pat6geno Clso Equacdo R?
Monilinia fructicola 1,02 y=98,78(1-0,50) 0,98
Rhizopus stolonifer 60,1 y = 96,95(1-0,287%)-0,134 0,93

Fonte: elaboragéo do proprio autor.

Tabela 22 — Produgdo (10° mL™) e viabilidade de esporos (%) de Monilinia fructicola e de
Rhizopus stolonifer, 48h apds o estimulo da germinacdo, em meio agar-agua,
oriundos de colonias com 15 e 9 dias de idade para M. fructicola e R. stolonifer,
respectivamente, incubados a 25 °C e submetidos a aplicacdo por fumigacédo do
6leo essencial de eucalipto (Corymbia citriodora) nas doses de 0, 50, 100, 500 e

1.000 pL L2,
Monilinia fructicola Rhizopus stolonifer
Dose Esporos mL* Viabilidade Esporos mL* Viabilidade
(10° (%) (10° (%)
Controle 101,3 97,5 56,3 92,8
50 uL Lt 17,8 0 29,1 0
100 pL Lt 0 0 0 0
500 pL L* 0 0 0 0
1.000 L L* 0 0 0 0
Llnear **k*k **%k *k*k **k*k
Quadl’éthO *kx *kk *kx *k*x
C.V. (%) 51,3 6,4 27,1 39,1

Dados submetidos a analise de contrastes ortogonais polinomiais. ***, significativo a 0,1 %; ** significativo a 1
% de probabilidade de erro. Fonte: elaboracéo do préprio autor.

Tabela 23 — Firmeza de polpa (N), acidez titulavel (meq 100 mL™), s6lidos sollveis (°Brix),
angulo hue, respiracdo (mL CO2kg™ h't) e produgio de etileno (uL CoHa kgt ht)
em péssegos 'Chimarrita’, ndo inoculados, submetidos a aplicacao pds-colheita por
fumigacdo de 6leo essencial de eucalipto (Corymbia citriodora) nas doses de 0,
50, 100, 500 e 1.000 pL L, apds 30 dias de armazenamento (0+1 °C/UR de
95+2%) mais 4 dias em condi¢Ges ambiente (20£2 °C/UR de 60+5%).

Concentracdo  Firmeza  Acidez Sélidos hue® Respiracdo Producéo
Controle 19,1 2,7 13,4 101,6 20,6 22,3
50 pL Lt 22,1 2,7 13,1 99,9 19,3 21,3
100 pL Lt 21,7 2,3 13,4 98,2 19,8 19,8
500 pL L* 22,0 2,4 13,7 97,7 20,8 22,0
1.000 pL L' 5,1 1,4 13,2 103,0 43,3" 35,5
Linear ns Ns ns ns ns ns
Quadratico ns Ns ns ns ns ns
C.V. (%) 10,84 20,3 9,6 4.4 27,9 20,4

“: diferente do tratamento controle pelo teste de Dunnet (a = 0,05); Dados submetidos a analise de
contrastes ortogonais polinomiais. ns: ndo significativo a 5 % de probabilidade de erro.
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3.5 CONCLUSOES

A fumigacdo dos 6leos essenciais de citronela, tangerina e eucalipto citriodora diminui
o0 desenvolvimento in vitro de R. stolonifer e M. fructicola e das podriddes causadas por estes
patdgenos em péssegos ‘Chimarrita’ armazenados.

Os 06leos essenciais reduzem a producdo e a viabilidade de esporos de Monilinia
fructicola e de Rhizopus stolonifer.

A dose de 1.000 pL L dos 6leos de citronela e de eucalipto citriodora causa dano

fisioldgico em péssegos ‘Chimarrita’ armazenados, prejudicando a sua qualidade.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam a inducdo de resisténcia pelas
aplicacdes em pré-colheita de ASM, mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, B.
subtilis e quitosana. Os indutores de resisténcia alteraram o metabolismo secundério dos frutos
aumentando sua capacidade de defesa com a sintese de proteinas relacionada a patogénese
como a quitinase. Os tratamentos ASM (60 mg L™?), S. cerevisiae, B. subtilis e quitosana
reduziram o desenvolvimento da podriddo-parda e da podriddo-mole. Alguns elicitores, além
de induzir a resisténcia controlaram o crescimento in vitro dos patégenos como por exemplo o
Bacillus subtilis. Nao houve nenhuma alteracéo dos atributos de qualidade nos frutos tratados
com os elicitores.

A aplicacdo dos 0Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), tangerina (Citrus
reticulata) e eucalipto citriodora (Corymbia citriodora) em poés-colheita via fumigacdo tem
potencial para diminuir o desenvolvimento de M. fructicola e R. stolonifer in vivo e in vitro. A
dose de 1.000 pL L dos 6leos de citronela e de eucalipto citriodora causa dano fisioldgico em
péssegos ‘Chimarrita’.

Futuros trabalhos devem ser desenvolvidos com os elicitores para definir a época de
aplicacdo adequada, intervalos entre aplicacdes e a possivel interferéncia sob outros atributos
fitotécnicos como a producdo total e a incidéncia de outras doencas.

Para os 0leos essenciais, estudos adicionais poderiam ser delineados com o objetivo de
determinar qual o periodo de aplicacdo mais eficientes, identificar quais componentes dos 6leos
tem acdo sob os fungos e a interferéncia desses nas propriedades organolépticas dos frutos.
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