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RESUMO

VIEIRA, Amanda M. F. Drehmer, Oleos essenciais e substincias alternativas no manejo de
podriddes pos-colheita de macis ‘Fuji’. 2016. 87 f. Tese (Doutorado em Produgio Vegetal — Area:
Biologia e Tecnologia Pos-Colheita) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Agrarias, Lages, 2016.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo pré-colheita de produtos alternativos
(experimentos 1, 2 e 3) e aplicacdo pos-colheita de 6leos essenciais (experimentos 4 e 5) sobre a
incidéncia e a severidade de podridoes pds-colheita e a maturagdo e qualidade de macgas ‘Fuji’.
Macieiras ‘Fuji’ foram pulverizadas em pré-colheita com produtos alternativos, em dois
experimentos. No experimento 1, os tratamentos avaliados foram controle (dgua), acibenzolar-S-
metil (ASM, 30 mg L', Bion®), extrato citrico (2 mL L', Ecolife®), quitosana (10 g L), 4cido
abscisico (ABA, 0,1 mL L', Protone®), mananoligossacarideo fosforilado de Saccharomyces
cerevisiae (6 mL L', Agromos®) e Bacillus subtilis (10 mL L', Serenade®). No experimento 2, foram
avaliados os tratamentos controle, ASM (60 e 120 mg L") e mananoligossacarideo fosforilado de
Saccharomyces cerevisiae (1 € 2 mL L™'). Uma amostra de 20 frutos por parcela foi inoculada com
Penicillium expansum (mofo-azul) ou Criptosporiopsis perennans (olho-de-boi), e os frutos
avaliados quanto a severidade de infec¢do na colheita e apds o armazenamento refrigerado (0 £ 0,5
°C / UR de 90+2%). Uma amostra de 40 frutos ndo inoculados, foi avaliada quanto aos atributos de
maturacdo na colheita e qualidade ap6s o armazenamento refrigerado, seguido por sete dias em
condi¢do ambiente (22 + 4 °C / UR de 70+£5%). No experimento 3, foi avaliado o efeito de ASM (30
mg L, Bion®) extrato citrico (2 mL L-, Ecolife®), ABA (0, mL L, Protone®),
mananoligossacarideo fosforilado de Saccharomyces cerevisiae (6 mL L', Agromos®) e Bacillus
subtilis (10 mL L', Serenade®) sobre o crescimento in vitro de P. expansum. As substancias foram
incorporadas ou nao (controle) em meio de cultura BDA contendo um disco de isolado de P.
expansum. Foi avaliado o crescimento micelial (cm) aos 3 e 7 dias apos a incubagéo. No experimento
4, 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylacium), citronela
(Cymbopogon winterianus), limao (Citrus limonium), tangerina (Citrus reticulata), cravo-da-india
(Syzigium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus citriodora) e gengibre (Zingiber officinale) foram
vaporizados ou ndo (controle) por 30 ou 2 dias sob refrigeracdo em magas ‘Fuji’ inoculadas e ndo
inoculadas com P. expansum. A severidade de mofo-azul foi avaliada ap6s o armazenamento
refrigerado dos frutos inoculados. Atributos de qualidade foram avaliados em frutos ndo inoculados
apos 4 meses de armazenamento refrigerado, seguido por sete dias em condi¢do ambiente. No
experimento 5, com o objetivo de avaliar o perfil de compostos volateis de frutos tratados com 6leos
essenciais, macas ‘Fuji’ foram tratadas ou ndo (controle) com oOleos essenciais de canela
(Cinnamomum verum), cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus)
ou alecrim (Rosmarinus officinalis) por imersdo (2.000 e 4.000 uL L' por 3 minutos) ou volatilizagdo
(100 uL L' por 72 horas). Apds quatro meses de armazenamento refrigerado (0 = 0,5 °C / UR de
90+2%), seguidos por sete dias em condi¢do ambiente (23 + 0,5 °C / UR de 80 = 2%), avaliou-se o
perfil de compostos volateis e a taxa de producdo de etileno dos frutos. Nos experimentos 1 e 2,
observou-se que todos os produtos alternativos reduziram a severidade de mofo-azul e olho-de-boi,
exceto ASM, que ndo teve efeito sobre o tamanho de lesdo em algumas datas de avaliagdo. ASM e
ABA nio afetaram o crescimento de P. expansum in vitro. Os tratamentos com mananoligossacarideo
fosforilado de S. cerevisiae, ABA e B. subtillis aumentaram a degrada¢do do amido dos frutos na
colheita e reduziram a firmeza de polpa apds o armazenamento refrigerado. Todos os dleos essenciais
testados reduziram a severidade de mofo-azul in vivo, sendo o efeito dependente da dose. O
tratamento com o6leos essenciais modificou o perfil de compostos volateis e afetou a taxa de producdo
de etileno nos frutos. Produtos alternativos aplicados em pré-colheita, bem como 6leos essenciais
aplicados em pds-colheita, apresentam potencial para o controle de podriddes pos-colheita em magas
‘Fuji’.



Palavras-chave: Malus domestica Borkh. Penicillium expansum Link. Criptoporiopsis perennans
(Zeller & Childs) Wollenweber. Compostos volateis.

ABSTRACT

VIEIRA, Amanda M. F. Drehmer, Natural substances and alternative products for postharvest
management of diseases in ‘Fuji’ apples. 2016. 87 p. Thesis (Doctorate in Plant Science — Area:
Postharvest Biology and Technology) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Graduation
Program in Plant Sciences, Lages, 2016.

The aim of this study was to evaluate the effect of preharvest application of alternative products and
postharvest application of essential oils on the incidence and severity of postharvest rots and maturity
and quality of the fruit in 'Fuji' apples. 'Fuji' apple trees were sprayed at preharvest with alternative
products, in two experiments. In experiment 1, the treatments were control (water), acibenzolar-S-
methyl (ASM, 30 mg L', Bion®), citrus extract (2 mL L', Ecolife®), chitosan (10 g L"), abscisic acid
(ABA, 0.1 mL L-! Protone®), mannan oligosaccharides phosphorylated of Saccharomyces cerevisiae
(6 mL L' Agromos®) and Bacillus subtilis (10 mL L' Serenade®). In experiment 2, the treatments
were control, ASM (60 and 120 mg L) and mannan oligosaccharides phosphorylated of
Saccharomyces cerevisiae (1 and 2 mL L'). Samples of 20 fruits per plot were inoculated with
Penicillium expansum (blue mold) or Criptosporiopsis perennans (bull’s eye rot) and evaluated for
decay severity at harvest and after cold storage (0 + 0.5 ° C /90 + 2% RH). Sample of 40 fruit were
left non-inoculated and assessed for maturity attributes at harvest and quality after cold storage
followed for seven days of shelf life (22 + 4 °C / 70 = 5% RH). In experiment 3, in vitro growth of
P. expansum was assessed in response to treatments with ASM (30 mg L', Bion®), citric extract (2
mL L, Ecolife®), ABA (0.1 mL L, Protone®), mannan oligosaccharides phosphorylated of
Saccharomyces cerevisiae (6 mL L', Agromos®) and Bacillus subtilis (10 mL L', Serenade®). The
substances were incorporated or not (control) on PDA culture medium containing a disc with an
isolate of P. expansum. Mycelial growth (cm) was assessed 3 and 7 days after incubation. In
experiment 4, essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis), cinnamon (Cinnamomum
zeylacium), citronella (Cymbopogon winterianus), lemon (Citrus limonium), mandarin (Citrus
reticulata), clove (Syzigium aromaticum), eucalyptus (Eucalyptus citriodora) and ginger (Zingiber
officinale) were vaporized or not (control) for 30 or 2 days under refrigeration in 'Fuji' apple fruit,
inoculated and non-inoculated with P. expansum. The blue mold severity was evaluated in inoculated
fruit after cold storage. Quality attributes were evaluated in non-inoculated fruit after 4 months of
cold storage, followed by seven days of shelf life. In experiment 5, to evaluate the volatiles profile of
'Fuji' apple fruit treated with essential oils, fruit were left untreated (control) or treated with cinnamon
(Cinnamomum verum), clove (Syzgium aromaticum), citronella (Cymbopogon winterianus) or
rosemary (Rosmarinus officinalis) essential oils by immersion (2,000 and 4,000 uL L' for 3 minutes)
or volatilization (100 uL L' for 72 hours). After four months of cold storage (0 + 0.5 °C/ 90+2% RH)
plus seven days of shelf life (23 + 0.5 °C/ 80 + 2% RH) the profile of volatiles and the rate of ethylene
production of the fruit were evaluated. In experiments 1 and 2, fruit treated with all alternative
products had reduced severity of blue mold and bull's eye rot, except ASM, which had no effect on
the decay size in some evaluation dates. ASM and ABA did not affect the in vifro growth of P.
expansum. The treatments with mannan oligosaccharides phosphorylated of S. cerevisiae, ABA and
B. subtilis increased fruit starch degradation at harvest and reduced flesh firmness after cold storage.
All the essential oils evaluated reduced in vivo the severity of blue mold, with the effect dependent
on essential oil dose. The treatment with essential oils modified the volatile compounds profile and
affect the rate of ethylene production of the fruit. Alternative products sprayed at preharvest as well
as essential oils applied in postharvest have potential for the postharvest control of diseases in 'Fuji'
apples.

Keywords: Malus domestica Borkh. Penicillium expansum Link. Criptoporiopsis perennans (Zeller
& Childs) Wollenweber. Volatile Compounds.
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mais seis dias a temperatura ambiente (23+4°C UR 70+5%). Barras verticais indicam a
diferenga minima significativa entre as médias das diferentes doses pelo teste de Tukey

Figura 6 - Diametro de lesdo de mofo-azul (Penicilium expansum Link.) em magds ‘Fuji’ tratadas
com 0, 100 ¢ 500 uL L' de dleos essenciais de eucalipto, gengibre, limdo e tangerina, apos
45 dias de armazenamento refrigerado (0=1°C UR 90+2%) (dois dias na presenca dos 6leos)
mais seis dias a temperatura ambiente (23+4 °C UR 70+5%). Barras verticais indicam a
diferenca minima significativa entre as médias dos diferentes tratamentos pelo teste de
TUKEY (P<0,05) 1ttt ettt ettt et e et e st ae e et e e et e e s sseeesaeeesssaeenneeesnsaeennseeaans 54

Figura 7 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em ng kg' L. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita por imersao dos frutos em 6leo essencial. As classes 1 e 2 indicam as doses dos
Oleos essenciais de 2.000 e 4.000 pL L', respectivamente. Os dleos essenciais utilizados
foram cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus), canela
(Cinnamomum verum), alecrim (Rosmarinus officinalis) e dois tratamentos controle,



controle 1 com frutos imersos em surfactante sem dleo essencial e controle 2 com frutos sem
imersdo. Os compostos foram coletados apds quatro meses de armazenamento refrigerado
(0£0,5°C/UR 90+2%) mais sete dias em condi¢des ambiente (23+0,5°C/UR 80£2%). Os
dados tiveram as médias centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de
cada composto antes da analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloragdo indica
os niveis relativos dos compostos de baixo até elevado ...........ccceeeeriiiiiiniiieieeeee e 67

Figura 8 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita por imersdo dos frutos em o6leo essencial. As classes 1 e 2 indicam as doses dos
Oleos essenciais de 2.000 e 4.000 pL L', respectivamente. Os dleos essenciais utilizados
foram cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus), canela
(Cinnamomum verum), alecrim (Rosmarinus officinalis) e dois tratamentos controle,
controle 1 com frutos imersos em surfactante sem dleo essencial e controle 2 com frutos sem
imersdo. Os compostos foram coletados apds quatro meses de armazenamento refrigerado
(0+£0,5°C/UR 90+2%) mais sete dias em condi¢des ambiente (23+0,5°C/UR 8042%). Os
dados tiveram as médias centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de
cada composto antes da analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloragdo indica
os niveis relativos dos compostos de baixo até elevado ...........cccceeeeriiiiiinriieieeiee e, 68

Figura 9 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em ng kg' L. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 uL L!. Os dleos essenciais utilizados foram canela (Cinnamomum
verum), citronela (Cymbopogon winterianus) e dois tratamentos controle, controle 1 em que
os frutos permaneceram no recipiente hermeticamente fechado sem 6leo essencial e controle
2 em que os frutos permaneceram fora do recipiente de tratamento. Os compostos foram
coletados ap6s quatro meses de armazenamento refrigerado (0+0,5°C/UR 90+2%) mais sete
dias em condi¢des ambiente (234£0,5°C/UR 80+2%). Os dados tiveram as médias
centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada composto antes da
analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos
compostos de baiXxo até eleVado .......c..veeieeiiiiieiiieeeeee e e e 69

Figura 10 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distdncia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 uL L!. Os dleos essenciais utilizados foram canela (Cinnamomum
verum), citronela (Cymbopogon winterianus) e dois tratamentos controle, controle 1 em que
os frutos permaneceram no recipiente hermeticamente fechado sem 6leo essencial e controle
2 em que os frutos permaneceram fora do recipiente de tratamento. Os compostos foram
coletados ap6s quatro meses de armazenamento refrigerado (0+0,5°C/UR 90+2%) mais sete
dias em condi¢des ambiente (23+0,5°C/UR 80+2%). Os dados tiveram as médias
centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada composto antes da
analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos
compostos de baiXxo até eleVado .......c..veiieeiiiiieiiieie e e 70

Figura 11 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em ng kg L-'. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com oleo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente



fechado na dose de 100 pL L. Os compostos foram coletados a partir dos recipientes de
tratamento com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum), citronela (Cymbopogon
winterianus) € um tratamento controle em que os frutos permaneceram no recipiente
hermeticamente fechado sem o6leo essencial. Os dados tiveram as médias centralizadas e
divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de cada composto antes da analise de clusters
(pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos compostos de baixo
AL CLEVAO. ...ttt e e 71

Figura 12 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com oleo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 pL L-'. Os compostos foram coletados a partir dos recipientes de
tratamento com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum), citronela (Cymbopogon
winterianus) € um tratamento controle em que os frutos permaneceram no recipiente
hermeticamente fechado sem o6leo essencial. Os dados tiveram as médias centralizadas e
divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de cada composto antes da analise de clusters
(pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos compostos de baixo
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1 INTRODUCAO GERAL

As macas ‘Fuji’, comparativamente a outras cultivares, como por exemplo magas ‘Gala’, sdo
mais susceptiveis ao desenvolvimento de podriddes durante armazenagem (VALDEBENITO-
SANHUEZA et al., 2006). As podriddes que ocorrem em pds-colheita podem ser iniciadas no campo
ou nos periodos de colheita e pds-colheita (VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005). Os riscos
de perdas por podriddes aumentam com o atraso na colheita e com o prolongamento da armazenagem,
mesmo sob condi¢gdes de atmosfera controlada (AC). O indice médio de podriddes de macas ‘Fuji’,
apos oito meses de armazenagem em AC, pode chegar a 7%, sendo que, dependendo do ano, os
indices de perdas, somente por podridoes, podem ser superiores a 20% (VALDEBENITO-
SANHUEZA; SPOLTI; DEL PONTE, 2010). Em um estudo publicado recentemente, as perdas por
podriddo nas gondolas dos supermercados podem variar de 4 a 10% para a cultivar Galae 2 a 15%
para a cultivar Fuji (ARGENTA et al., 2015).

Entre os agentes causais, destacam-se as podriddes causadas pelos fungos Penicillium
expansum Link. (Mofo-azul) e Cryptosporiopsis perennans (Zeller & Childs) Wollenweber (podriddo
olho-de-boi) (BLUM et al., 2004; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2006).

Podriddes causadas por Cryprosporiopsis perennans (olho-de-boi) podem causar perdas
superiores a 18% na fase de armazenamento de magas ‘Fuji’ (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2006;
VALDEBENITO-SANHUEZA; SPOLTI; DEL PONTE, 2010). O mofo-azul também ¢ responsavel
por elevadas perdas na fase de armazenamento e comercializagdo de frutos de macieira. Na década
de 90, as perdas devido a infeccdo por Penicillium expansum podiam chegar a 90% devido,
principalmente, a ineficiéncia na higienizacdo e desinfeccdo das camaras de armazenamento
refrigerado dos frutos, além da menor utilizagdo de camaras com AC (ROSENBERGER, 1990;
VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991). Hoje, com as melhores condi¢des de sanitizacdo das camaras
frigorificas, da agua e dos equipamentos de processamento dos frutos e aumento na utilizagdo de
camaras com AC, as perdas por mofo-azul reduziram para aproximadamente 5% no periodo de
refrigeragdo (BLUM et al., 2007). Além das perdas, o fungo também ¢ responsavel pela produgio da
micotoxina patulina, que tem atividade citotoxica, imunosupressora e capaz de causar alteracdes
genéticas em animais (LIMA et al., 2011). Mais recentemente, Medeiros (2015) descreveu que 47,6
e 13,3% das podriddes identificadas em magés ‘Fuji’ é devido a ocorréncia de C. perennans ¢ P.
expansum, respectivamente.

Podridao olho-de-boi:

O patogeno causador da podriddo-olho-de-boi é o fungo Pezicula malicorticis (H. Jaccks.)
Nannf., sendo sua fase imperfeita Cryptosporiopsis perennans (Zeller & Childs) Wollenweber. A
fase perfeita do fungo ainda ndo foi detectada no Brasil (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2006). A
forma imperfeita do fungo produz acérvulos e conidios hialinos e unicelulares. Nas condigdes de
campo o patdégeno pode sobreviver nos cancros de ramos infectados e se dispersar por respingos de
chuva. A penetracdo nos frutos ocorre diretamente através da cuticula, apesar do processo ser
facilitado pela ocorréncia de ferimentos nos frutos (VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005).

O sintoma caracteristico da infec¢do por Cryprosporiopsis perennans em magas ¢ podridao
de cor marrom-clara com centro amarelo palido, de forma mais ou menos circular, as vezes com
margens marrom-escura ou avermelhada, deprimida, de textura firme e desenvolvimento lento. No
centro das lesdes mais velhas, sob condi¢des de umidade, podem desenvolver estruturas escuras que
produzem massas de conidios branco-alaranjados (VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005).

Mofo-azul:

O fungo causador desta doenga € o Penicillium expansum Link. O fungo apresenta como
caracteristica a produg@o de conidios em conidi6foros ramificados. Os sintomas caracteristicos desta
doenga sdo podriddes aquosa, mole, deprimida, profunda, com margens internas e externas bem
definidas. Em condi¢des de alta umidade, desenvolvem-se sobre a area afetada pequenas massas
brancas e azuis constituidas de micélio e esporos do fungo. A podriddo ¢ de desenvolvimento rapido
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e os tecidos afetados podem ser destacados facilmente dos frutos (VALDEBENITO-SANHUEZA;
BETTI, 2005).

Manejo de doencas pos-colheita:

O manejo para a reducdo das perdas causadas por estas doencas incluem praticas como
protecdo adequada das macieiras no pomar, colheita cuidadosa e na época recomendada e utilizagdo
de desinfetantes, como hipoclorito de sddio, para higienizacdo das embalagens, instalagdes e agua de
processamento dos frutos (VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005). Entretanto, nem sempre
as empresas produtoras de macas conseguem seguir essas praticas de forma adequada e os patdgenos
infectam os frutos em elevados indices. Como pratica adicional pode-se realizar a aplicacdo de
fungicidas em pods-colheita (VALDEBENITO-SANHUEZA; BETTI, 2005). Contudo, a producao
integrada de macas estabelece limites na aplicagdo ¢ cumprimento do periodo de caréncia de
agrotoxicos nos pomares ¢ em pos-colheita (KOVALESKI et al., 2003). Além do mais, ¢ crescente a
preocupagdo dos consumidores pela aquisi¢do de produtos mais saudaveis e seguros (BRAGA;
NETO; MORAES, 2014).

Portanto, os produtos alternativos e os Oleos essenciais apresentam-se como uma boa
alternativa para reduzir a utilizagdo de agrotoxicos no campo ou no periodo de armazenamento dos
frutos.

Inducio de resisténcia e efeito antimicrobiano de substincias naturais:

A resisténcia natural na planta é dependente da existéncia de uma série de barreiras pré e pds-
formadas. Os fatores de resisténcia pré-formados ja existem na planta antes do contato com o
patogeno, ja os pos-formados estdo inexistentes ou em baixos niveis na planta e t€ém sua producdo
aumentada ou s@o ativados em resposta ao contato entre a planta e o patogeno. Em ambas as
categorias, os fatores de resisténcia podem ser bioquimicos ou estruturais. Os estruturais atuam como
barreiras fisicas aos patdgenos e os bioquimicos agem como substincias toxicas ou repelentes aos
patogenos, criando condigdes desfavoraveis ao estabelecimento destes na planta (AGRIOS, 2004).

As defesas da planta podem ser ativadas por agentes de origem bidtica ou abidtica, de natureza
orgénica ou inorganica, capazes de atuar como indutores de resisténcia na planta. Essas moléculas
capazes de ativar as respostas de defesa das plantas sdo chamadas de elicitores. Os elicitores podem
induzir a resisténcia local adquirida (RLA), resisténcia sistémica adquirida (RSA) ou a resisténcia
sistémica induzida (RSI) (TERRY; JOYCE, 2004).

Pesquisas com inducdo de resisténcia t€ém se multiplicado pelo mundo ¢ vém obtendo
resultados promissores com as mais diversas culturas, como morango (MAZARO et al., 2008),
mamao (TAVARES et al., 2009), tomate (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007) e péssego
(DANNER et al., 2008), entre outras.

Os genes de resisténcia levam a planta a aumentar a sintese de acido salicilico, acido
jasmonico e etileno. O aumento na sintese de acido salicilico esta associado a RSA, o qual é um
sinalizador na producdo de determinadas proteinas relacionadas a patogenecidade (proteinas PR’s).
Na RSI ocorre a ativacdo de outros genes, portanto ocorre o incremento de acido jasmonico e etileno
(TERRY; JOYCE, 2004). A RSA ¢ induzida por elicitores de origem abibtica, sendo comum a
aplicagdo exdgena de acido salicilico e seus analogos, como o acibenzolar-S-metil, ou biotica, que
conferem a planta resisténcia a uma variada gama de microrganismos, como fungos, bactérias ou
virus (BONALDO et al., 2005). A RSI normalmente ¢ ativada por elicitores de origem bidtica, sendo
mais comuns as rizobactérias. O tempo necessario para efetivacao da resisténcia a doenga pode variar
conforme a espécie vegetal e o agente indutor (METRAUX; NAWRATH; GENOUD, 2002), bem
como o tempo de duragdo da resisténcia depende, além deste, das condigdes ambientais (luz, umidade,
temperatura, etc.) ¢ do intervalo de tempo entre o tratamento com o elicitor ¢ do contato planta-
patogeno (GUZZO, 2003).

Na RSA ha conhecidos mecanismos de resposta, como reacdo de hipersensibilidade
(envolvendo a produgdo de formas reativas de oxigénio), modificagdes estruturais como a lignificagio
do tecido (DURRANT; DONG, 2004), acimulo de proteinas relacionadas a patogénese,
fenilpropanoides, metabdlitos secundarios, como fitoalexinas e compostos fenodlicos, e ativacdo de
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enzimas como peroxidases e a fenilalanina amonia-liase (CAVALCANTI; BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005).

Varias substancias podem ser agentes indutores bidticos ou abidticos de resisténcia de plantas
a pragas e patogenos. Ja foi relatado em varias culturas efeito elicitor de resisténcia de substancias
como acibenzolar-S-metil (ASM) (RODRIGUES; BEZERRA; COELHO, 2006; MAZARO et al.,
2008), quitosana (MAZARO et al., 2008; DI PIERO; GUARDA, 2008), proteina harpina
(GALDEANO et al., 2010; TOMAZELI, 2010), 4cido p-aminobutirico (BABA) (RODRIGUES;
BEZERRA; COELHO, 2006), Saccharomyces cerevisiae (GOUVEA et al., 2009), extrato citrico
(Ecolife®) (BOAVA et al., 2010), Bacillus subtilis (MOREIRA; NESI, DE MIO, 2014; ONGENA;
JACQUES, 2008) e metil jasmonato (COUTO, 2006). O agente indutor ndo atua diretamente sobre o
patdgeno e ndo ¢ transformado em algum agente antimicrobiano, mas ele sensibiliza a planta a ativar
seus mecanismos de defesa em resposta a presenca de um patégeno (CONRATH; PIETERSE;
MAUCH-MANI, 2002).

Substincias alternativas:

A quitosana € um polissacarideo cationico natural, ndo toxico, derivado da quitina, ambos,
com composicdo quimica semelhante a celulose, diferindo apenas pela presenca ou auséncia de
nitrogénio (FREEPONS, 1991). A quitina ¢ um abundante mucopolissacarideo com func¢ao estrutural
em crustaceos, insetos e fungos. Apresenta amplo potencial para utilizagdo na industria, tais como
formacdo de filmes biodegradaveis, purificagdo de agua, clariamento e desacidificagdo de sucos de
frutas, preservacdo de alimentos contra deterioragdo microbioldgica e acdo antimicrobiana em frutos
(RAVI, 2000). Diversos autores vém relatando efeito antimicrobiano da quitosana e elicitor de
respostas de defesa dos tecidos das plantas em varios patossistemas, como, damasco e Burkholderia
seminalis (LOU, et al., 2011), tomate cereja e Botrytis cinerea (ZHANG et al., 2015), morango e
Botrytis cinerea (MAZARO et al., 2008) e em uva de mesa e fungos causadores de podriddes pos-
colheita (MENG et al., 2008). Kong et al. (2010), estudando o modo de acdo antifingico de quitosana,
relataram que esta possui afinidade com os lipideos da membrana plasmatica de microrganismos
devido a sua caracteristica cationica, o que favorece a interacdo da quitosana com os componentes
anionicos da membrana plasmatica de microganismos, promovendo o extravasamento de liquidos
intracelulares em microrganismos. Entretanto, a quitosana ndo possui atividade hemolitica, portanto,
esta ndo possui efeito sobre células de mamiferos. Além disso, os autores observaram alteragdes
morfologicas em células intactas dos fungos Candida albicans e Fusarium oxysporum devido o
contato destas com quitosana (KONG et al., 2010).

Saccharomyces cerevisiae Meyen ¢ uma levedura com potencial para induzir respostas
relacionadas a defesa em diversas espécies de plantas (DANTAS et al., 2004; GOUVEA et al., 2009;
COSTA et al., 2010). Produtos comerciais a base de S. cerevisiae, como AgroMos®, encontram-se
disponiveis para utilizagdo em diversas culturas. O AgroMos® possui como principio ativo 0 manano-
oligossacarideo fosforilado derivado da parede celular da levedura S. cerevisiae, o qual pode ser
utilizado em conjunto com fungicidas tradicionais, possibilitando reduzir o ntimero de aplicacdo
destes (DI PIERO; GARCIA; TONUCCI, 2005).

Produtos a base de extrato citrico, vém sendo testados e t€ém apresentado capacidade de
controlar doengas de plantas, tanto por sua atividade antimicrobiana direta quanto indireta
(STANGARLIN et al., 1999; FIORI et al., 2000). Alguns produtos comerciais a base de extrato
citrico, como Ecolife®, apresentam em sua composi¢do 4acidos ascorbico, latico e citrico,
bioflavonodides citricos, fitoalexinas citricas, polifendis e glicerina vegetal (Boletim Técnico
Ecolife®).

Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn ¢ uma bactéria saprofitica, sem potencial patogénico a
humanos, formadora de esporos, gram-positiva, comumente encontrada no solo, dgua, ar ¢ material
vegetal em decomposi¢cdo. Cresce aerobicamente a temperaturas e pH intermediarios (BOER;
DIDERICHSEN, 1991). Diferentes racas de B. subtilis apresentam potencial como agentes de
controle bioldgico, algumas sdo usadas em pulverizagdes aéreas e outras no solo ou subtrato de
semeadura (NORTH CAROLINA STATE UNIVERSITY, 2010). O Serenade® (AgraQuest, Davis,
CA, EUA) ¢ um produto comercial que possui como principio ativo a raca QST 713 de B. subtilis, a
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qual ¢ de ocorréncia natural em diversos locais. Foi isolada pela primeira vez em 1995 a partir do
solo de um pomar de péssegos na Califéornia, EUA, pela AgraQuest Inc (NORTH CAROLINA
STATE UNIVERSITY, 2010). Diversos autores vém mostrando resultados promissores no controle
de doengas de plantas pelo uso de B. subtilis tanto pelo seu efeito antimicrobiano direto (MOREIRA;
NESI; DE MIO, 2014; FIEDLER; HEERKLOTZ, 2015) ou indutor de resisténcia (KHONG et al.,
2012).

Acibenzolar-S-metil (ASM) ¢ um analogo sintético funcional do 4cido salicilico, o qual tem
a capacidade de ativar a defesa de diversas espécies de plantas a uma ampla gama de patdgenos,
através da resisténcia induzida pela rota bioquimica do 4cido salicilico (VERONESI; DELAVAULT;
SIMIER, 2009). O ASM, também denominado acido bezo (1,2,3) tiadiazole-7-carboxilico S-metil
ester (BTH), é comercializado com o nome de Bion (Bion® 500WG Syngenta, Basel, Suica) (ACHUO
et al., 2004). E um produto nio fitotoxico em baixas doses e, quando pulverizado um ou miltiplas
vezes no periodo de pré-colheita, vem demonstrando eficiéncia no controle de doengas em pepino
(COOLS; ISHII, 2002), batata (BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003), péssego (LIU et al., 2005),
pera (CAO; JIANG, 2006), tomate (IRITI; MAPELLI; FAORO, 2007) e melao (GE et al., 2008;
WANG et al., 2008).

O acido abscisico (ABA) ¢ um hormdnio vegetal produzido em quase todas as células vegetais
que contém plastideos. O ABA ¢ um terpeno de 15 carbonos, origindrio a partir dos carotendides,
responsavel por diversas fungdes nas plantas, como dorméncia de gemas e sementes, fechamento
estomatico, estimular a producao de etileno, dentre outras (TAIZ; ZEIGER, 2015). Nos ultimos anos,
diversos trabalhos tém sido realizados para avaliar o efeito do ABA no aumento da pigmentagdo de
frutos de algumas espécies vegetais como uvas de mesa, uvas para vinho e lichia (MORI et al., 2005;
HE; YU; MA, 2009; ROBERTO et al., 2012; SINGH et al., 2014). Diversos autores relataram que o
efeito de melhora na pigmentacdo dos frutos esta relacionada ao acumulo de antocianinas na casca
ou no pericarpo dos frutos (PEPPI; FIDELIBUS; DOKOOZLIAN, 2006; CANTIN; FIDELIBUS;
CRISOSTO, 2007; WHEELER et al., 2009; WEI et al., 2011; SINGH et al., 2014). O composto
precursor da antocinina (fenilalanina) ¢, também, precursor de uma série de compostos relacionados
a defesa vegetal, como acido caféico, acido benzoico, lignina, entre outros, cuja a reacdo ¢
metabolizada pela enzima relaciona a defesa vegetal, fenilalanina amonia-liase (TAIZ; ZEIGER,
2015). Portanto, acredita-se que a pulverizacdo das plantas com ABA pode promover a inducao da
defesa vegetal e a reducdo da incidéncia e severidade de doengas pds-colheita.

Oleos essenciais:

Os dleos essenciais sdo substancias liquidas, oleosas, volateis, naturais, com forte aroma quase
sempre agradavel e, além disso, sdo metabolitos secundarios formados por plantas aromaticas
(BAKKALI et al., 2008). Na natureza, 6leos essenciais desempenham uma importante fungdo na
protecdo de plantas contra bactérias, virus, fungos e também contra herbivoros devido a redugdo de
sua preferéncia por alimentar-se destas plantas. Oleos essenciais também podem ser atrativos a alguns
insetos polinizadores e dispersores de sementes ou repeli-los quando sdo indesejaveis (BAKKALI et
al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2015). Varios orgdos das plantas podem sintetizar 6leos essenciais, por
exemplo, gemas, flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes, tronco ou casca de arvores e sao
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(ANGIONI et al., 2006). O modo de extracao de 6leos essenciais também pode variar, podendo ser
extraidos através de hidrodestilacdo, solventes orgénicos, destilacdo a vapor, extracdo por fluido
supercritico e prensagem a frio (SILVEIRA et al., 2012).

O efeito dos 0leos essenciais e extratos vegetais no controle de doencas em plantas pode estar
relacionado a elicitagdo de resisténcia, bem como pode ser devido as propriedades antimicrobianas e
fungistaticas (BONALDO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007). Estas propriedades podem ser
utilizadas no manejo de fungos em frutos apds a colheita. Estudos com capsaicina, metabolito
secundario presente em pimentas do género Capsicum, demonstram efeito antifingico in vitro na
dose de 152 pg mL! sobre os géneros Penicillium, Botrytis ¢ Aspergillus (PIOTROSKI et al., 2011).
Rozwalka et al. (2008) observaram efeito fungitoxico in vitro de dleo essencial e extrato aquoso de
cravo-da-india sobre as espécies Glomerella cingulata ¢ Colletotrichum gloeosporioides. Estudando
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extrato aquoso de eucalipto nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25%, os autores observaram que
todas as concentrag¢des inibiram 90% da germinagao de esporos do fungo Colletotrichum lagenarium
(BONALDO et al., 2004). Rodrigues et al. (2007) observaram que extrato aquoso de gengibre
(Zingiber officinalis) nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25% reduziu o crescimento micelial e a
formagao de esclerdcios do fungo Sclerotinia sclerotiorum in vitro. Os 6leos essenciais de tomilho,
capim-cidreira e orégano, na dose de 50 mg L', inibiram o crescimento in vitro dos fungos Botrytis
cinerea e Alternaria arborescens. Porém, quando testaram o efeito dos 6leos em frutos de tomateiro
inoculados com estes fungos, somente os 6leos de tomilho e orégano nas doses de 5.000 e 10.000 mg
L' reduziram o desenvolvimento da doenga (PLOTTO, ROBERTS; ROBERTS, 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano in vitro e in vivo, além do efeito
sobre a qualidade de magds ‘Fuji’, das seguintes substancias: acibenzolar-S-metil (ASM), extrato
citrico, quitosana, acido abscisico (ABA), mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae e Bacillus subtilis aplicados em macieiras no periodo de pré-colheita; e de
o6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), canela (Cinnamomum zeylacium Blume.),
citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt), limdo (Citrus limonium Risso), tangerina (Citrus
reticulata Blanco), cravo-da-india (Syzygium aromaticum Linné), eucalipto (Corymbia citriodora
(Hook.) K.D. Hill e L.A.S. Johnson) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe), aplicados em magas
‘Fuji’ em pos-colheita.

2 USO DE_PRODUTOS ALTERNATIVOSEM PRE-COLHEITA NA REDUCAO DE
PODRIDOES POS-COLHEITA EM MACA ‘FUJI’

2.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de produtos alternativos na maturacdo e qualidade de
magcas ‘Fuji’, e na incidéncia e severidade pds-colheita de mofo-azul ¢ podridao olho-de-boi. Foram
conduzidos trés experimentos, dois in vivo e um in vitro. No experimento 1, os produtos acibenzolar-
S-metil (ASM, 30 mg L', Bion®), mananoligossacarideo fosforilado de Sacharomyces cerevisiae (6
mL L1, Agromos®), Bacillus subtillis (10 mL L, Serenade®), extrato citrico (2 mL L', Ecolife®),
acido abscisico (ABA, 0,1 mL L', Protone®) e quitosana (10 g L!) foram pulverizados ou néo
(controle) em pré-colheita em macieiras por duas safras (2013 e 2014). No experimento 2, duas doses
dos produtos ASM (60 e 120 mg L!) e mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae (1 € 2 mL
L") foram pulverizados ou ndo (controle) em pré-colheita. Foi avaliada a severidade das lesdes (cm)
em magas inoculadas com P. expansum (10° esporos mL) e C. perennans (10* esporos mL"), na
colheita e apos o armazenamento refrigerado. A firmeza de polpa, sélidos soluveis, acidez titulavel,
coloracdo da epiderme, indice de iodo-amido, incidéncia de podriddes foram avaliados em frutos ndo
inoculados, na colheita e apds 5 meses de armazenamento refrigerado (0+0,5 °C/UR 90+2%) mais 7
dias em condigdoes ambiente (22+4 °C/UR 70+5%). No experimento 3, um disco de 0,7 cm de
didmetro de coldénia P. expansum foi isolado em placas de Petri com meio BDA acrescido dos
produtos ASM (30 mg L!), mananoligossacarideo fosforilado de Sacharomyces cerevisiae (6 mL L
Y, Bacillus subtillis (10 mL L), extrato citrico (2 mL L"), ABA, (0,1 mL L), além do controle, e
avaliado o diametro de coldnia. No experimento 1, todos os produtos reduziram a severidade de mofo-
azul e olho-de-boi em magas ‘Fuji’ inoculadas, exceto ASM (30 mg L") que ndo afetou a severidade
das doengas em algumas datas de avaliacdo. No experimento 2, todas as doses dos produtos reduziram
a severidade de mofo-azul ap6s o armazenamento. O tratamento com quitosana e S. cerevisiae
reduziram a incidéncia de podriddes apds o armazenamento no primeiro (2013) e segundo ano (2014),
respectivamente. Os produtos ndo afetaram os atributos de maturagao e de qualidade, exceto os frutos
tratados com ABA, S. cerevisiae ¢ B. subtillis que apresentaram maior indice de iodo-amido na
colheita e menor firmeza de polpa ap6s o armazenamento. No experimento 3, observou-se que ABA
¢ ASM nio afetaram o crescimento micelial de P. expansum. Portanto, concluiu-se que os produtos
alternativos pulverizados em pré-colheita apresentam potencial para o manejo de podriddes pos-
colheita de macas ‘Fuji’.
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2.2 INTRODUCAO

As magas ‘Fuji’, comparativamente a outras cultivares, como por exemplo magas ‘Gala’, sdo
mais susceptiveis ao desenvolvimento de podridoes durante armazenagem (VALDEBENITO-
SANHUEZA et al., 2006), sendo que os riscos de perdas por podridoes aumentam com o atraso na
colheita e com o prolongamento da armazenagem, mesmo sob condigdes de AC, podendo representar
valores superiores a 20% do volume armazenado (VALDEBENITO-SANHUEZA; SPOLTI; DEL
PONTE, 2010).

O manejo das podriddes pos-colheita pode ser realizado por meio do uso de fungicidas em pré
ou pos-colheita (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2010). Todavia, a aplicacao de fungicidas em
pos-colheita para o manejo de podriddes tem sido evitada em magas produzidas no Sul do Brasil. Em
parte, a ndo utilizagdo de fungicidas em pds-colheita esta ligada ao fato de que o intervalo de caréncia
entre a aplicagdo dos fungicidas atualmente registrados e a comercializagdo dos frutos ¢
excessivamente longo (4 a 5 meses, dependendo do produto) (KOVALESKI et al., 2003), o que limita
o uso destes. Além disso, entre os fungicidas registrados para uso em pos-colheita de macas, até entao,
nao ha estudos que mostram efeito positivo sobre o controle do agente causal da podriddo olho-de-
boi. Adicionalmente, existe uma crescente conscientizag@o e pressao por parte dos consumidores para
a reducdo do uso de agrotdxicos devido aos potenciais efeitos nocivos a saide humana e ambiental
(SHARMA; SINGH; SINGH, 2009) e ao aumento de estirpes de patogenos resistentes a alguns
fungicidas (HOLMES; ECKERT, 1999).

O desenvolvimento de uma ferramenta adicional para a redugdo das perdas por podriddes se
faz necessaria e os produtos indutores de resisténcia podem ser uma boa alternativa para o manejo de
doengas pos-colheita por apresentarem eficiéncia na reducdo da incidéncia de doengas e baixo
impacto ambiental (METRAUX; NAWRATH; GENOUD, 2002).

Os produtos com caracteristicas indutoras de resisténcia podem sensibilizar a planta a ativar
seus mecanismos de defesa em resposta a um patégeno (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI,
2002). Entretanto, a redug¢do de doengas nos frutos também pode ser obtida pela inibigdo direta da
germinagdo de esporos, elongagdo do tubo germinativo e crescimento micelial de fungos (LIU et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2014) e lise de células, alteragdo da permeabilidade de membranas e da
pressdo osmotica em células bacterianas (LOU et al., 2011). Ha ainda a possibilidade de que alguns
produtos elicitores de resisténcia promovam uma melhora na atividade de microrganismos
antagosnistas, conforme descrito por Ge et al. (2010) em morangos (Rhodotorula glutinis antagonista
a Botrytis cinerea) e Lu et al. (2014) em macads (Rhodosporidium paludigenum antagonista a
Penicillium expansum). Porém, muitos destes autores t€ém sugerido que exista uma acgdo sinergistica
dos modos de agao direto, sobre o patdgeno, e indireto, ativando as respostas de defesa das plantas e
aumentando a atividade dos microrganimos antagonistas (BECOT et al., 2000; GE et al., 2010; LU
etal., 2014).

Diversos trabalhos tém relatado o efeito de alguns agentes indutores de origem bidtica, como
Saccharomyces cerevisiae Meyen e Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872, e abidtica, como
acibenzolar-S-metil (ASM), quitosana, proteina harpina, extrato citrico, acido salicilico, acido B-
amino butirico (BABA), entre outros, na inducdo de respostas de defesa em diversas espécies
vegetais, contra infecgdes virais, fungicas ¢ bacterianas (TAVARES et al., 2009; DANNER et al.,
2008; COSTA et al., 2010; WAEWTHONGRAK; PISUCHPEN; LEELASUPHAKUL, 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo pré-colheita de produtos com
caracteristicas de indutores de resisténcia, como acibenzolar-S-metil (ASM, Bion®),
mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Sacharomyces cerevisiae (Agromos®), extrato
citrico (Ecolife®), Bacillus subtilis (Serenade®) 4cido abscisico (ABA, Protone®) e quitosana sobre a
reducdo de podriddes pos-colheita causadas pelos fungos Penicillium expansum (mofo-azul) e
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Cryptosporiopsis perennans (podriddo olho-de-boi), além dos seus efeitos na maturacdo e qualidade
pos-colheita de magas ‘Fuji’.

2.3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos em que os tratamentos consistiram na aplicacdo de
produtos com potencial efeito indutor de resisténcia. Em dois experimentos avaliou-se o efeito dos
produtos aplicados em macieiras ‘Fuji’ a campo, e no terceiro avaliou-se o efeito destes adicionados
em meio de cultura sobre o crescimento micelial in vitro de P. expansum. Os experimentos a campo
foram conduzidos em um pomar comercial de mag¢as ‘Fuji Kiku’ implantado em 2003, sobre porta-
enxerto M-9, com densidade de 3.175 plantas por hectare e produtividade média de 46.400 kg por
hectare no municipio de Vacaria/RS. Toda a area experimental seguiu as praticas de rotina realizado
no restante do pomar segundo o sistema de producao integrada de magas.

No primeiro experimento, as macieiras foram pulverizadas em duas safras (2013 e 2014) com
acibenzolar-S-metil [ASM, 30 mg de ingrediente ativo (i.a.) L'] (Bion® 500WG), quitosana (10 g de
i.a. L), extrato citrico [Ecolife®, 2 mL de produto comercial (p.c.) L], acido abscisico (0,1 mL de
ia. L) (Protone® SG), mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae (AgroMos®, 6 mL de p.c. L) e Bacillus subtilis (Serenade®, 10 mL de p.c. L"), além do
tratamento controle (plantas sem tratamento com produtos alternativos).

No segundo experimento as macieiras foram pulverizadas na safra 2014 com duas doses de
mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (AgroMos®; 1 e 2
mL L) e acibenzolar-S-metil (ASM; 60 e 120 mg L") (Bion® 500WG Syngenta, Basel, Suiga), além
do tratamento controle (plantas sem tratamento com produtos alternativos).

Em ambos os experimento, os produtos foram dissolvidos com a adi¢do de espalhante adesivo
(0,05% v/v, Break Thru®) e o tratamento controle consistiu da pulverizagdo de d4gua mais espalhante
adesivo. A quitosana foi dissolvida em uma solucdo com 1% de acido acético e, entdo, adicionado o
espalhante adesivo. Foi utilizado volume de calda de 1.000 L ha’!, procurando atingir o completo
molhamento foliar da planta. Foram realizadas quatro pulverizagdes, uma por semana, iniciando cinco
semanas antes da colheita comercial. Uma semana ap0s a ultima pulverizacao foi realizada a colheita
dos frutos.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro blocos por
tratamento, sendo cada bloco constituido por cinco plantas. As cinco plantas de cada tratamento em
cada bloco foram pulverizadas com o respectivo tratamento. Contudo, apenas as trés plantas centrais
da parcela foram utilizadas, das quais os frutos foram colhidos na regido mediana.

Foram separados 20 frutos de cada bloco para as analises de maturagdo, 60 frutos para a
inoculacdo com os fungos e 50 frutos foram armazenados sob refrigeragao (0+0,5°C/UR 904+2%) por
150 dias para a analise de qualidade ap6s armazenagem.

Os frutos destinados a inoculag@o foram perfurados na regido central em dois lados opostos
com auxilio de um texturdmetro eletronico TAXT-Plus® (Stable Micro Systems Ltd, Surrey, Reino
Unido) equipado com ponteira de 2 mm de didmetro e programado para perfurar 4 mm de
profundidade e, entdo, foram inoculados com 10 pL de uma suspensio de 10° esporos por mL do
fungo Penicillium expansum (mofo-azul) ou 10* esporos por mL do fungo Cryptosporiopsis
perennans (podriddo olho-de-boi) (experimento 1, safra 2). A suspensdo de esporos foi preparada
com agua destilada esterilizada e 0,05% de Tween 20. Foi realizada a contagem do nlimero de esporos
com auxilio de uma camara de Neubauer (hemacitometro). Vinte frutos inoculados com P. expansum
por repeticdo, em cada tratamento, foram mantidos em temperatura ambiente (22+4 °C, UR 70+5%)
por até 16 dias, e outros vinte frutos inoculados foram armazenados sob refrigeracdo (0+0,5 °C, UR
90+£2%) por 60 dias. Os frutos inoculados com C. perennans foram armazenados sob refrigeracdo
(0£0,5 °C, UR 90+2%) por 90 dias (experimento 1, safra 2).

Com auxilio de uma régua milimetrada avaliou-se o didmetro das lesdes de mofo-azul e
podridao olho-de-boi em ambos os experimentos. No experimento 1, as avaliagdes iniciaram aos 3
dias apos a inoculacdo em ambas as safras (2013 e 2014) e finalizaram aos 16 dias e 13 dias apos a
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inoculacdo nas safras 1 (2013) e 2 (2014), respectivamente. Apds o armazenamento refrigerado dos
frutos, o didmetro de lesdo foi avaliado da mesma forma, aos 0 ¢ 3 dias ap6s o armazenamento
refrigerado, nos frutos inoculados com P. expansum, e aos 0 e 7 dias ap6s o armazenamento para
aqueles inoculados com C. perennans. No experimento 2, os frutos foram avaliados aos 4 ¢ 9 dias
apos a inoculagdo. Apds o armazenamento refrigerado, a avaliagdo foi realizada aos 0 e 3 dias. A
inibi¢do do crescimento de lesao (IC, %) foi calculada para a primeira e ultima data de avaliagado, de
acordo com a seguinte formula:
IC (%) = [(Dc — Dt) / Dc] * 100 [1]

Onde: Dc (cm) ¢ o didmetro de colonia do tratamento controle; e Dt (cm) € o diametro de
coldnia nos tratamentos com produtos alternativos. Durante as avaliagdes os frutos permaneceram
em condi¢do ambiente (22+4°C, UR 70+£5%) em ambos os experimentos.

Os frutos ndo inoculados nos experimentos 1 e 2 foram avaliados em relagdo a firmeza de
polpa, solidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT), cor da epiderme, indice de iodo-amido, russeting,
incidéncia de podriddes pds-colheita. As avaliagdes foram realizadas 1 dia ap6s a colheita e apos 5
meses de armazenamento refrigerado mais 7 dias a temperatura ambiente (22+4°C, UR 70+£5%).

A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos frutos, em dois lados opostos,
apos remogdo de uma pequena porcao da epiderme, com o auxilio de um penetrémetro eletronico
(GUSS Manufacturing Ltd, Cidade do Cabo, Africa do Sul) equipado com ponteira de 11 mm de
didmetro.

Os valores de AT (% malico) foram obtidos através de uma amostra de 5 mL de suco, obtido
pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa amostra foi diluida em 45 mL de agua
destilada e titulada com solugdo de NaOH 0,1N até pH 8,1. Para titulacdo das amostras foi utilizado
um titulador automético TitroLine® Easy da SCHOTT Instruments (Mainz, Alemanha). Os teores de
SS (°Brix) foram determinados em um refratdmetro digital modelo PR201a (Atago®, Toquio, Japao).

A determinagdo da cor da epiderme foi efetuada com um colorimetro Minolta (Konica
Minolta®, Toquio, Japao), modelo CR 400, sendo as leituras realizadas na regido equatorial em duas
regides do fruto (nas regides mais € menos expostas a radiagdo, correspondendo as regides mais e
menos vermelhas, respectivamente), e os resultados expressos nos atributos L, C e 2°. O 4° (dngulo
hue) define a coloracdo basica, sendo que 0°-vermelho, 90°- amarelo e 180°- verde. O L (ligthness)
define a luminosidade, que varia de zero (preto) a 100 (branco). O C define a cromaticidade (quanto
maior, mais intensa ¢ a defini¢do de cor).

O indice de iodo-amido foi determinado pela reagdo do amido contido no fruto com uma
solugdo de iodo. Apds um corte na regido equatorial dos frutos, foi aplicada a solu¢do de iodo na
superficie cortada da metade peduncular do fruto, a qual foi comparada (reag@o do iodo com 0 amido)
com uma escala de 1 (sec¢do transversal da polpa corada com iodo, indicando alto teor de amido) a 9
(secdo tranversal da polpa nao corada com iodo, indicando baixo teor de amido).

A presenga de russeting (cm?) nos frutos foi estimada pela medigdo da area proxima ao
pedunculo a qual apresentava o distarbio.

A incidéncia de podridao carpelar (%) foi determinada pelo nimero de frutos com presenga
de sintoma de podridao no carpelo em relagdo ao total de frutos analisados.

O indice de cor vermelha (%) foi estimado visualmente considerando a percentagem de area
coberta com coloracdo vermelha relativa a superficie total dos frutos.

A incidéncia de podriddes (%) naturais foi realizada um dia ap6s o armazenamento refrigerado
através da contagem do nuimero de frutos podres em relagdo ao total de frutos, e identificado o
microrganismo causador pela observag@o dos sintomas.

No experimento 3, foi avaliado o efeito de acibenzolar-S-metil (ASM, 30 mg de i.a. L)
(Bion® 500WG), extrato citrico (Ecolife®, 2 mL de p.c. L!), acido abscisico (0,1 mL de i.a. L)
(Protone® SG), mananoligossacarideo fosforilado de Saccharomyces cerevisiae (AgroMos®, 6 mL de
p.c. LY e Bacillus subtilis (Serenade®, 10 mL de p.c. L!) sobre o crescimento micelial de P.
expansum in vitro. Os produtos foram adicionados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) e
estes nas placas de Petri. Em cada placa de Petri foi inserido sobre o meio um disco de 0,7 cm de
didmetro com o fungo P. expansum proveniente de colonias com 10 dias de crescimento. Um
tratamento controle foi utilizado inserindo um disco com o fungo em meio BDA. As placas de Petri
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foram acondicionadas em B.O.D a 23° C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas 10 placas para
cada tratamento, cada placa de Petri representava uma repeticdo, seguindo um delineamento
experimental inteiramente casualizado. Apds 3 e 7 dias de crescimento do fungo foi avaliado o
didmetro de coldnia (cm) com o auxilio de uma régua milimetrada.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa SAS (SAS Institute, Inc., Cary, NC)
e submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
No experimento 1, os dados de didmetro de lesdo em funcdo dos dias apos a inoculagdo foram
submetidos a analise de regressdo. Adicionalmente, as diferengas entre o coeficiente angular das retas
(b), entre tratamentos do experimento 1, foram determinadas por meio do teste t. Os dados em
porcentagem foram transformados através da equagdo arco seno (y/100)"2,

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Efeito dos produtos alternativos nas podriddes pos-colheita: frutos inoculados

Avaliagoes na colheita:

No experimento 1, em ambos os anos de avaliacdo, aos 3 dias ap6s a inoculacdo, pode-se
observar que frutos controle apresentaram maior didmetro de lesdo de mofo-azul, porém no segundo
ano de avaliacdo (2014) ndo diferiram dos frutos tratados em pré-colheita com B. subtilis ¢ ABA
(Tabelas 1 e 2). No primeiro ano (2013), todos os tratamentos apresentaram frutos com menor
didmetro de lesdo do que em frutos das plantas controle até 16 dias ap6s a inoculagdo, com excecao
dos frutos tratados com ASM, os quais ndo diferiram do controle aos 16 dias apds a inoculagdo
(Tabela 1). No primeiro ano (2013), frutos tratados com ABA e quitosana apresentaram menor
diametro de mofo-azul aos 3 dias apos a inoculagdo, observando-se uma inibi¢do de crescimento
maior que 44%, entretanto, aos 16 dias apos a inoculacdo a inibi¢do de crescimento reduziu para 5,3
e 7,7, respectivamente (Tabela 1). Os demais tratamentos induziram uma inibi¢ao de crescimento de
18,4 a2 29,3% aos 3 dias apds a inoculacdo, entretanto, também se observou redugio nestes valores na
avaliagdo realizada aos 16 dias apds a inoculagdo, com valores entre 4,4 ¢ 8% sendo estas maiores
que a inibigdo de 0% no tratamento controle, com excegdo dos frutos tratados com ASM, em que
houve uma leve indugdo de crescimento de lesdao (0,2%) (Tabela 1).

No segundo ano (2014), aos 3 dias apds a inoculacdo, observou-se eficiéncia no controle de
mofo-azul nos frutos tratados com S. cerevisiae, quitosana, ASM e extrato citrico, com inibigdo de
crescimento de 17,8; 10,1; 10,1 e 10,5%, respectivamente. (Tabela 2). Entretanto, ao final das
avaliagOes, apenas o tratamento com S. cerevisiae manteve menor didmetro de lesdo de mofo-azul
em magcas ‘Fuji Kiku’, com 10,9% de inibicdo do crescimento de lesdo (Tabela 2). Varios autores
relatam redugdo na ocorréncia de doencas com o tratamento das plantas com quitosana, S. cerevisiae
ou ASM em diversas culturas, como feijao, morango, meldo e mamao, e atribuem esse efeito ao
aumento da atividade de enzimas relacionadas a patogénese, como fenilalanina amoénia-liase (PAL),
peroxidase, B-1,3-glucanase e quitinase (DANTAS et. al., 2004; MAZARO et. al., 2008; ZHANG;
LI; LIU, 2011). Entretanto, no presente trabalho (experimento 1) ndo se observou efeito de ASM no
controle de mofo-azul em macas ‘Fuji’ na maioria das datas de avaliagdo no primeiro ano (2013).
Soares, Maringoni e Lima (2004) também ndo observaram reduc¢ao de murcha-de-Curtobacterium em
feijoeiros tratados com ASM. Todavia, diversos trabalhos vém descrevendo efeito positivo do
tratamento com ASM em diversos patossistemas. Iriti, Mapelli ¢ Faoro (2007) observaram uma
redugdo de 71% do tamanho de micélio de Botrytis cinerea em tomates tratados com ASM (0,3 mM)
e inoculados com o fungo em pos-colheita, além do aumento de 15,7% no conteudo de licopeno em
relacdo a frutos ndo tratados. Outros autores relatam que a pulverizacdo pré-colheita de batatas com
ASM (50 mg L) reduziu a incidéncia de doengas foliares (Alternaria solani e Erysiphe
cichoracearum) a campo ¢ em casa de vegetagdo (BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003). ASM
(100 mg L) também reduziu a severidade de doenga nos tubérculos inoculados apos a colheita
(Fusarium semitectum), promovendo um aumento na atividade da enzima -1,3-glucanase em folhas,
caule, tubérculos, estoldes, mas ndo em raizes, até 45 dias ap6és a colheita (BOKSHI; MORRIS;
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DEVERALL, 2003). Cao e Jiang (2006) relatam que pulverizagdes (2 vezes) em pré-colheita de peras
“Yali’ com ASM (75 mg L) podem reduzir a ocorréncia de doengas em pos-colheita (Penicillium
expansum € Alternaria alternata) em até 42,7%. Os autores observaram que frutos maduros
provenientes de plantas tratadas com ASM (75 mg L") apresentam um aumento na atividade de
enzimas de defesa, como fenilalanina amdnia-liase, f-1,3 glucanase e quitinase, quando comparados
com frutos de plantas ndo tratadas. Este aumento também foi observado em frutos jovens apos a
primeira pulverizagdo com ASM, além da maior atividade de peroxidase, polifenoloxidase e aumento
no nivel de H20:.

Tabela 1 - Didmetro de lesdo (cm) em magas ‘Fuji’ tratadas em pré-colheita com diferentes produtos
alternativos e inibigdo do crescimento (IC, %) de mofo-azul em magds inoculadas 2 dias
apos a colheita com o fungo Penicillium expansum. Os frutos foram mantidos a 22+4°C e
umidade relativa de 70+5%. Safra 2013.

Dias ap6s a inoculagdo

Tratamento 3 16 3 16
Diametro de lesao IC

Controle 0,71a 432a 0,0 0,0

ASM (30 mg L) 0,56b 4,33a 20,8 -0,2

S. cerevisiae (6 mL L") 0,50 ¢ 397b 29,3 8,0
Extr. citrico2 mL L") 0,58b  4,13b 184 44
B. subtilis (10mL L") 0,51¢ 4,08b 27,7 55

ABA (0,1 mL L) 0,38d 4,09b 46,7 5,3
Quitosana (10 g L) 0,39d 3,9b 44,5 17,7
Média 0,52 4,13 26,8 4.4
Desvio padrio 0,24 0,67 16,0 3,3

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.

Tabela 2 - Didmetro de lesdo (cm) em macas ‘Fuji’ tratados em pré-colheita com diferentes produtos
alternativos ¢ inibicdo do crescimento (IC, %) de frutos inoculados com o fungo
Penicillium expansum. Os frutos foram mantidos a 22°C +4°C ¢ umidade relativa de
70+5%. Safra 2014.

Dias ap6s a inoculagdo

Tratamento 3 13 3 13
Diametro de lesao IC

Controle 0,78a 6,30 a 0,0 0,0

ASM (30 mg L) 0,70bc 6,17ab 10,1 2,1

S. cerevisiae (6 mL L") 0,64 ¢ 5,61b 17,8 10,9
Extr. citrico2mL L) 0,70bc 6,03ab 10,5 4,3
B. subtilis (10mL L") 0,72ab 5,8lab 8,1 7,7

ABA (0,1 mL L) 0,75ab 6,16ab 34 22
Quitosana (10 g L) 0,70bc  6,07ab 10,1 3,6
Média 0,71 6,02 8,8 44
Desvio padrio 0,14 1,03 57 3,7

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.

Possivelmente, diversos fatores influenciaram na auséncia de efeito positivo no controle de P.
expansum em macas ‘Fuji’ devido o tratamento de ASM neste trabalho, como o possivel aumento da
atividade de enzimas, as quais ndo tenham efeito sobre P. expansum, como observado por Soares,
Maringoni e Lima (2004) em feijoeiro. Entretanto, pode ndo ter ocorrido inducdo de resisténcia
devido a baixa concentragdo do produto, como observado por Siegrist et al. (1997). Por este motivo,



28

no segundo ano dos experimentos (2014) optou-se por testar doses maiores de ASM (60 ¢ 120 mg L~
1. Mesmo com resultados consistentes do efeito de S. cerevisiae neste experimento, optou-se por
testar uma dose mais baixa, devido a dose recomendada para diversas culturas ser 1 a2 mL L.

Através da andlise de regressdo pode-se observar que em todos os tratamentos o diametro de
les@o causada por P. expansum cresceu linearmente, em ambos os anos de avaliagcdo (Tabela 3). Ou
seja, conforme aumentou o numero de dias que os frutos permanecem em temperatura ambiente maior
o crescimento de P. expansum, independente do tratamento. Através da analise da significancia do
coeficiente angular da reta (b) percebe-se que as retas que estimam o crescimento do fungo t€m a
mesma inclina¢do em todos os tratamentos (diferenca entre b ndo significativa, p<0,05). Entretanto,
analisando o efeito de tratamento em cada data de avaliacdo, o diametro de leséo foi inferior (p<0,05)
em alguns tratamentos, na maioria dos dias avaliados, podendo considerar que esse efeito de redugdo
do tamanho de podriddo ocorreu, possivelmente, no inicio do estabelecimento do fungo no fruto
(Tabelas 1 e 2). A taxa de crescimento didrio de P. expansum variou de 0,26 a 0,28 cm por dia na
safra 2013 e 0,49 a 0,54 cm por dia na safra 2014. Varia¢des na incidéncia de doengas, bem como,
em atributos de maturacdo e qualidade de frutos podem ocorrer entre anos devido a uma série de
fatores, dentre eles precipitagdo, radiag@o solar e pressdo de indculo (KRETZSCHMAR et al., 2007;
CORREA et al., 2010).

Tabela 3 - Modelos lineares para didmetro de lesdo de Penicillium expansum inoculado em magas
‘Fuji’, em funcdo dos dias apods a inoculagdo, para cada tratamento com produtos

alternativos.
Modelos lineares
Tratamento =
Significancia a b

Safra 2013
Controle /1 -0,29148 0,278052 s
ASM (30 mg L) ok -0,44311 0,28844
S. cerevisiae (6 mL L) ok -0,40609 0,26226
Extrato citrico (2 mL L) ok -0,36985 0,26986
B. subtilis (10 mL L) *ok -0,41911 0,27163
ABA (0,1 mL L") ok -0,55124 0,27889
Quitosana (10 g L") ok -0,45472 0,27013

Safra 2014
Controle /1 -0,85788 0,5458/% s
ASM (30 mg L) ok -0,79995 0,5432
S. cerevisiae (6 mL L) ok -0,82359 0,4988
Extrato citrico (2 mL L") ok -0,83160 0,5317
B. subtilis (10 mL L) ok -0,69939 0,5132
ABA (0,1 mL L) *ok -0,84497 0,5373
Quitosana (10 g L) ok -0,75294 0,5299

/I'Significancia do modelo linear (** significativo p<0,01)

2 Significancia da diferenca entre coeficientes angulares das retas entre tratamentos, determinado pelo teste t
a = intercepto

b = coeficiente angular da reta

"= ndo significativo (p<0,05)

Fonte: produgéo do proprio autor, 2016.

Vallad e Goodman (2004) demonstraram que o tempo de duracdo dos compostos formados
em decorréncia da indugdo de resisténcia € variavel e pode ter curta duracdo. Ainda, de acordo com
esses autores, 0 tempo requerido para a estabilizacdo da indugdo de resisténcia ¢ dependente do tipo
de elicitor e da espécie vegetal, e qualquer interrup¢do que faga com que a planta paralise o acaimulo
de acido salicilico ou acido jasmodnico resulta em perda da expressdo de genes relacionados a
patogénese.
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Diversos autores relatam melhora no mecanismo molecular de defesa contra fungos
patogénicos ap6s o tratamento com produtos elicitores de resisténcia. Zhang et al. (2015) observaram
que a aplicacdo de 0,2% de quitosana promove a expressao dos genes MPK3, MPK6, PR1 e PR5 na
epiderme de tomates cereja. Estes genes estdo relacionados ao aciimulo de espécies reativas de
oxigénio e acido salicilico, os quais melhoram a atividade das principais enzimas relacionadas a
patogénese, incluindo fenilalanina amonia-liase, peroxidase, quitinase e [ 1,3-quitinase e,
consequentemente, melhora na resisténcia a microrganismos patogénicos (DURRANT; DONG,
2004; CAO etal., 2013).

Gouvea et al. (2009) observaram redugdo da incidéncia de diversas doencas em morangueiro,
como, mancha-de-dendrofoma (Dendrophoma obscurans), flor-preta (Colletotrichum acutatum) e
mofo-cinzento (Botrytis cinerea) devido a aplicagdo em pré-colheita de diferentes preparagdes da
levedura S. cerevisiae. Os autores verificaram um aumento da atividade de enzimas quitinases e 3-
1,3-glucanases até 72 e 120 horas, respectivamente, apds o tratamento das plantas com a levedura.
Entretanto, como o tratamento com S. cerevisiae reduziu a incidéncia de B. cinerea nos frutos
(avaliados 8 dias ap6s o tratamento), os autores consideram que a levedura pode atuar por diferentes
mecanismos neste patossistema, possivelmente algum metabolito ou complexo de metabolitos
produzidos por S. cerevisiae pode ter atuado diretamente sobre o patégeno.

No experimento 2, os frutos tratados em pré-colheita com as menores doses de Sacharomyces
cerevisiae (1 mL L") e ASM (60 mg L!) e mantidos em temperatura ambiente (22+4°C, UR 70+5%)
apresentaram o menor diametro de lesdo de mofo-azul na avaliagdo realizada aos 4 dias apos a
inoculagdo, com uma inibi¢do de crescimento de 7,2 e 4,6%, respectivamente (Tabela 4). Ao final
das avaliagdes (9 dias apos a inoculago), os frutos sem tratamento com substancias alternativas em
pré-colheita (controle) e frutos tratados com a maior dose de ASM (120 mg L) e de Sacharomyces
cerevisiae (2 mL L) apresentaram o maior didmetro de lesdo, observando-se uma leve indugdo de
crescimento de 4,3 e 1,6%, com o tratamento com ASM e S. cerevisiae, respectivamente (Tabela 4).
Portanto, observamos que, nos frutos mantidos em temperatura ambiente, o tratamento em pré-
colheita com as menores doses de S. cerevisiae € ASM (1 mL L e 60 mg L', respectivamente)
apresentaram a maior eficiéncia de controle do mofo-azul nas datas de avaliagdo (Tabela 4). Dantas
et al. (2004) observaram um aumento da incidéncia de podriddes pos-colheita em mamdes apos
pulverizagdes sequenciais em pré-colheita com 100 mg L' de ASM, enquanto que S. cerevisiae na
dose de 5 mL L' foi eficiente no controle de doengas pos-colheita de mamao. Costa et al. (2010)
observaram que a pulverizagdo com mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae reduziu a
incidéncia de vassoura-de-bruxa em mudas de cacaueiro 60 dias apds a inoculagdo com
Moniliophthora perniciosa, entretanto, a pulverizagdo das mudas com ASM, 7 ou 15 dias antes da
inoculagdo, ndo reduziu a incidéncia da doenca. Os autores assumem que a ineficiéncia do ASM esta
associada a alta pressdo do indculo, uma vez que, tanto ASM quanto S. cerevisiae aumentaram a
atividade das enzimas quitinase, -1,3-glucanase, peroxidase de guaiacol e oxidases de polifenois,
porém, afirmam que o efeito do S. cerevisiae a longo periodo de tempo € devido a presenca de cobre
em sua composicdo, o qual promove um efeito inibitorio do fungo (COSTA et al., 2010).

Alguns autores citam que a eficiéncia na reducdo da incidéncia ou da severidade de doencas
em plantas ¢ variavel com o nimero de aplicacdes e a dose utilizada para os diferentes produtos
elicitores (HEIL, 2001; DANTAS et al., 2004; BARBOSA; LARANJEIRA; COELHO, 2008;
COSTAta et al., 2010). Pascholati e Leite (1995) também relataram que a protecdo induzida ¢é
dependente do intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e o subsequente contato da planta
com o patoégeno (natural ou por inoculagao artificial). Dantas et al. (2004) observaram que o aumento
no numero de aplicagdes de ASM (50 € 100 mg L) reduziu a eficiéncia do produto no controle de
doengas em mamoeiro, entretanto, o oposto ocorreu para pulverizagdes com S. cerevisiae (5 € 7,5 mL
L"). Os autores atribuem esse fato ao maior custo energético para planta em consequéncia do processo
de inducdo de resisténcia devido as pulverizagdes com ASM e consideraram que o efeito de S.
cerevisiae nao foi apenas indutor de resisténcia na planta, mas também inibitorio do fungo. Barbosa,
Laranjeira e Coelho (2008) observaram reducdo da altura de planta e da biomassa de parte aérea em
algoddo tratado com ASM (100 mg L), enquanto que estes atributos ndo foram afetados pela
aplicagdo de S. cerevisiae (2 mL L). Entretando, quando avaliaram a atividade da enzima
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peroxidase, esta foi maior nas plantas pulverizadas com ASM, porém, a atividade da peroxidase e
polifenoloxidase em plantas tratadas com S. cerevisiae foi menor até mesmo quando comparadas a
plantas controle. Portanto, os autores consideram que a inducdo de resisténcia pode ter um custo
energético para as plantas e, até mesmo, torna-la mais suscetivel a microrganismos patogénicos
quando usada em doses e numero de aplicagdes incorretas (BARBOSA; LARANJEIRA; COELHO,
2008).

Tabela 4 - Diametro de lesdo (cm) em macas ‘Fuji Kiku’ tratadas em pré-colheita com acibenzolar-
S-metil (ASM) e Sacharomyces cerevisiae em duas doses mais o controle (frutos
colhidos de plantas nao tratadas com produtos alternativos) e inibi¢do do crescimento de
mofo-azul (IC, %) em frutos inoculados na colheita com o fungo Penicillium expansum.
Os frutos foram mantidos a uma temperatura de 22+4°C e uma umidade relativa de

70+5% por 9 dias.
Dias ap6s a inoculagdo
Tratamento 4 9 4 9
Diametro de lesdo IC
Controle 1,29 a 4,01a 0,0 0,0
ASM 60 mg L' 1,23 b 396b 46 13
ASM 120 mg L*! 1,28 a 4,18a 1,1 -43

S. cerevisiae lmL L' 1,20b  3,96b 7,2 13
S. cerevisiae2mL L' 1,25ab 4,07a 3,1 -1,6
Média 1,25 4,03 3,2 -0,6
Desvio padrio 0,16 0,34 29 24

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.

Avaliagées apos o armazenamento refrigerado

No experimento 1, podemos observar que todos os tratamentos apresentaram efeito inibitorio
do crescimento de P. expansum (mofo-azul) e C. perennans (olho-de-boi) em todas as datas de
avaliacdo, exceto os frutos tratados com ASM, que ndo diferiram de frutos controle no didmetro de
lesdo de mofo-azul (Tabela 5). O tratamento com B. subtilis demonstrou eficiéncia na redugdo de
crescimento dos fungos avaliados, tanto nas avaliagdes realizadas logo apds a colheita na primeira
safra (2013) (Tabela 1) quanto ap6s o armazenamento refrigerado dos frutos (Tabela 5) apresentando
o menor tamanho de lesdo de mofo-azul e olho-de-boi em todas as datas avaliadas apds o
armazenamento. Entretando, ndo apresentou diferenga no diametro de lesdo em relagdo aos frutos
tratados com S. cerevisiae (para C. perennans) ou S. cerevisiae, ABA e quitosana (para P. expansum)
(Tabela 5). Os frutos tratados com ASM apresentaram uma inibi¢ao de crescimento de mofo-azul de
apenas 2,9 e 4% nas avaliagdes realizada aos 0 e 3 dias apds a saida da camara, respectivamente, nao
diferindo da inibi¢ao de 0% no tratamento controle (Tabela 5). Nos demais tratamentos a inibi¢cdo de
crescimento de mofo-azul varioude 11,1a17,5% e 6,1 a 12,1% aos 0 ¢ 3 dias ap6s a saida da camara,
respectivamente (Tabela 5). A inibi¢do de crescimento de olho-de-boi variou de 16 a 33,6% ¢ 9 a
17,3% aos 0 e 7 dias ap6s a saida da camara, respectivamente, sendo a maior inibi¢ao de crescimento
observada nos frutos tratados com B. subtillis (33,6%) e mananoligossacarideo fosforilado de S.
cerevisiae (30,3%) na saida da refrigeragdo (Tabela 5).

A eficiéncia de diversas espécies de Bacillus vem sendo relatada em intimeros trabalhos.
Muitas espécies de Bacillus produzem lipopeptideos, os quais sdo componentes base de agentes de
biocontrole como Serenade® (ONGENA; JACQUES, 2008). Surfactinas (SF), iturinas (IT) e
fengicinas (FE) sdo as trés familias de lipopeptideos produzidas por Bacillus, os quais sdo
amplamente estudados devido suas atividades antagonista em uma ampla gama de fitopatdogenos,
incluindo bactérias, fungos e oomicetos (ONGENA; JACQUES, 2008). Seus efeitos estdo
relacionados, principalmente, ao aumento da permeabilidade seletiva das membranas de
microorganismos alvos, a qual leva ao extravasamento de liquido celular e a lise da célula (PATEL
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et al., 2011; FIEDLER; HEERKLOTZ, 2015). As SF comportam-se como um poderoso surfactante
(HEERKLOTZ; SEELIG, 2007), enquanto que IT interagem com SF promovendo um efeito
sinergistico na lise de diferentes células, entretanto, quando isolados, ndo t€ém um efeito tdo evidente
(MAGET-DANA et al., 1992). As FE sdo altamente permeaveis a membranas plasmaticas,
promovendo o extravasamento de liquido celular e fusdo de lipideos (FIEDLER; HEERKLOTZ,
2015; PATEL etal., 2011).

Tabela 5 - Didmetro de lesdo (cm) apds o armazenamento refrigerado de magas ‘Fuji’ tratadas em
pré-colheita com diferentes produtos alternativos e inibi¢do de crescimento de mofo-azul
ou olho-de-boi (IC, %) em frutos inoculados com o fungo Penicillium expansum ou
Cryptosporiopsis perennans, respectivamente. Os frutos foram mantidos 55 ou 115 dias a
0+0,5°C e umidade relativa de 95+3% mais 3 ou 7 dias a 22+4°C e umidade relativa de
70+5%, para P. expansum ou C. perennans, respectivamente. Safra 2014.

Dias ap6s o armazenamento

refrigerado
Tratamento 0 3 0 3
Didmetro de lesdo IC (%)
Penicillium expansum
Controle 3,77 a 5,05a 0,0 0,0
ASM (30 mg L) 3,66 a 485ab 29 4,0

S. cerevisine (6mL L") 321bc 4,44d 14,9 12,1
Extr. citrico 2 mL L) 3,35b 474bc 11,1 6,1
B. subtilis (10mL L") 3,11c¢ 448d 17,5 11,3

ABA (0,1 mL L) 321 bc  4,48d 14,9 11,3
Quitosana (10 g L) 327bc  4,54cd 13,3 10,1
Meédia 3,24 4,63 10,6 7,8
Desvio Padrao 0,57 0,66 6,6 4,6
Cryptosporiopsis perennans
0 7 0 7
Controle 1,19 a 1,33a 0,0 0,0
ASM (30 mg L) 1,00 b 1,L1I9b 16,0 10,5

S. cerevisiae (6 mL L) 0,83de 1,10c 30,3 17,3
Extr. citrico2mL L") 0,89cd 1,18b 252 11,3
B. subtilis (10mL L") 0,79¢ 1,L11¢ 33,6 16,5

ABA (0,1 mL L) 0,89cd 1,20b 252 9,8
Quitosana (10 g L) 0,92b 1,21b 22,7 9,0
Média 0,93 1,18 21,8 10,6
Desvio padrdo 0,27 0,40 11,1 5,7

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.

O tratamento com quitosana também demonstrou potencial para a reducdo do diametro de
lesdo de mofo-azul e olho-de-boi, tanto ap6s o armazenamento refrigerado (Tabela 5) quanto nas
avaliacdes na colheita (Tabelas 1). Zhang, Li e Liu (2011) consideraram que o modo de acdo da
quitosana ainda nao esta bem elucidado. Entretanto, propdem que o efeito de quitosana soluvel em
acido pode ser direto sobre o patdgeno, inibindo a germinacgao de esporos e crescimento de hifas de
Botrytis cinerea, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer, Penicillium ¢ Sclerotium rolfsii. Todavia, o
efeito de quitosana também pode ser em decorréncia da indug@o de resisténcia, aumentando a
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atividade de enzimas relacionadas a patogénese como quitinase e B-1,3-glucanase em laranjas,
morangos e framboesas, e de fenilalanina amonialiase (PAL) em morangos e uvas de mesa
(ROMANAZZI et al., 2002; ZHANG; LI; LIU, 2011). Outros autores tém relacionado o efeito de
quitosana sobre podriddes a preservacdo da integridade da membrana dos frutos e reducdo da
producdo da enzima poligalacturonase por fungos (EL GHAOUTH et al., 1997, MAZARO et al.,
2008). Além disso, quitosana pode causar dano direto a citologia da hifa de fungos (EL GHAOUTH
et al., 1997) e ruptura de membranas plasmaticas de bactérias (LOU et al., 2011), reduzindo a
habilidade dos patdgenos de penetrar ou colonizar os tecidos hospedeiros. Mazaro et al. (2008)
atribuiram a redu¢@o de doencgas pds-colheita em morangos ‘Aromas’ a uma combinagdo do efeito
direto de quitosana (1%) sobre os fungos e ao aumento de compostos relacionados a defesa, como
polifenois, pelos frutos.

Observou-se que frutos tratados com extrato citrico (Ecolife®) apresentaram menor didmetro
de lesdo de olho-de-boi (C. perennans), especialmente aos 2 dias apés a retirada da refrigeragdo, onde
o tratamento proporcionou o menor tamanho de lesdo, ndo diferindo dos frutos tratados com ABA e
quitosana (Tabela 5). O tratamento com extrato citrico também reduziu o diamentro de mofo-azul (P.
expansum) apés o armazenamento refrigerado dos frutos (Tabela 5), assim como ocorreu com 0s
frutos avaliados na colheita em todas as datas avaliadas no primeiro ano (2013) (Tabela 1) e aos 3
dias apo6s a inoculagdo no segundo ano (2014) (Tabela 2). Motoyama et al. (2003) observaram efeito
antibacteriano de diferentes doses (1 a 5.000 pL L) de extrato citrico (Ecolife®). O extrato citrico
também afetou o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides, reduzindo a ocorréncia de podridao
peduncular em frutos e antracnose em mudas de mamao (NASCIMENTO; NERY; RODRIGUES,
2008), e de Colletotrichum musa, reduzindo o numero de lesdes de antracnose em bananas
(FURTADO et al., 2010). Alguns autores consideram que ha uma acdo sinergistica entre os
componentes de Ecolife®, promovendo as plantas uma tolerncia ao estresse, além de ativar os
processos de resisténcia a doengas e regular o vigor vegetativo ocasionando um melhor
direcionamento energético para necessidades reprodutivas nas plantas (FURTADO et al., 2010;
KUHN et al., 2006).

No experimento 2, nos frutos inoculados ¢ avaliados apds o armazenamento refrigerado
(00,5 °C, UR 90+2%), o tratamento com os produtos ASM e mananoligossacarideo fosforilado de
S. cerevisiae, tanto na maior dose quanto a menor, reduziram o desenvolvimento de P. expansum até
3 dias apos a retirada da refrigeragdo, observando-se inibi¢do de crescimento de mofo-azul superior
a 6% (Tabela 6).

Tabela 6 - Diametro de lesdo (cm) em magas ‘Fuji’ tratadas em pré-colheita com acibenzolar-S-metil
(ASM) e Sacharomyces cerevisiae em duas doses mais o controle (frutos colhidos de plantas
ndo tratadas com produtos alternativos) e inibicdo do crescimento (IC, %) em frutos
inoculados com o fungo Penicillium expansum. Os frutos foram mantidos por 60 dias a uma
temperatura de 0+0,5°C e umidade relativa de 90+2% mais 3 dias a temperatura ambiente
(2244 °C, UR 70+5%).

Dias ap6s 0 armazenamento refrigerado

Tratamento

0 3 0 3

Diametro de lesdo IC (%)
Controle 4,02 a 5,11a 0,0 0,0
ASM 60 mg L! 3,70 b 481D 8,1 6,0
ASM 120 mg L*! 3,72b 480D 7,5 6,0

S. cerevisiae lmL L' 3,70 b 481b 8,1 6,0
S. cerevisiae2 mL L 3,67b 481b 8,6 6,0
Média 3,77 4,87 6,5 4.8
Desvio padrao 0,33 0,36 3,6 2,7

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.
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Na avaliagdo de crescimento realizada no dia de retirada da refrigeracdo (dia 0), frutos
controle apresentavam lesdo de pouco mais de 4 cm, enquanto que os frutos tratados com ASM e S.
cerevisiae as lesdes tinham em torno de 3,7 cm, representando inibi¢do de crescimento em torno de
8%. Ao final das avaliagdes (3 dias ap0s a retirada da refrigeragao), a lesdo de frutos controle chegava
a 5,1 cm e as lesdes de frutos tratados eram de aproximadamente 4,8 cm (Tabela 6).

2.4.2 Efeito dos produtos alternativos sobre o crescimento micelial de Penicillium expansum in
vitro:

No experimento 3 (in vitro), também se observou efeito de alguns produtos sobre o
crescimento micelial de P. expansum (Tabela 7). A presen¢a de mananoligossacarideo fosforilado de
S. cerevisiae, extrato citrico ou B. subtilis no meio de crescimento de P. expansum reduziu o didmetro
de coldnia aos 3 e 7 dias apds o isolamento e promoveram uma inibi¢do de crescimento de 75,0; 20,5
e 67,5% apos 7 dias de incubagdo, respectivamente (Tabela 7). Entretanto, ASM e ABA néo afetaram
o crescimento do fungo in vitro, porém, apesar de ndo diferirem do tratamento controle, estimularam
o crescimento do fungo em 43,3 e 38,2% apos 7 dias de incubacdo, respectivamente (Tabela 7).
Cardoso Filho (2003) observou que S. cerevisiae afetou o desenvolvimento in vitro de Guignardia
citricarpa, agente causal da pinta preta em citros, reduzindo a germinacao de esporos e formagao do
apressorio pelo fungo. Alguns trabalhos tém demonstrado que a antibiose pode ser um dos
mecanismos de acdo de S. cerevisiae sobre Hemileia vastatrix em café¢ (Roveratti, 1989), Botrytis
cinerea em Eucalyptus sp. (Lopes, 2001) e sobre Exserohilum turcicum em milho (STANGARLIN;
PASCHOALATI, 1994). E importante ressaltar que naqueles trabalhos os autores usaram a levedura
viva no tratamento das plantas. Entretanto, Costa et al. (2010) assumem que o efeito inibitdrio in vitro
de S. cerevisiae na formulagdo de Agromos® (mananoligossacarideo fosforilado) é devido a presenga
de sulfato de cobre em sua composi¢io, pois quando estes testaram Agromos® comercial € Agromos®
Experimental (sem Cu™" em sua composi¢do) observaram que a formulagdo Experimental induziu o
crescimento de Moniliophthora perniciosa, provavelmente devido auséncia de cobre e grande
quantidade de aglicares e aminodcidos em sua composicdo, enquanto que a formulagdo comercial
apresentou efeito inibitorio diretamente proporcional a dose.

Tabela 7 - Diametro de colonia (cm) e inibi¢do do crescimento (IC, %) de Penicillium expansum em
meio de cultura batata dextrose agar (BDA) com acréscimo de diferentes produtos

alternativos.
Dias apos a incubagdo
Tratamento 3 7 3 7
Didmetro de colonia IC (%)
Controle 1,86 a 3,02a 0,0 0,0
ASM (30 mg L) 1,61 a 433a 13,7 -43,3
S. cerevisiae (bmL L) 0,75¢ 0,75 ¢ 59,5 75,0

Extrato citrico (2 mL L) 1,32 b 2,40 Db 29,3 20,5
Bacillus subtilis (10 mL L") 0,96 bc 0,98 ¢ 48,3 67,5

ABA (0,1 mL L) 1,74 a 4,17 a 6,8 -38,2
Média 1,37 2,60 26,3 13,6
Desvio padrio 0,71 2,02 23,8 50,6

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio
autor, 2016.

Associando os resultados do experimento in vitro com os in vivo, podemos atribuir que quando
houve reducdo do tamanho de lesdo nos frutos tratados com ABA e ASM, possivelmente, foi devido
ao processo de indugdo de resisténcia nas plantas, a qual persistiu por um determinado tempo em pos-
colheita (Tabelas 1, 2, 4, 5, 7). Entretanto, o efeito de mananoligossacarideo fosforilado de S.
cerevisiae, extrato citrico e B. subtilis pode estar associado ao efeito direto sobre o fungo, ou,
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possivelmente, um efeito sinergistico de ag¢do direta sobre o patdégeno e indutor de resisténcia no
tecido vegetal.

2.4.3 Efeito dos produtos alternativos sobre a incidéncia de podriddes ap6s o armazenamento
refrigerado de macas nao inoculadas

Quando se avaliou a incidéncia de podriddes apos 5 meses de armazenamento refrigerado de
macas ndo inoculadas, em ambas as safras (2013 e 2014), observamos que o tratamento em pré-
colheita interferiu apenas na incidéncia total de podriddes, ndo apresentando efeito significativo no
controle de um patdgeno especifico (Tabela 8). Na safra 2013, observou-se que os frutos tratados
com B. subtilis tiveram uma incidéncia inferior a 6% nao diferindo, entretanto, de frutos controle,
tratados com ASM ou ABA, os quais apresentaram, respectivamente 8%, 13% e 8% de frutos podres
(Tabela 8). Ainda no primeiro ano de avaliagdes (2013), o indice mais baixo de podriddes naturais
apos o armazenamento foi observado nos frutos tratados com quitosana, os quais tiveram menos de
4% de podriddes (Tabela 8). Na safra 2014, observou-se que a menor incidéncia de podriddes ocorreu
nos frutos tratados em pré-colheita com mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, com uma
incidéncia de 7,75%, entretanto, esta incidéncia nao diferiu dos frutos tratados com ABA e quitosana,
os quais apresentaram pouco mais de 9% de podriddoes (Tabela 8). As maiores incidéncias de
podriddes foram observadas nos frutos tratados com ASM, frutos controle, tratados com extrato
citrico e B. subtillis, com valores de 23,25; 17,96; 15,12 e 14,62, respectivamente (Tabela 8). Argenta
et al. (2015) observaram elevados indices de podriddes na gondola dos supermercados em magas
‘Fuji’ a partir de 4 meses de armazenamento, chegando ao maximo apds 10 meses de armazenamento
refrigerado, onde os indices variaram de 12 a 20% naquele periodo. No presente trabalho, observou-
se incidéncia média de podriddes de 7,3% e 13,9% em 2013 e 2014, respectivamente. (Tabela 8).
Estudos tém demonstrado que as principais doengas que vém sendo detectada apos o armazenamento
refrigerado de macgds sdo podriddo olho-de-boi e mofo-azul, dependendo da regido produtora no
Brasil (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2006), assim como observado neste estudo, em que o
maior indice de podriddo foi pela ocorréncia de mofo-azul, seguido de podriddo olho-de-boi em
ambas as safras (Tabela 8).
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Tabela 8 - Incidéncia de podridoes causadas por Penicillium expansum (mofo-azul), Criptosporiopsis
perennans (olho-de-boi), Botrytis cinerea (mofo-cinza) e o somatério de outras podriddes,
causadas por Rhizopus sp., Alternaria sp. e Colletotrichum gloeosporioides em magas
‘Fuji’ ap6s 5 meses de armazenamento refrigerado (0+0,5 °C UR 90+2%). Safras 2013 e

2014.
Doengas pos-colheita (%)
Tratamento Mofo-azul Olho-de-boi Mofo-cinza Outras Total (%)
Safra 2013
Controle 5,301 0,90 s 0,25ms 1,48 8,00 A
ASM (30 mg L) 7,78 2,65 0,95 1,64 13,02 A
S. cerevisiae (6 mL L") 4,05 1,70 0,25 1,21 7,21 AB
Extr. citrico (2 mL L) 3,53 1,80 0,25 0,25 6,08 AB
B. subtilis (10 mL L) 3,78 0,70 0,25 0,48 5,21 AB
ABA (0,1 mL L") 4,93 1,95 0,00 1,20 8,08 A
Quitosana (10 g L) 2,08 0,45 0,78 0,28 3,59B
Média 4,49 a 1,45b 0,39 ¢ 093¢ 7,30
Desvio padrio 3,12 1,30 0,62 0,58 4,59
Safra 2014

Controle 10,24 vs 3,49 ns 1,73 0s 2,515 17,96 A
ASM (30 mg L) 14,97 5,81 0,00 2,47 23,25 A
S. cerevisiae (6 mL L") 4,71 3,04 0,00 0,00 7,75 B
Extr. citrico (2 mL L) 8,00 4,41 0,89 1,82 15,12 A
B. subtilis (10 mL L) 6,90 4,35 0,00 3,37 14,62 A
ABA (0,1 mL L) 6,52 2,50 0,00 0,00 9,02 AB
Quitosana (10 mL L) 7,69 1,67 0,00 0,00 9,35 AB
Média 8,43 a 3,61b 0,37 ¢ 1,45bc 13,87
Desvio padrio 6,02 3,57 1,08 1,89 8,83

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e mintiscula na linha, em cada safra, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). ™ = ndo significativo (p<0,05). Fonte: producdo do proprio autor, 2016.

2.4.4 Atributos de maturacio na colheita e qualidade apds o armazenamento refrigerado dos
frutos

No experimento 1, a firmeza de polpa dos frutos variou de 64,8 a 66N, a acidez titulavel variou
de 0,301 a 0,357% e o teor de solidos soluveis variou de 13,5 a 14,4 °Brix. Porém, os frutos nao
apresentaram diferencgas entre tratamentos nestes atributos, em ambos os anos de avaliagdo (Tabela
9). Antoniolli et al. (2011) também nao observaram diferenca significativa no conteudo de SS, AT e
pH em pos-colheita de framboesas ‘Heritage’ tratadas em pré-colheita com quitosana, Bacillus
amyloliquefaciens e S. cerevisiae. Entretanto, observamos que o indice de iodo-amido era menor nos
frutos controle (4,0 e 3,9 nas safras 2013 e 2014, respectivamente) e naqueles tratados com quitosana
(4,1) no primeiro ano (2013), ou seja, uma menor degradacao do amido (indice menor), que poderia
caracterizar frutos com maturacdo menos avancada (Tabela 9). Argenta, Vieira e Scolaro (2010)
relataram que a firmeza de polpa de magas ‘Fuji’ ndo tem grande variacdo na planta ou logo apos a
colheita, ndo sendo o melhor atributo para avaliar a maturagdo ideal de colheita ou determinar o
potencial de armazenamento dos frutos. Em ambos os anos de avaliagdo do experimento (2013 e
2014), observou-se que frutos tratados em pré-colheita com S. cerevisiae, B. subtilis ¢ ABA
apresentaram maior indice de iodo-amido na colheita, apesar de ndo se observar diferenca na firmeza
de polpa na colheita entre tratamentos (Tabela 9). Porém, apds o armazenamento refrigerado, os frutos
destes tratamentos possuiam uma menor firmeza de polpa (Tabela 10). Ou seja, estes produtos podem
ter adiantado a maturagdo dos frutos e, consequentemente, promovido uma necessidade de colheita
mais precoce ou armazenamento refrigerado por um periodo mais curto. Cantin, Fidelibus e Crisosto
(2007) observaram que o tratamento pré-colheita com ABA adiantou a colheita de uvas ‘Crimson
Seedless’ de 10 a 30 dias. Peppi, Fidelibus e Dokoozlian (2006) relataram que o tratamento de uvas
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‘Flame Seedless’ em pré-colheita com ABA (75 a 300 mg L) acelera o amolecimento dos frutos e
os torna mais suscetiveis a danos mecanicos. Porém, outros produtos aplicados em pré-colheita, como
quitosana ou ASM, podem retardar ou promover o amadurecimento de morangos, respectivamente,
como observado por Mazaro et al. (2008).

Na safra 2013, frutos controle apresentaram maior area com russeting que frutos tratados com
quitosana, entretanto, estes ndo diferiram dos demais tratamentos, ndo parecendo ser um efeito da
acdo dos produtos alternativos (Tabela 9). Este efeito ndo se repetiu no segundo ano de avaliagdo
(safra 2014), pois ndo se observou diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9 - Atributos de qualidade ¢ maturacdo de macgas ‘Fuji’ na colheita. Os frutos tiveram 4
pulverizagdes (uma por semana) em pré-colheita com diferentes produtos alternativos.
Avaliacdes realizadas 1 dia apos a colheita. Safras 2013 e 2014.

Firmeza indice Cor
de AT SS Russeting
Tratamentos olpa (%) (°Brix) Iodo- (cm?) vermelha
po’p b Amido (%)
M)
Safra 2013
Controle 66,2 0,3570 13,7 40¢c¢ 3,1a -
ASM (30 mg L) 66,0 0,372 14,4 43D 2,2 ab -

S. cerevisiae (6 mL L) 64,8 0,303 13,8 4,7 a 2,2 ab -
Extr. citrico (2 mL L!) 65,5 0,301 13,7 42b 2,3 ab -
B. subtilis (10 mL L!) 66,0 0,323 14,5 4,4 ab 2,1 ab -

ABA (0,1 mL L) 66,0 0,262 13,5 4,4 ab 1,9b -
Quitosana (10 mL L") 65,4 0,326 14,1 4,1 be 2,2 ab -
Média 65,7 0,317 14,0 43 2,3 -
Desvio padrio 5,81 0,052 0,88 0,6 1,7 -
Safra 2014
Controle 67,41  0,373"s 13,5 39c¢ 1,261 65,3 be
ASM (30 mg L) 66,1 0,319 13,9 43b 1,03 67,3 bc
S. cerevisiae (6 mL L) 66,8 0,327 13,6 47 a 1,41 554d
Extr. citrico 2 mL L') 68,3 0,344 14,1 42b 1,46 68,0 be
B. subtilis (10 mL L") 66,5 0,346 13,9 4.4 ab 1,22 61,9 cd
ABA (0,1 mL L) 67,8 0,375 13,7 45a 1,57 74,0 a
Quitosana (10 mL L") 66,3 0,333 13,7 42b 1,39 70,6 ab
Média 67,0 0,346 13,8 43 1,33 66,1
Desvio padrio 7,44 0,049 0,60 0,6 1,34 15,60

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada safra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ = nao
significativo (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio autor, 2016.

Os frutos tratados com os produtos alternativos ndo apresentaram diferencga de coloragdo da
epiderme (L, C, h°) nas analises realizadas apds a colheita e apos o armazenamento, nas duas safras
avaliadas (Tabelas 10 e 11). Entretanto, quando se avaliou o percentual de coloragdo vermelha da
epiderme no segundo ano, observou-se que os frutos tratados em pré-colheita com ABA
apresentavam os maiores valores (Tabela 9). Diversos trabalhos relataram que o efeito de melhora na
pigmentac¢ao dos frutos, devido o tratamento com ABA, esta relacionada ao acimulo de antocianinas
na epiderme ou no pericarpo dos frutos (PEPPI et al., 2006; CANTIN; FIDELIBUS; CRISOSTO,
2007; WHEELER et al., 2009; WEI et al., 2011; SINGH et al., 2014). O composto precursor da
antocinina (fenilalanina) ¢, também, precursor de uma série de compostos relacionados a defesa
vegetal, como acido caféico, acido benzodico, lignina, entre outros, cuja reagdo ¢ metabolizada pela
enzima relaciona a defesa vegetal, fenilalanina amonia-liase (TAIZ; ZEIGER, 2015). Portanto,
quando se observou redugdo do diametro de lesdo de mofo-azul nas avaliagdes realizadas na colheita,
no primeiro ano (2013) (Tabela 1), bem como, nas avaliagdes realizadas apds o armazenamento
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refrigerado de frutos inoculados com P. expansum e C. perennans (Tabela 5), poderia-se assumir que
foi devido a uma indugdo de resisténcia nos frutos, considerando que ABA ndo afetou o crescimento
de P. expansum in vitro (Tabela 7).

Tabela 10 - Atributos de colora¢do da epiderme de macas ‘Fuji’ na colheita. Os frutos receberam
quatro pulverizagdes em pré-colheita, uma por semana, com diferentes produtos
alternativos. Avalia¢des realizadas um dia apds a colheita. Safras 2013 e 2014.

Tratamentos Lado verde Lado vermelho
L C h° L C h°
Safra 2013
Controle 63,97 28,51 9531s 42,90 2570 28.8ms
ASM (30 mg L) 54,0 28,1 97,1 43,1 24,4 30,0
S. cerevisiae (6 mL L) 54,1 28,8 984 44,0 25,1 32,1
Extr. citrico 2 mL L") 65,3 28,9 98,7 44,6 24,7 31,9
B. subtilis (10mL L") 64,9 292 96,9 44,4 237 34,3
ABA (0,1 mL L) 63,7 28,0 96,8 43,7 24,1 31,6
Quitosana (10 mL L") 634 28,6 98,2 42,2 25,1 27,6
Média 61,3 28,6 973 43,5 24,7 309
Desvio padrao 10,24 0,95 2,76 1,59 1,11 4,46
Safra 2014
Controle 71,10 35,70 104,10 44,40 30,7 36,6
ASM (30 mg L) 70,9 36,2 103,3 45,3 30,7 38,2

S. cerevisiae (6 mL L") 71,7 373 106,4 46,5 30,2 41,6
Extr. citrico2 mL L") 71,5 350  103,5 44,1 31,4 359
B. subtilis (10 mL L") 71,2 352 104,0 44,8 30,2 36,3

ABA (0,1 mL L) 70,8 34,8 102,2 447 30,9 354
Quitosana (10 mL L") 70,9 36,1 101,7 443 31,5 37,1
Média 71,2 35,8 103,6 449 30,8 37,3
Desvio padrao 1,31 1,31 3,49 1,67 1,81 3,86

Médias seguidas de ™, na coluna, em cada safra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do
proprio autor, 2016.

No experimento 2, na colheita, observou-se que a firmeza de polpa dos frutos variou de 64,7
a 66,4 N, o teor de solidos soluveis (SS) de 14,4 a 14,7% ¢ a acidez titulavel (AT) de 0,261 a 0,292%.
Porém, ndo houve efeito de tratamento sobre estes atributos de maturagdo (Tabela 12). O indice iodo-
amido foi maior nos frutos tratados com ASM nas doses de 60 e 120 pug mL"! (4,8 ¢ 4,9,
respectivamente), havendo, portanto, uma maior degradag¢ao do amido naqueles frutos, indicando que
apresentavam uma matura¢do mais avangada na colheita (Tabela 12). O indice de iodo-amido nos
frutos tratados com S. cerevisiae, em ambas as doses, ndo diferiu dos frutos controle (Tabela 12).

Nao se observou diferenga nos atributos de colorag@o dos frutos (L, C, /°) tanto na colheita
quanto apos o armazenamento refrigerado dos frutos (Tabelas 13 e 14). O A° avaliado na regido mais
verde dos frutos na colheita variou de 104,6 a 105,8 (Tabela 13), enquanto que apds o armazenamento
esses valores foram de 94,3 a 97,3 (Tabela 14), indicando que os frutos passaram de uma coloragdo
mais proxima do verde na colheita, para amarelo apds o armazenamento refrigerado, caracteristico
do processo de amadurecimento dos frutos. O valor médio de 4° avaliado na regido mais vermelha
dos frutos foi de 37,5 com C de 30,6 ¢ L de 44,00 (Tabela 13).
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Tabela 11 - Atributos de qualidade de magas ‘Fuji’ apds o armazenamento refrigerado (0+0,5°C UR
90+2%) mais sete dias a temperatura ambiente (22+4°C, UR 70+£5%). Os frutos receberam
quatro pulverizagdes (uma por semana) em pré-colheita com diferentes produtos
alternativos. Safras 2013 e 2014.

Tratamentos Firmeza de polpa AT SS Cor da Epiderme
(N) (%)  (°Brix) [ C he
Safra 2013
Controle 57,7 a 0,186™ 15,1  66,8™ 36,5 90,6
ASM (30 mg L) 56,8 ab 0,170 14,8 67,7 37,1 87,3
S. cerevisiae (6 mL L") 55,1 bc 0,148 14,2 68,2 37,8 89,1
Extr. citrico 2 mL L") 54,8 bc 0,149 14,4 68.3 37,0 87,7
B. subtilis (10 mL L") 55,1 be 0,145 14,1 68,5 36,2 95,1
ABA (0,1 mL L) 54,0 c 0,122 14,3 68,1 37,4 89,2
Quitosana (10 mL L') 56,5 ab 0,184 14,8 68,2 372 953
Média 55,7 0,158 14,5 68,0 37,0 90,6
Desvio padrio 8,39 0,043 0,92 1,54 1,17 2,76
Safra 2014
Controle 59,1 a 0,162ns 13,7 71,47 42,1 93,508
ASM (30 mg L) 57,8 ab 0,160 14,1 73,1 41,9 954
S. cerevisiae (6 mL L) 53,9 cd 0,172 12,7 73,8 42,9 99,1
Extr. citrico 2 mL L!) 56,1 be 0,203 13,7 72,7 43,2 96,2
B. subtilis (100 mL L") 52,7d 0,187 14,3 72,6 423 94,9
ABA (0,1 mL L) 51,3d 0,189 13,2 71,7 40,6 933
Quitosana (10 mL L") 53,9 cd 0,209 14,3 72,0 42,2 83,0
Média 54,9 0,184 13,7 72,5 42,2 93,6
Desvio padrdo 8,43 0,547 1,05 0,03 8,37 1,73

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada safra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ = ndo
significativo (p<0,05). Fonte: produgdo do proprio autor, 2016.

Tabela 12 - Atributos de matura¢do de magas ‘Fuji’ na colheita. Os frutos foram pulverizados ou nao
(controle) em pré-colheita com Acibenzolar-S-metil (ASM; 60 e 120 mg L) e
mananoligossacarideo fosforilado de Sacharomyces cerevisiae (Agromos®; 1 € 2mL L)
(quatro pulverizagdes, uma por semana). Avaliagdes realizadas um dia apos a colheita.

Tratamento Flrmezg\;l)e polpa ?0/;1; (°1§rsix) indice Iodo-Amido

Controle 66,418 0,292 1s 14,618 46b
ASM 60 mg L! 66,3 0,284 14,7 48a
ASM 120 mg L*! 66,6 0,261 14,4 49a
S. cerevisiae 1 mL L 64,7 0,286 14,4 4,6b
S. cerevisiae 2 mL L 65,9 0,285 14,6 4,6 b
Média 66,0 0,283 14,5 4.7

Desvio padrao 7,23 0,021 0,62 0,3

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ = ndo significativo
(p<0,05). Fonte: produgdo do préprio autor, 2016.

Nas analises realizadas ap6s o armazenamento refrigerado dos frutos, no experimento 2, foi
observado que ndo houve efeito de tratamento sobre a AT e sobre os atributos de coloracdo da
epiderme (L, C e h°) (Tabela 14). Todavia, efeito inconsistente, envolvendo o aumento ou redugao
do conteudo de SS foi observado entre os tratamentos. Por exemplo, frutos tratados com a maior dose
de S. cerevisiae (2 mL L) apresentaram maior teor de SS (15,2 °Brix), comparativamente a frutos
controles (13,5 °Brix) ou tratados com a dose mais elevada de ASM (120 mg L") (14,0 °Brix), mas
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ndo diferiu dos demais tratamentos, os quais apresentaram SS de 14,2 °Brix (ASM 60 mg L") ¢ 14,3
°Brix (S. cerevisiae 1 mL L") (Tabela 14). Frutos controle, bem como, aqueles tratados com S.
cerevisiae nas doses de 1 € 2 mL L' apresentavam maior firmeza de polpa quando comparados com
aqueles tratados com ASM, em ambas as doses (60 ¢ 120 mg L), refletindo as diferengas na
degradacdo do amido observadas na colheita (Tabela 12). Isto indica que o tratamento com ASM,
possivelmente, adiantou a maturacdo dos frutos, enquanto que as doses testadas de
mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae ndo a afetaram (Tabelas 12 e 14). Zhang et al.
(2011) ndo observaram diferenca na firmeza de polpa e no conteido de SS de meldes tratados com
ASM (100 mg L"), assim como observado neste trabalho nos frutos avaliados na colheita.

Tabela 13 - Atributos de coloracdo de mag¢as ‘Fuji’ na colheita. Os frutos foram pulverizados ou ndo
(controle) em pré-colheita com Acibenzolar-S-metil (ASM; Bion® 60 e 120 mg L) e
mananoligossacarideo fosforilado de Sacharomyces cerevisiae (Agromos®; 1 e 2mL L)
(quatro pulverizagdes, uma por semana). Avaliagdes realizadas um dia ap6s a colheita.

Tratamentos Lado verde Lado vermelho
L C h° L C h°
Controle 70,91 37,0" 105,8" 42,5 30,7 36,6
ASM 60 pg mL! 70,8 37,2 105,7 43,7 30,7 37,2
ASM 120 pg mL! 69,9 37,7 104,9 44,7 29,5 37,6

S. cerevisiae 1l mL L' 70,8 36,2 104,6 45,6 30,9 39,2
S. cerevisiae2 mL L' 71,3 36,4 105,2 437 30,9 37,2
Média 70,8 36,9 105,3 44,0 30,6 37,5
Desvio padrio 0,97 1,29 2,09 1,83 1,04 3,45

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ = ndo significativo
(p<0,05). Fonte: produgao do préprio autor, 2016.

Tabela 14 - Atributos de qualidade pds-colheita de magas ‘Fuji’ apds cinco meses de armazenamento
refrigerado (0+0,5°C UR 90+2%) mais sete dias a temperatura ambiente (22+4°C, UR
70£5%). Os frutos foram pulverizados ou ndo (controle) em pré-colheita com
Acibenzolar-S-metil (ASM; 60 ¢ 120 mg L!) e mananoligossacarideo fosforilado de
Sacharomyces cerevisiae (Agromos®; 1 ¢ 2 mL L) (quatro pulverizagdes, uma por

semana).
Firmeza de polpa AT SS Cor da epiderme

Tratamento (N) (%) (°Brix) 7 C 7o
Controle 60,3 a 0,175™ 13,5b  73,0™ 44,1™ 97,3™
ASM 60 mg L' 53,3b 0,185 14,2ab 71,7 43,5 958
ASM 120 mg L*! 54,0 b 0,148 14,0b 72,3 445 96,6
S. cerevisiae 1 mL L' 59,8 a 0,167 143ab 72,9 43,0 9473
S. cerevisiae2 mL L' 61,0a 0,177 152a 724 42,0 95,6
Média 58,1 0,171 14,3 72,5 433 959
Desvio padrio 9,79 0,025 0,99 1,31 1,95 3,27

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ = ndo significativo
(p<0,05). Fonte: produgao do proprio autor, 2016.

2.5 CONCLUSAO

O tratamento em pré-colheita com produtos alternativos com caracteristicas elicitoras de
resisténcia inibe o desenvolvimento de mofo-azul e olho-de-boi em magas inoculadas. O efeito de
inibigdo do desenvolvimento das lesdes em frutos tratados em pre-colheita com ASM (30 mg L,
Bion®) ¢ menos evidente e de duragdio mais curta. O tratamento em pré-colheita com
mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae e B. subtilis em 2013 e mananoligossacarideo
fosforilado de S. cerevisiae em 2014 promovem a maior inibicdo do desenvolvimento de mofo-azul.
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Magads ‘Fuji Kiko’ tratadas em pré-colheita com quitosana e mananoligossacarideo
fosforilado de S. cerevisiae apresentaram menor incidéncia de podriddes apds o armazenamento
refrigerado nas safras 2013 e 2014, respectivamente.

O aumento da dose de ASM no tratamento de magas ‘Fuji’ em pré-colheita ndo melhora o
efeito do produto sobre o desenvolvimento de mofo-azul em frutos inoculados na colheita.

Os produtos mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, extrato citrico e B. subtilis
incorporado em meio de cultura BDA inibiram o crescimento micelial de P. expansum in vitro.

O tratamento em pré-colheita com mananoligossacarideo fosforilado de S. cerevisiae, B.
subtilis e ABA aumentaram a degradagdo do amido na colheita e reduziram a firmeza de polpa apos
o armazenamento refrigerado dos frutos em ambas as safras (2013 ¢ 2014). A pulverizacdo de magas
‘Fuji’ em pré-colheita com ABA aumentou o indice de cor vermelha da epiderme na safra 2014. Os
demais atributos de qualidade, maturacdo e coloragdo da epiderme ndo foram afetados devido a
pulverizagdo pré-colheita de produtos alternativos.

3 CONTROLE P(')S-(’TOLHEITA DO MOFO-AZUL E QUALIDADE DE MACAS ‘FUJI’
TRATADAS COM OLEOS ESSENCIAIS

3.1 RESUMO

O objetivo deste tratabalho foi avaliar o efeito de oleos essenciais no crescimento in vitro de
Penicillium expansum, bem como, o efeito da aplicagdo destes produtos em pos-colheita sobre a
incidéncia e a severidade de mofo-azul (P. expansum) e a qualidade de magas ‘Fuji’ apos o
armazenamento refrigerado. Foi identificada a composicdo dos Oleos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylacium), citronela (Cymbopogon winterianus),
limdo (Citrus limonium), tangerina (Citrus reticulata), cravo-da-india (Syzigium aromaticum),
eucalipto (Corymbia citriodora) e gengibre (Zingiber officinale). Foram conduzidos quatro
experimentos com 6leos essenciais, dois in vitro e dois in vivo. No experimento um, foi avaliado o
efeito dos Oleos essenciais citados a cima em duas doses (100 ¢ 1.000 uL L") sobre a inibi¢do do
crescimento (%) de P. expansum, nimero ¢ viabilidade de esporos. No experimento dois, foi avaliada
a dose efetiva mediana (EDso) dos o6leos de alecrim, canela, citronela, eucalipto e limdo sobre o
desenvolvimento de P. expansum. Nos experimentos in vivo foram avaliados os efeitos dos dleos ja
citados no didmetro de lesdo de mofo-azul (cm) e na qualidade po6s-colheita [firmeza de polpa, sélidos
soluveis, acidez titulavel e colorac¢do da epiderme (L, C e /4°)] de magas ‘Fuji’, tratadas em pos-
colheita sob refrigeracdo (0+0,5 °C/UR 90+2%) por 30 dias (doses de 0, 50, 100 ¢ 500 uL L,
experimento 3) ou por 2 dias (doses de 0, 100 e 500 uL L™, experimento 4). Observou-se que os 6leos
essenciais avaliados apresentaram de 5 a 23 compostos de diferentes classes moleculares (terpenos,
terpenoides e fenilpropanoides), em diferentes concentragdes. Todos os 6leos inibiram o crescimento
in vitro, reduziram o numero e a viabilidade de esporos de P. expansum, com efeito dependente da
dose e dias de avaliagdo. A maior EDso foi observada para o 6leo de alecrim (664,3 uL L!) e a menor
para 0Oleo de citronela (9,8 uL L"). Todos os 6leos essenciais reduziram o didmetro de lesdo de mofo-
azul apds o armazenamento dos frutos, com efeito dependente da dose, periodo de tratamento e data
de avaliacdo, e ndo afetaram os atributos de qualidades avaliados. Portanto, conclui-se que os 6leos
essenciais avaliados tém potencial pos-colheita de podriddes.

Palavras-chave: Malus domestica. Penicillium expansum. Perdas. Podriddo.

3.2 INTRODUCAO

Magas ‘Fuji’ armazenadas por longos periodos (=8 meses) podem apresentar mais de 6% de
perdas por podriddes na abertura da cdmara fria, e esses valores podem chegar a 23% ap6s 7 dias em
temperatura ambiente (ARGENTA et al., 2015). As podriddes causadas por Penicillium expansum
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Link. (mofo-azul) e Cryptosporiopsis perennans (Zeller & Childs) Wollenweber (1939) (podridao
olho-de-boi) estdo entre as mais importantes (BLUM et al., 2004). As perdas por mofo-azul podem
ser elevadas em locais onde ndo se tenha boas praticas pds-colheita (BLUM et al., 2007), e perdas
por olho-de-boi podem ultrapassar a 18% apds longos periodos de armazenamento refrigerado (=8
meses), principalmente em lotes em que a firmeza de polpa reduz drasticamente e em frutos
originarios de areas com historico da doenca (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2006).

O uso de fungicidas em pos-colheita (como Tiabendazole, Benomil e Iprodione) nem sempre
¢ eficiente no controle das podriddes olho-de-boi e mofo-azul, ¢ o uso de fungicidas em pré ou pos-
colheita apresenta riscos ambientais e toxicologicos (BLUM et al., 2004). Além disso, alguns paises,
como Italia, vém relatando a existéncia de cepas de P. expansum resistentes a fungicidas do grupo
benzimidazol (BARALDI et al., 2003; NERI; MARI; BRIGATI, 2006).

Adicionalmente, a preocupacdo crescente com o meio ambiente, com a aquisi¢ao de vegetais
livres de agrotoxicos e a exigéncia do mercado consumidor em adquirir produtos saudaveis, levam a
necessidade de se encontrar solugdes alternativas para o controle de doengas. Além disso, aumenta a
preocupagdo da industria com o aparecimento de casos de contaminacdo alimentar por bactérias,
como Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella, ¢ fungos, como Colletotrichum e
Penicillium, em paises como Nova Zelandia e EUA (POPA et al., 2007; MILLER et al., 2013). Neste
caso, aparece como alternativa no manejo de doengas pos-colheita o uso de dleos essenciais.

Os oleos essenciais sdo complexas misturas de diversos componentes (20-60), em diferentes
concentragcdes. Normalmente, eles sdo caracterizados por dois ou trés principais componentes em
maiores concentragdes (20-70%), outros em baixas concentragdes, ¢ ainda outros em quantidades
extremamente baixas, chamados de tragos (FILLIPIS, 2001; BAKKALI et al., 2008). Os principais
constituintes nos 6leos essenciais sdo caracterizados pelo baixo peso molecular (BAKKALI et al.,
2008), destacando-se hidrocarbonetos terpénicos, alcoodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos
com enxofre (SILVEIRA et al., 2012), sendo estes pertencentes aos grupos dos terpenos, terpenoides
e compostos fendlicos aromaticos.

Diversos trabalhos t€ém mostrado efeitos positivos dos 6leos ou seus componentes no controle
de fungos (NERI; MARI; BRIGATI, 2006; TAO; JIA; ZHOU, 2014; BOMFIM et al., 2015),
bactérias (PATRIGNANI et al., 2008; SUM et al., 2014) e virus (ELIZAQUIVEL et al., 2013;
ORABY; EL-BOROLLOSY, 2013). Tao; Jia; Zhou (2014) observaram que o 6leo essencial de Citrus
reticulata inibiu o crescimento de Penicillium italicum e P. digitatum in vitro, e alterou a morfologia
de hifas e a integridade da membrana plasmatica dos fungos, provocando extravasamento de liquido
celular. O 6leo essencial de alecrim também causou extravasamento de liquido celular e inibiu o
crescimento de Fusarium verticillioides, além de reduzir a producdo de ergosterol pelo fungo
(BOMFIM et al., 2015). Os 6leos essenciais de tomilho, orégano e capim-limao incorporados ao meio
de cultura inibiram completamente o crescimento in vitro de Botrytis cinerea e Alternaria
arborescens, e a vaporizagdo dos 0leos essenciais de tomilho e orégano inibiram o crescimento de
Rhizopus stolonifer em 69 e 64%, respectivamente (PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003). Sum
et al. (2014) observaram consideravel redug¢ao do crescimento de Escherichia coli € Penicillium
digitatum devido a utilizagdo in vivo e in vitro de carvacrol, cinamaldeido e trans-cinamaldeido,
compostos majoritarios em alguns 6leos essenciais, como de canela, cravo-da-india, orégano e
tomilho. Porém, o efeito inibidor do crescimento, alteracdo de morfologia de hifas e rompimento de
membranas de microrganismos pode ser diferenciado, conforme o 6leo essencial, a dose utilizada e
o patégeno em questdo (PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003; DROBY et al., 2008;
LORENZETTI et al., 2011; SUM et al., 2014; BOMFIM et al., 2015).

Pode-se observar que diversos trabalhos relatam o efeito de 6leos essenciais sobre a inibigao
do crescimento de diferentes fungos in vitro, entretanto, poucos, ainda, relatam o efeito in vivo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo pods-colheita de 6leos essenciais
[alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylacium), citronela (Cymbopogon
winterianus), limdo (Citrus limonium), tangerina (Citrus reticulata), cravo-da-india (Syzigium
aromaticum), eucalipto (Corymbia citriodora) e gengibre (Zingiber officinale)] sobre a incidéncia e
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o desenvolvimento de mofo-azul (P. expansum) ¢ a qualidade de magds ‘Fuji’ armazenadas sob
refrigeragdo, bem como, os efeitos dos 6leos no crescimento in vitro de P. expansum.

3.3 MATERIAL E METODOS

Para testar a eficiéncia dos 6leos essenciais sobre o crescimento do fungo P. expansum (mofo-
azul) foram conduzidos quatro experimentos, dois in vitro e dois in vivo, utilizando os 6leos essenciais
de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylacium), citronela (Cymbopogon
winterianus), limdo (Citrus limonium), tangerina (Citrus reticulata), cravo-da-india (Syzigium
aromaticum), eucalipto (Corymbia citriodora) ou gengibre (Zingiber officinale), que foram aplicados
por vaporizagao.

Os compostos aromaticos presentes nos oleos essencias utilizados no presente trabalho foram
quantificados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical,
Fortaleza, CE, através de cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC/MS Agilent
Quadrupolo), conforme metodologia descrita por Ribeiro et al. (2015).

O experimento 1 foi conduzido in vitro, onde os 6leos essenciais, nas doses de 100 e 1.000
uL L foram aplicados por vaporizagdo. Na tampa de placas de Petri com meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) foi colocado um adesivo e neste a quantidade de 6leo essencial necessaria
para atingir as concentracdes de interesse, calculado através da seguinte formula:

Ci*V1=C*V, [2]

Onde: C; ¢ a concentragdo de dleo essencial desejada (uL L'); Vi € o volume livre na placa
de Petri, obtido através da subtragdo do volume da placa de Petri (0,012 L) ¢ o volume de meio de
cultura colocado na mesma (0,006 L); C2 ¢ a concentragdo do 6leo (100%); e V2 € o valor a ser
calculado (x), que seria o volume de 6leo necessdrio para atingir a concentragdo de interesse no
interior da placa de Petri.

No tratamento controle foi colocado o adesivo e agua destilada esterilizada.

Em cada placa foi isolado um disco de 0,7 cm de didmetro com o fungo P. expansum
proveniente de colonias com 10 dias de idade. As placas de Petri foram acondicionadas em B.O.D a
23 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas 10 placas de Petri para cada tratamento, sendo cada
placa de Petri uma repeticdo. Em cada tratamento foram avaliados a inibigdo do crescimento (IC, %)
¢ o numero ¢ a viabilidade de esporos.

Aos 6 e 10 apods o isolamento foi medido o didmetro de coldnia utilizando uma régua, para
determinar a IC, que foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

IC (%) = [(Dc — Dt) / Dc] * 100 [3]

Onde: Dc (cm) ¢é o didmetro de coldnia do tratamento controle; e Dt (cm) € o didmetro de
coldnia nos tratamentos com 6leos essenciais.

Aos 10 dias apds o isolamento, para determinar o numero de esporos, foi colocado 5 mL de
uma solugdo de Tween 20 (0,05%) e agua destilada autoclavada sobre as colonias de P. expansum
nas placas de Petri, utilizado um bastdo de vidro para libera¢ao dos esporos e, com auxilio da camara
de Neubauer (hemacitdmetro) sob o microscopio, foi contado o nimero de esporos em uma amostra
provinda de cada placa de Petri, utilizando-se 5 repeti¢cdes por tratamento. Contou-se os esporos da
area quadriculada central da cdmara de Neubauer. O numero de esporos contados foi multiplicado
por 10.000 para obter-se o nimero de esporos por mL de solugdo (FERNANDEZ, 1993).

A viabilidade de esporos (%) foi realizada a partir da solug@o utilizada para a contagem do
namero de esporos aos 10 dias apos o isolamento. Colocou-se 0,5 mL da solugdo de esporos em
placas de Petri com meio agar-dgua. As placas foram seladas e incubadas em B.O.D. a 23 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 ou 48 horas, com auxilio do microscopio, foram contados os
esporos, a cada 100, que apresentavam tubo germinativo igual ou superior ao seu tamanho. Foram
utilizadas trés repetigdes para cada tratamento, em cada periodo de avaliagdo (24 ¢ 48 horas apos o
estimulo a germinacao).

No experimento 2, P. expansum foi cultivado em meio de cultura BDA com as doses de 0,
10, 50, 100, 500 € 1.000 puL L' dos 6leos de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum
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zeylacium), citronela (Cymbopogon winterianus) e eucalipto (Eucalyptus citriodora), e com as doses
de 0, 10, 50, 100, 500 e 2.300 pL L do 6leo de limdo (Citrus limonium). Aos 10 dias apds o
isolamento foi avaliado a IC em cada 6leo essencial, como ja descrito para o experimento 1, e entdo
foi ajustado equagdes de regressdo para cada oleo e estimada a dose efetiva mediana (EDso), ou seja,
a dose necessaria para inibir 50% do crescimento do fungo.

Para os experimentos 3 e 4, magds ‘Fuji’ foram colhidas em pomar comercial do municipio
de Vacaria, RS (28° 30' 44" de latitude sul e 50° 56' 02" de latitude oeste). Apds a colheita, os frutos
foram transportados ao laboratdrio onde as amostras foram homogeneizadas.

Apods a homogeneizagdo das amostras, os frutos foram desinfestados em uma solugdo de
hipoclorito de sddio (1,5%) por 3 minutos. Posteriormente, foram lavados com dgua para retirada do
residuo da solu¢do e permaneceram aproximadamente 2 horas em temperatura ambiente (~23 °C) até
secarem. Os frutos foram perfurados na regido equatorial (1 orificio por fruto) com auxilio de um
texturometro eletrénico TAXT plus, equipado com ponteira de 2 mm de diametro, e programado para
penetrar at¢ 4 mm de profundidade no fruto. Em cada orificio foi realizada a inoculag@o, colocando
10 puL de uma solugdo de 10° esporos por mL de P. expansum. A solugdo de esporos foi preparada a
partir de colonias puras de P. expansum com 10 dias de idade. Uma solugdo de Tween 20 (0,05%)
mais agua destilada esterilizada foi colocada sobre a colonia de P. expansum, e com auxilio de um
bastao de vidro foi feita a liberagcdo dos esporos. A contagem do nimero de esporos foi realizada com
auxilio de uma camara de Neubauer (hemacitometro) e ajustado até se obter o volume de esporos
desejado.

Ap6s a inoculagdo, os frutos foram pesados e colocados em recipientes com capacidade de
4,1 L. Foram utilizados 10 frutos por frasco e quatro frascos por tratamento, cada um representando
uma repeticao.

O volume de 6leo essencial necessario para atingir as concentracdes de interesse foi calculado
com a formula [2], decrita anteriormente.

Uma parte dos frutos homogeneizados, mas ndo inoculados, foi utilizada para as analises
fisico-quimicas nos experimentos 3 e 4, utilizando-se 4 repeticdes de 10 frutos.

No experimento 3, os frutos inoculados formam armazenados sob refrigeracdo (0+0,5°C/UR
90-+2%) por 30 dias, com as doses de 0, 50, 100 ¢ 500 uL L' dos dleos essenciais. Apos este periodo
de armazenamento refrigerado, seguido de 0 a 5 dias em temperatura ambiente (22+4°C/UR 70+5%),
avaliou-se a severidade (didmetro da lesdo; cm) de mofo-azul (P. expansum). Os frutos ndo
inoculados foram tratados sob refrigeragdo (0°C+0,5°C/UR de 90+2%) por 30 dias com as doses 0,
50, 100 € 500 uL L' dos dleos essenciais de alecrim, canela, citronela, eucalipto e gengibre. Avaliou-
se a firmeza de polpa, teor de so6lidos soluveis (SS), acidez titulavel (AT) e cor de fundo da epiderme
apos 5 meses de armazenamento refrigerado (04+0,5°C/UR 90+2%), mais 7 dias em temperatura
ambiente (22+4°C/UR 70+5%). A firmeza de polpa (N) foi determinada na regido equatorial dos
frutos, em duas regides opostas, apos remocao de uma pequena porgao da epiderme, com o auxilio
de um penetrometro eletrénico (GUSS Manufacturing Ltd, Cidade do Cabo, Africa do Sul) equipado
com ponteira de 11 mm de didmetro. Os valores de AT (% acido malico) foram obtidos através de
uma amostra de 10 mL de suco, obtido pelo processamento dos frutos em uma centrifuga. Essa
amostra foi diluida em 90 mL de agua destilada e titulada com solugdo de NaOH 0,1N até pH 8§,1.
Para titulagdo das amostras foi utilizado um titulador automatico TitroLine® Easy da SCHOTT
Instruments (Mainz, Alemanha). Os teores de SS (°Brix) foram determinados em um refratometro
digital modelo PR201a (Atago®, Toquio, Japdo). A determinagdo da cor da epiderme foi efetuada
com um colorimetro Minolta, modelo CR 400 (Téquio, Japao), sendo as leituras realizadas na regido
equatorial do fruto menos expostas a radiagdo, correspondendo a regido menos vermelha, e os
resultados expressos nos atributos L, C e #°. O h° (angulo hue) define a coloragdo basica, sendo 0°-
vermelho, 90°- amarelo e 180°- verde. O L (lightness) define a luminosidade, que varia de zero (preto)
a 100 (branco). O C define a cromaticidade (quanto maior, mais intensa ¢ a defini¢ao de cor).

No experimento 4, os frutos inoculados ficaram armazenados por 2 dias com as doses de 0,
100 e 500 pL L' de 6leo essencial, mais 43 dias sem os Oleos essenciais, totalizando 45 dias de
armazenamento sob refrigeragdo (00,5 °C/UR 90+2%). Apds 45 dias de armazenamento foi avaliado
diariamente a severidade da doenga (didmetro da lesdo; cm), durante seis dias em temperatura
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ambiente (22+4°C/UR 70+5%). Os frutos ndo inoculados foram tratados por 2 dias sob refrigeracao
com as doses de 0, 100 e 500 pL L' dos 6leos essenciais de alecrim, canela, citronela, cravo-da-india,
eucalipto, gengibre, limdo e tangerina. Avaliou-se a firmeza de polpa, teor de so6lidos soluveis (SS),
acidez titulavel (AT) e cor de fundo da epiderme ap6s 4 meses de armazenamento refrigerado (0£0,5
°C/UR 90+2%), mais 7 dias em temperatura ambiente (22+4 °C/UR 70+5%), conforme descrito no
experimento 3.

Os dados foram submetidos a andlise da varidncia (ANOVA), utilizando o programa SAS
(SAS Institute, Inc., Cary, NC). As médias de inibigdo do crescimento de P. expansum in vitro
(experimento 1), nimero ¢ viabilidade de esporos (experimento 1), severidade de mofo-azul
(experimentos 3 e 4), parametros fisico-quimicos (L, C, 4°, firmeza de polpa, SS e AT, experimentos
3 e 4) foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para estimar a taxa de evolugdo da podridao
nos experimentos 3 ¢ 4, os dados de severidade (didmetro da lesdo; cm) foram submetidos a analise
de regressdo linear e os coeficientes angulares das retas (b) comparados dois a dois através do teste t.
No experimento 2, os dados de percentual inibitorio para cada 6leo essencial foram submetidos a
analise de regressdo linear e através da equacdo, estimado a EDsp. Os dados em porcentagem foram
transformados através da equagio arco seno (y/100)'2.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Composicao dos 6leos essenciais

Através da analise de composi¢do quimica dos Oleos essenciais, observou-se que estes
possuem uma diversa gama de componentes em quantidades variadas (Tabelas 15 e 16). Dentre os
o6leos essenciais avaliados no presente trabalho, identificou-se cinco componentes no 6leo essencial
de cravo-da-india, e até 23 componentes no 6leo essencial de citronela (Tabelas 15 e 16). Os o6leos
essenciais de cravo-da-india e canela apresentaram 87% de compostos fendlicos (fenilpropanoides)
em sua composi¢do, sendo eugenol o principal composto presente nestes oleos (86,6 ¢ 82,7%,
respectivamente) (Tabela 15). Os 6leos essenciais de limdo e tangerina apresentaram 98,3 e 100% de
monoterpenos em sua composicao, respectivamente, sendo limonemo o principal componente nestes
oleos (66,5 e 85,4%, respectivamente) (Tabela 16). Além de monoterpenos e compostos fendlicos, os
6leos essenciais de algumas espécies vegetais podem apresentar a maioria de seus componentes
pertencente a classe dos terpenoides, como foi identificado nos 6leos de alecrim, citronela e eucalipto
(Tabelas 15 e 16). Nos o6leos de citronela e eucalipto identificou-se citronelal como o principal
composto, com 36,2 ¢ 80,3% do componente nestes 6leos, respectivamente (Tabelas 15 e 16). O 6leo
essencial de alecrim possui 48,2% de eucaliptol (Tabela 16), sendo este 0 composto marjoritario.
Sesquiterpeno foi a principal classe molecular dos compostos identificados no 6leo essencial de
gengibre (82%), sendo a-zingibereno o principal componente, representando 38,1% da composigao
deste 6leo essencial (Tabela 16).
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Tabela 15- Composi¢do quimica dos o6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela
(Cinnamomum  zeylacium), citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-india
(Syzigium aromaticum) utilizados neste estudo.

Area relativa (%)

a b

Composto IK Alecrim Canela Citronela Cravo Classe molecular
o-Pineno 939 13,6 0,81 - - Monoterpeno
Canfeno 954 2,94 0,25 - - Monoterpeno
B-Pineno 979 7,08 0,21 - - Monoterpeno
B-Mirceno 990 0,72 - - - Monoterpeno
o-Felandreno 1002 0,14 0,96 - - Monoterpeno
a-Terpineno 1017 0,28 - - - Monoterpeno
p-cimene 1024 1,27 0,85 - - Monoterpeno
Limoneno 1029 2,43 - 3,20 - Monoterpeno
Eucaliptol 1031 48,15 - - - Monoterpenoide
y-Terpineno 1059 0,41 - - - Monoterpeno
Terpinoleno 1088 0,17 - - - Monoterpeno
Linalol 1098 0,77 1,59 0,52 - Monoterpeno
Canfora 1146 15,44 - - - Monoterpenoide
Isopulegol 1149 - - 0,87 - Monoterpeno
Citronelal 1153 - - 36,18 - Monoterpenoide
Iso-isopulegol 1159 - - 0,53 - Monoterpeno
Borneol 1169 1,67 - - - Monoterpenoide
Terpinen-4-ol 1177 0,32 - - - Monoterpenoide
a-Terpineol 1188 0,83 - - - Monoterpenoide
Citronelol 1225 - - 12,82 - Monoterpeno
Geraniol 1252 - - 18,85 - Monoterpenoide
Geranial 1267 - - 0,44 - Monoterpenoide
E-cinamaldeido 1270 - 0,94 - - Fenilpropanoide
Safrol 1287 - 1,09 - - Fenilpropanoide
Acetato de bornila 1288 0,28 - - - Fenilpropanoide
Acetato de citronelol 1352 - - 3,60 - Monoterpeno
Eugenol 1359 - 82,68 0,68 85,27 Fenilpropanoide
Acetato de geranila 1381 - - 2,87 - Monoterpeno
B-elemeno 1390 - - 3,00 - Sesquiterpeno
Trans-B-cariofileno 1419 3,52 3,42 - 11,47 Sesquiterpeno
Acetato de trans-cinamila 1446 - 1,17 - - Fenilpropandide
a-cariofileno 1454 - - - 1,31 Sesquiterpeno
Allo-aromadendreno 1460 - 0,53 - - Sesquiterpeno
Germacreno-D 1484 - - 2,13 - Sesquiterpeno
a-muuroleno 1500 - - 0,92 - Sesquiterpeno
Germacreno-A 1509 - - 0,60 - Sesquiterpeno
v-cadineno 1513 - - 0,91 - Sesquiterpeno
Acetato de eugenol 1522 - 2,25 - - Fenilpropanoide
d-cadineno 1523 - - 3,52 0,25 Sesquiterpeno
Elemol 1549 - - 4,24 - Sesquiterpeno
Germacreno-D-4-ol 1575 - - 0,70 - Sesquiterpeno
Oxido de cariofileno 1583 - - - 0,28 Sesquiterpeno
y-eudesmol 1632 - - 0,52 - Sesquiterpenoide
Muurolol 1646 - - 0,93 - Sesquiterpenoide
B-eudesmol 1650 - - 0,51 - Sesquiterpenoide
a-eudesmol 1653 - - 1,45 - Sesquiterpenoide
Benzoato de benzila 1760 - 3,24 - - Fenilpropanoide

@ Compostos listados em ordem crescente de indice Kovats (IK).  Indice Kovats (IK) em coluna HP-5. Fonte: producio
do proéprio autor, 2016.



46

Tabela 16- Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de eucalipto (Corymbia citriodora), gengibre
(Zingiber officinale), limao (Citrus limonium) e tangerina (Citrus reticulata) utilizados
neste estudo.

Area relativa (%)

a b
Composto IK Eucalipto Gengibre Limdo Tangerina Classe molecular
o-tujeno 930 - - 0,32 0,32 Monoterpeno
o-Pineno 939 0,21 1,96 1,82 1,34 Monoterpeno
Canfeno 954 - 6,48 - - Monoterpeno
Sabineno 975 - - 1,41 0,34 Monoterpeno
B-Pineno 979 0,52 - 8,89 0,53 Monoterpeno
B-Mirceno 990 - 0,49 1,32 1,75 Monoterpeno
1,4-cineol 1014 - - 0,59 - Monoterpenoide
a-Terpineno 1017 - - 0,84 - Monoterpeno
p-cimene 1024 - - 4,68 0,69 Monoterpeno
Limoneno 1029 - 5,20 66,49 85,39 Monoterpeno
Eucaliptol 1031 0,70 2,42 0,44 - Monoterpenoide
y-Terpineno 1059 - - 9,23 8,99 Monoterpeno
Terpinoleno 1088 - - 3,27 0,35 Monoterpeno
Linalol 1098 0,20 - - 0,29 Monoterpeno
Isopulegol 1149 8,16 - - - Monoterpeno
Citronelal 1153 80,34 - - - Monoterpenoide
Borneol 1169 - 0,87 - - Monoterpenoide
Neoiso-isopulegol 1171 0,40 - - - Monoterpeno
Citronelol 1225 7,59 - - - Monoterpeno
Acetato de citronelol 1352 0,52 - - - Monoterpeno
o-copaeno 1376 - 0,54 - - Sesquiterpeno
Acetato de geranila 1381 - 0,85 - - Monoterpeno
B-elemeno 1390 - 0,83 - - Sesquiterpeno
Trans-B-cariofileno 1419 0,98 - - - Sesquiterpeno
y-elemeno 1436 - 0,61 - - Sesquiterpeno
B-farnesene 1456 - 0,39 - - Sesquiterpeno
Trans-Cadina-1(6),4-dieno 1476 - 0,63 - - Sesquiterpeno
o-curcumeno 1480 - 12,65 - - Sesquiterpeno
y-curcumeno 1482 - 0,41 - - Sesquiterpeno
o-zingibereno 1493 - 38,14 - - Sesquiterpeno
a-amorfeno 1495 - 2,44 - - Sesquiterpeno
B-bisaboleno 1505 - 11,66 - - Sesquiterpeno
y-cadineno 1513 - 0,49 - - Sesquiterpeno
B-sesquifelandreno 1522 - 12,04 - - Sesquiterpeno
Acetato de eugenol 1522 - 0,46 - - Fenilpropanoide
Trans-d-bisaboleno 1531 - 0,45 - - Sesquiterpeno

a Compostos listados em ordem crescente de indice Kovats (IK). ® indice Kovats (IK) em coluna HP-5. Fonte: producio
do proéprio autor, 2016.

3.4.2 [Efeito dos 0leos essenciais sobre o crescimento de Penicillium expansum in vitro

Todos os 6leos essenciais testados neste trabalho inibiram o crescimento de P. expansum
(Figura 1) e reduziram o nimero de esporos produzidos pelo fungo (Tabela 17), porém com variagao
no efeito conforme o dleo essencial e a dose utilizada.

Quando se utilizou a dose de 100 uL. L-1 dos dleos essenciais de canela, citronela, cravo ¢
eucalipto observou-se que a inibi¢do no crescimento do fungo em ambas as datas de avaliacdo variou
de 57 a 86%, sendo estes a maior taxa de inibicao entre os dleos testados nesta dose (Figura 1).

Para o 6leo essencial de alecrim, a inibigdo do crescimento do fungo foi de apenas 11% aos 6
dias apos o isolamento (Figura 1). Os 6leos de gengibre, limao e tangerina também promoveram baixa
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taxa de inibi¢do do crescimento de P. expansum, em torno de 20%, ndo diferindo estatisticamente do
6leo de alecrim e estes ndo diferindo estatisticamente da inibicdo de 0% do tratamento controle
(Figura 1).

Apesar da menor taxa de inibigdo no crescimento in vitro de P. expansum com os 6leos
essenciais de tangerina, limdo, gengibre e alecrim, estes reduziram significativamente o nimero de
esporos do fungo (Tabela 17). Entretando, a viabilidade destes foi de quase 100% 24 horas apds a
inducdo a germinagéo e de 100% apo6s 48 horas, ndo diferindo da viabilidade de esporos do tratamento
controle (Tabela 17). Ap6s 48 horas de indugdo a germinagdo, a menor viabilidade de esporos foi
observada no tratamento com 6leo essencial de eucalipto, atingindo 68% (Tabela 17).

A dose de 1.000 pL L' dos 6leos essenciais de canela, citronela, cravo e eucalipto promoveu
a inibigdo total do crescimento de P. expansum in vitro, tanto aos seis quanto aos 10 dias apo6s o
isolamento (Figura 1 e 2).

Figura 1- Inibicdo do crescimento (IC; %) in vitro de Penicillium expansum Link, aos 6 e 10 dias
apos o isolamento, cultivado em meio de cultura BDA, incubado em B.O.D. a 23 °C com
fotoperiodo de 12 horas, na presenca de Oleos essenciais volatilizados de diferentes
espécies de plantas, nas doses de 1000 uL L' ¢ 100 uL L'. Barras com a mesma letra em
cada dose e data de avaliacdo nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras seguidas
de * ndo diferem do tratamento controle (IC=0%) pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: produgédo do proprio autor, 2016.

O 6leo essencial de alecrim na dose de 1.000 pL L™ inibiu em 80% e 67% o crescimento de
P. expansum aos seis e 10 dias apos o isolamento, respectivamente, nao diferindo significativamente
da inibicdo total promovida pelos 6leos de canela, citronela, cravo e eucalipto. Para a dose de 1.000
uL L' a menor inibigdo no crescimento de P. expansum foi obtida com o 6leo essencial de tangerina,
sendo esta de 35% aos seis dias apds o isolamento, e ainda mais baixa aos 10 dias ap6s o isolamento
(18%), porém ndo diferindo da inibicdo de apenas 22% obtida com o 6leo essencial de gengibre
(Figura 1 e 2). Apesar de se observar uma inibi¢ao de 18 a 35% aos 10 dias apos o isolamento, os
oleos essenciais de gengibre, limdo e tangerina ndo diferiram significativamente da inibicao de 0%
obtida com o tratamento controle (Figura 1 e 2).
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Figura 2 - Colonias de Penicillium expansum ap6s 10 dias de incubacdo com diferentes o6leos
essenciais volatilizados na dose de 1.000 uL L. As letras correspondem ao tratamento com
os seguintes 6leos essenciais: A — controle, B — limdo, C — gengibre, D — tangerina, E —
citronela, F — canela, G — alecrim, H — eucalipto e I — cravo-da-india.

Fonte: produgéo do proprio autor, 2016.

O tratamento com a dose de 1.000 uL L' dos 6leos de alecrim, canela, citronela, cravo e
eucalipto promoveram o menor nimero de esporos de P. expansum e a menor taxa de germinacao de
esporos 24 horas apds o estimulo, com valores em torno de 0% (Tabela 17). Apds 48 horas do
estimulo a germinagdo, o tratamento com o 6leo essencial de alecrim promoveu metade dos esporos
germinados (53%), os Oleos de cravo-da-india e eucalipto se observaram os menores indices de
viabilidade de esporos, aproximadamente 20%, entretanto, com o 6leo essencial de citronela, ja se
observava 92% de esporos de P. expansum germinados (Tabela 17).

Observou-se grande variagdo nos valores de EDso entre os dleos essenciais avaliados neste
experimento (Tabela 18). O dleo essencial de citronela foi o mais eficiente, com uma EDso de 9,8 uL
L-'. O maior valor de EDs foi obtido para o dleo essencial de alecrim (664,3 uL L"). Observou-se
que os Oleos essenciais de canela, eucalipto ¢ limdo tiveram uma EDso intermediaria entre os
analisados neste experimento, com valores de 35,6; 54,9 ¢ 189,7 uL L-!, respectivamente.
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Tabela 17 - Namero (*10°) e viabilidade (%) de esporos de Penicillium expansum Link, 24 ¢ 48 horas
apos o estimulo a germinac@o, mantidos em B.O.D. por 10 dias (23 °C, fotoperiodo de 12

horas) em meio de cultura BDA com diferentes 6leos essenciais volatilizados, nas doses
de 100 € 1.000 uL L.

Esporos.mL"! Viabilidade de esporos (%)

Oleo (*10°) 24 horas 48 horas
100 puL L-!
Controle 154,5a 97 a 100 a
Alecrim 57,9 bc 87 ab 97 ab
Canela 20,4 ¢ 63 b 78 ab
Citronela 479 ¢ 62b 92 ab
Cravo 34,7 ¢ 58b 83 ab
Eucalipto 19,7 ¢ 58b 68 b
Gengibre 440 ¢ 94 a 100 a
Limao 96,9 b 83 ab 100 a
Tangerina 54,7 be 82 ab 100 a
Média 59,9 76 91
Desvio padrio 46,8 17,5 13,9
1.000 pL L-!

Controle 1532a 93 a 100 a
Alecrim 1,7d 0b 53 be
Canela 3,1d 3b 67 ab
Citronela 0,7d 2b 92 ab
Cravo 2,4d 0b 23 ¢
Eucalipto 0,3d 3b 17c¢
Gengibre 18,3 cd 97 a 100 a
Liméo 86,0 b 70 a 100 a
Tangerina 46,3 bc 77 a 100 a
Média 39,0 38 72
Desvio padrio 55,5 429 34,9

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada dose, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: produgdo do
proprio autor, 2016.

Tabela 18 - Dose efetiva mediana (EDso; uL. L), equagdes de regressio e coeficiente de determinagio
(R?) de dleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum
zeylacium), citronela (Cymbopogon winterianus), eucalipto (Corymbia citriodora) e
limao (Citrus limonium), para a inibi¢ao in vitro do crescimento micelial de Penicillium
expansum Link.

Oleos essenciais EDso (uL L") Equagdes de Regressio R?

Alecrim 664,3 y=12,4+ 0,057 x 0,86
Canela 35,6 y =95,75 (1 — e0021x) 0,90
Citronela 9,8 y = 86,32 (1 — ¢0:088x) 0,84
Eucalipto 54,9 v = 98,90 (1 — ¢0013x) 0,90
Limio 189,7 y=20,46+0,15x+0,00005x> 0,84

Fonte: produgéo do proprio autor, 2016.

3.4.3 Efeito dos oleos essenciais sobre o crescimento de Penicillium expansum in vivo

Magas ‘Fuji’ tratadas com diferentes oleos essenciais apresentaram menor didmetro de lesdo
de mofo-azul que aquelas ndo tratadas, porém, o efeito dos 6leos variou conforme a dose utilizada,
dias de tratamento e data de avaliagdo.
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3.4.3.1 Efeito do tratamento por 30 dias

O aumento da dose do 6leo essencial de alecrim diminuiu o didmetro de lesdo nos frutos, tanto
no tratamento por 30 dias quanto por 2 dias (Figuras 3 e 5). Na avaliaco realizada na saida da camara
(dia 0), a redug@o do crescimento de P. expansum nos frutos tratados por 30 dias com as doses de 50,
100 e 500 uL L™ do dleo essencial de alecrim foi de 38%, 48% e 67%, respectivamente. Apds 5 dias
em temperatura ambiente, ainda se observava maior inibigdo no crescimento do fungo nas maiores
doses do 0leo, e estas eram de 16%, 26% e 35% nas doses de 50, 100 ¢ 500 uL L', respectivamente.
Observou-se que o tratamento com a dose mais alta (500 pL L) do 6leo essencial de limdo néo
reduziu o crescimento de P. expansum nas avaliacdes realizadas aos 0, 3 e 5 dias apds o
armazenamento refrigerado (Figura 6), sendo a dose de 100 uL L' a que proporcionou a maior
inibi¢do do crescimento do fungo (58,2% no dia 0 ¢ 27,4% aos 5 dias em temperatura ambiente).
Efeito similar foi observado no tratamento com os 6leos de canela, citronela, eucalipto, gengibre e
tangerina, onde a dose de 500 puL L' apresentou menor efeito na redugdo do crescimento de P.
expansum (Figuras 3 e 4). Entretando, apesar do efeito menos evidente do tratamento com a dose
mais alta dos 6leos de eucalipto, canela e gengibre, os frutos apresentavam menor diametro de lesao
do que aqueles ndo tratados (Figuras 3, 4 e 5), diferentemente dos o6leos de limao, citronela e
tangerina, em que a dose de 500 pL L' ndo diferiu do controle (Figuras 3 ¢ 4).

O diametro de lesdo nos frutos tratados com 6leo de citronela nas doses de 50 uLL L' ¢ 100
uL L ndo diferiram entre si, mas foi menor do que no controle (Figura 3), observando-se uma
inibicdo da lesdo causada pelo fungo, para ambas as doses, em torno de 50% na saida da camara, e
de pouco mais 20% aos cinco dias de exposi¢ao dos frutos em temperatura ambiente.

O tratamento com 6leo essencial de cravo reduziu o didmetro de lesdo de mofo-azul, todavia,
ndo se observou diferenga significativa entre as doses (50, 100 € 500 puL L) em todas as datas de
avaliagdo (0, 1, 2, 3 e 5 dias apds o armazenamento refrigerado) (Figura 3).

Houve inibi¢do do crescimento in vivo de P. expansum de aproximadamente 50% nos frutos
tratados por 30 dias com a dose de 100 puL L' de todos os 6leos na saida da cAmara, e em torno de
20% apos cinco dias em temperatura ambiente, exceto nos frutos tratados com 6leo de canela, na
mesma dose, em que a inibi¢do foi de 64% e 34% nos dias 0 ¢ 5, respectivamente.
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Figura 3 - Didmetro de lesdo de mofo-azul (Penicilium expansum Link.) em magds ‘Fuji’ tratadas
com 0, 50, 100 € 500 puL L' de 6leos essenciais de alecrim, canela, citronela e cravo, apos
30 dias de armazenamento refrigerado na presenga dos 6leos essenciais (0+£0,5 °C UR
90+£2%), mais cinco dias a temperatura ambiente sem Oleos essenciais (23£5°C UR
70£5%). Diametro de lesdo avaliado aos 0, 1, 2, 3 e 5 dias apds o armazenamento
refrigerado. Barras verticais indicam a diferenca minima significativa entre as médias das
diferente doses pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4 - Diametro de lesdo de mofo-azul (Penicilium expansum Link.) em magds ‘Fuji’ tratadas
com 0, 50, 100 e 500 uL L' de 6leos essenciais de eucalipto, gengibre, limdo e tangerina,
apos 30 dias de armazenamento refrigerado na presenga dos 6leos essenciais (0+£0,5 °C UR
90+2%) mais cinco dias a temperatura ambiente sem 6leos essenciais (23+ 4°C UR 70+5%).
Didmetro de lesdo avaliado aos 0, 1, 2, 3 e 5 dias apos o armazenamento refrigerado. Barras
verticais indicam a diferenca minima significativa entre as médias das diferentes doses pelo

teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: produgio do préprio autor, 2016.

3.4.3.2 Efeito do tratamento por 2 dias

Nos frutos tratados com 6leo de alecrim por 2 dias, a inibi¢do no crescimento de P. expansum
foi de 20% e 55% para as doses de 100 ¢ 500 pL L', respectivamente, na saida da cAmara. Apos 6
dias em temperatura ambiente, a inibicdo do crescimento do fungo reduziu para 7% e 22%, nas
respectivas doses. Observou-se que o aumento da dose do 6leo essencial de limao proporcionou um
menor didmetro de lesdo nos frutos tratados por 2 dias (Figura 6), levando a uma inibigdo de 13,5 ¢
31,5% para as doses de 100 e 500 uL L', respectivamente, na avaliagdo realizada na saida da cAmara.

A dose de 500 uL L' do dleo de cravo foi menos eficiente na redugdo do didmetro de lesdo
de mofo-azul do que a dose de 100 pL L', entretando, apesar do efeito menos evidente da dose mais
alta, estes tiveram menor diametro de lesdo do que frutos controle (Figuras 5).

O tratamento com os 0Oleos essenciais de canela, citronela, eucalipto, gengibre e tangerina
reduziram o diametro de lesdo de mofo-azul, todavia, ndo se observou diferenca significativa entre
as doses (100 e 500 puL L") em todas as datas de avaliagdo (0, 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 dias apds o
armazenamento refrigerado) (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Didmetro de lesdo de mofo-azul (Penicilium expansum Link.) em magds ‘Fuji’ tratadas
com 0, 100 e 500 uL L' de 6leos essenciais de alecrim, canela, citronela e cravo, apos 45
dias de armazenamento refrigerado (0£0,5 °C URA=95%) (dois dias na presenca dos 6leos)
mais seis dias & temperatura ambiente (23+4°C UR 70+£5%). Barras verticais indicam a
diferenga minima significativa entre as médias das diferentes doses pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 6 - Diametro de lesdo de mofo-azul (Penicilium expansum Link.) em magds ‘Fuji’ tratadas
com 0, 100 e 500 uL L' de dleos essenciais de eucalipto, gengibre, limao e tangerina, apos
45 dias de armazenamento refrigerado (0+1°C UR 90+2%) (dois dias na presenca dos
0leos) mais seis dias a temperatura ambiente (23+4 °C UR 70+5%). Barras verticais
indicam a diferenga minima significativa entre as médias dos diferentes tratamentos pelo

teste de Tukey (p<0,05).
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Para todos os 6leos, doses e dias de tratamento, o crescimento das lesdes ao longo dos dias
em temperatura ambiente foi linear e ndo se observou diferenca na taxa diaria de crescimento das
podridoes em cada 6leo entre as diferentes doses (coeficiente angular da reta ndo diferiu a p<0,05)
(Figuras 3, 4, 5 e 6). A taxa de crescimento do fungo variou de 0,48 a 0,54 cm por dia para os 6leos
de alecrim, canela e cravo no tratamento por 30 dias (Figuras 3 e 4). J& para os dleos de citronela,
eucalipto, gengibre, limdo e tangerina, também tratados por 30 dias, a taxa de crescimento diaria foi
de 0,51 2 0,53; 0,47 a 0,54; 0,50 2 0,52; 0,51 a 0,56; 0,51 a 0,55 cm, respectivamente (Figuras 3 e 4).
Quando os frutos foram tratados por dois dias, a taxa diaria de crescimento variou de 0,37 a 0,39 cm
para os 6leos essenciais de citronela, eucalipto e tangerina (Figuras 5 e 6). Os 6leos de cravo, gengibre
e limao tiveram taxa de crescimento diario entre 0,36 ¢ 0,39, enquanto que, para os oleos de alecrim
e canela a taxa de crescimento variou entre 0,39 a 0,40 e 0,35 a 0,39 cm por dia, respectivamente
(Figuras 5 e 6).
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3.4.4 [Efeito dos o6leos essenciais sobre a qualidade pés-colheita dos frutos

O tratamento com as diferentes doses de 60leos essenciais ndo afetou a maioria das variaveis
analisadas em magas ‘Fuji’, tanto no tratamento por 30 dias quanto por 2 dias (p<0,05) (dados ndo
apresentados). Os frutos que ficaram por 30 dias em contato com os 6leos essenciais apresentavam
firmeza média de 62 N e o os frutos tratados por 2 dias apresentavam firmeza média de 67 N. O teor
de solidos soluveis variou de 13,3 a 13,9 em ambos os tempos de exposi¢do aos 6leos. A acidez
titulavel média nos frutos tratados com os 6leos essenciais por 30 dias foi de 0,115% e os tratados
por 2 dias foi de 0,144%. Os valores médios de angulo Aue nos frutos tratados com os dleos essenciais
por 30 ¢ 2 dias foi de 99 e 95,7, respectivamente (dados ndo apresentados).

3.5 DISCUSSAO
3.5.1 Composicao dos 6leos essenciais

Diversos trabalhos tém demonstrado que oOleos essenciais possuem uma complexa
composi¢do quimica, representada basicamente por hidrocarbonetos (terpenos e terpenoides) e
compostos fendlicos (CHAIBUB etal., 2013; TAO; JIA; ZHOU, 2014; MOGHADDAM et al., 2015).
Nos oleos essenciais analisados neste trabalho, identificou-se 5 a 23 compostos nos 6leos de cravo e
citronela, respectivamente. Castro et al. (2007) identificou 15 compostos no 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon nardus), sendo citronelal, geraniol e citronelol os compostos majoritarios,
representando 37%, 25% e 11% da sua composigdo, respectivamente. Os mesmos compostos foram
identificados como os principais componentes no 6leo de citronela utilizado nestes experimentos, em
propor¢des muito semelhantes aquelas encontradas por Castro et al. (2007) (36,2; 18,9; 12,8,
respectivamente), com aproximadamente 60% de terpenoides e 40% de terpenos.

Bomfim et al. (2015) identificaram 24 compostos no 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), sendo eucaliptol, canfora e a-pineno os principais componentes, com concentragdes
relativas de 52,2; 15,2 e 12,4%, respectivamente. Neste estudo, identificou-se 18 compostos no 6leo
essencial de alecrim, entretanto, com os mesmos compostos majoritarios e concentragdes relativas
semelhantes aquelas identificadas por Bomfim et al. (2015).

Sharma e Tripathi (2008) identificaram que 84% da composicdo do 6leo essencial de Citrus
sinensis (L.) era de limoneno, assim como o observado no 6leo essecial de limdo e tangerina neste
estudo. Além disso, nos oleos essenciais de tangerina e limdo se observou apenas hidrocarbonetos
monoterpénicos na composi¢cdo dos dleos, entretanto nos 6leos essenciais de cravo-da-india e canela
os compostos fenodlicos representaram 87% da sua composi¢ao. Bakkali et al. (2008) também citam
que Oleos essenciais de cravo-da-india, canela e noz-moscada podem ter na sua composi¢do
principalmente compostos fendlicos. Estes autores observaram que cinamaldeido ¢ o composto
fenolico majoritario no 6leo essencial de canela. Entretanto, o 6leo essencial de canela utilizado nestes
experimentos apresentou mais de 80% de eugenol e menos de 1% de cinamaldeido na sua
composi¢do. Alguns trabalhos tém destacado os fatores que podem influenciar na composicao de
0leos essenciais, sendo estes o0 método de extragdo (FISHER; PHILLIPS, 2008; FILIPPIS, 2001),
fatores climaticos e fatores agrondmicos, como, fertilizagao, irriga¢do e fase de desenvolvimento da
planta no momento da extragdo (PAVIANI, 2004; MASOTTI et al., 2003), bem como o orgdo da
planta utilizado para a extragdo (raizes, frutos, folhas ou caule) (VARUGHESE et al., 2016).

E importante destacar que a composi¢do de todos os 6leos essenciais analisados neste estudo
apresentou de um a tr€s compostos majoritarios ¢ diversos compostos com concentragdes iguais ou
inferiores a 1% (Tabelas 15 e 16). Alguns autores t€ém descrito a eficiéncia de alguns compostos
isolados a partir de 6leos essenciais de diferentes espécies de planta para o controle de fungos, como
allyl-isothiocyanate (MARI et al., 2002), octanal (TAO; JIA; ZHOU, 2014), trans-2-hexanal (NERI;
MARI; BRIGATI, 2006), eugenol, cinamaldeido, carvacrol (SUM et al., 2014), o-pineno (RIOS et
al., 2003), entre outros, que s8o compostos majoritarios em Oleos essenciais de diversas espécies.
Entretanto, alguns autores citam que os diversos compostos presentes em 6leos essenciais podem
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apresentar sinergismo no controle de microrganismo (RIOS et al., 2003; BAKKALI et al., 2008;
KUNDU et al., 2013a). Possivelmente, a atividade dos compostos majoritarios seja articulada por
moléculas minoritarias (HOET et al., 2006). Muitos destes compostos minoritarios sdo responsaveis
pela definicdo de aroma, densidade, textura, cor dos Oleos, mas, também sdo responsaveis por
caracteristicas importantes no controle de microrganismo, como penetracdo na célula, atracdo
lipofilica e hidrofilica, fixacdo na parede e membrana celulares e distribuicdo dos compostos com
acdo fungicida ou fungistastica na célula fungica (BAKKALI et al., 2008).

3.5.2 Experimentos in vitro

Todos os Oleos essenciais testados apresentaram efeito redutor no crescimento de P.
expansum, tanto in vivo quanto in vitro, dependendo da dose utilizada e tempo de exposi¢do ao 6leo.
Para o 6leo de alecrim observou-se melhoria do efeito redutor de crescimento com o aumento da dose,
tanto in vivo, quanto in vitro, entretanto este 6leo essencial foi o que apresentou a maior EDsp entre
os analisados. BOMFIM et al. (2015) relataram efeito fungitoxico do o6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis L., 150 ug mL™") sobre o crescimento in vitro de Fusarium verticillioides,
além da inibi¢do na producao de micotoxina (fumonisins) pelo fungo.

Os o6leos essenciais de canela, capim-limao, cravo-da-india e eucalipto reduziram em mais de
30% o crescimento in vitro do fungo Colletotrichum gloesporioides, na dose de 200 pL L
(LORENZETTI et al., 2011). Entretanto, quando os autores utilizaram a dose de 1.000 uL L', o
efeito dos 6leos sobre o fungo foi melhorado e a redugao no crescimento do fungo atingiu 100% para
os oleos de canela, capim-limdo e cravo-da-india, e 71% para o 6leo de eucalipto (LORENZETTI et
al., 2011). Neste estudo, observou-se que os 6leos de canela, cravo-da-india, citronela e eucalipto
inibiram em torno de 80% o crescimento de P. expansum a uma dose menor (100 pL L") (Figura 1)
que a utilizada por Lorenzetti et al. (2011) para C. gloesporioides, e quando se utilizou 1.000 uL L',
a inibicdo de P. expansum foi de 100% para os respectivos 6leos, concordando com os resultados de
Lorenzetti et al. (2011) em C. gloesporioides. Além disso, a EDso estimada para os 6leos de canela,
eucalipto e citronela para o crescimento de P. expansum foram os mais baixos entre os dleos testados
neste trabalho (Tabela 18). Kundu et al. (2013a) descrevem que Oleos essenciais compostos
principalmente por terpenoides podem ter uma maior atividade antifingica. Entretanto, ndo € possivel
fazer essa relagdo com os dleos estudados neste trabalho, pois, apesar dos 6leos de eucalipto ¢
citronela terem composi¢do principalmente de terpenoides, o 6leo de canela tem 87% de
fenilpropanoides. Além disso, o 6leo de alecrim, cuja composicdo ¢ de 66,4% de terpenoides
apresentou a maior EDso dentre os 6leos essenciais analisados (Tabelas 15 e 18).

Tao, Jia e Zhou (2014) observaram efeito inibitorio do 6leo essencial de Citrus reticulata
sobre o crescimento in vitro de P. italicum e P. digitatum com as doses de 320 ¢ 1.250 pL L,
respectivamente. Entretanto, a inibigao total de crescimento (100%) de P. italicum e P. digitatum so
ocorreu em doses elevadas (2.500 uL L' € 40.000 pL L', respectivamente). No presente estudo, a
inibi¢do do crescimento in vitro de P. expansum pelos 6leos essenciais extraidos de espécies citricas,
limao e tangerina, foi de 44% e 35%, respectivamente, na dose de 1.000 uL L-'. Possivelmente, os
melhores resultados obtidos por Tao, Jia e Zhou (2014) na inibicdo do crescimento de espécies de
Penicillium com o uso de 6leo essencial de espécies citricas estejam relacionados a maiores doses
utilizadas do que as deste trabalho. Todavia, o efeito diferencial também pode estar relacionado a
diferente sensibilidade das espécies fungicas, bem como a diferenca na composicdo dos oOleos
essenciais. Van Hung, Chi e Phi (2013) testaram uma série de 6leos essenciais de diversas espécies
citricas (Citrus sinensis, C. reticulata, C. autantifolia ¢ C. grandis) e observaram uma inibi¢do que
variou de 35 a 53% sobre o crescimento de P. expansum. O 6leo essencial de C. sinensis demonstrou
uma concentra¢do minima inibitoria de 500 uL L' sobre o crescimento do fungo P. expansum
(SHARMA; TRIPATHI, 2006), todavia, a EDso para o crescimento de P. italicum foi de 5.407,5 pL
L' (JING et al., 2014), confirmando que as espécies de Penicillium parecem ter diferente
sensibilidade as moléculas antifungicas.
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O 6leo essencial extraido do rizoma de Alpinia allughas (Zingiberaceae) apresentou potencial
efeito fungicida, demonstrado através da inibi¢do do crescimento in vitro de diversos fungos
fitopatogénicos (Colletotricum falcatum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotium e Sclerotium
rolfsii) (SETHI et al., 2016). Os autores identificaram diversos compostos com potencial atividade
antifungica no 6leo essencial desta planta (SETHI et al., 2016). Neste estudo, observou-se que o 6leo
essencial de gengibre (Zingiberaceae) foi o menos efetivo na inibi¢do do crescimento in vitro de P.
expansum, reduzindo o crescimento do fungo em 43% e 20% com as doses de 1.000 ¢ 100 uL L,
respectivamente, aos 6 dias apos o isolamento. Todavia, a inibi¢do in vivo promovida pelo 6leo
essencial de gengibre por 2 dias, durante o armazenamento refrigerado, foi de 53,3, 55,8 ¢ 25,9% com
as doses de 50, 100 ¢ 1.000 pL L', respectivamente, na saida da cAmara.

3.5.3 Experimentos in vivo

Através de uma analise sensorial foi possivel identificar que determinadas doses de alguns
o6leos essenciais modificaram o aroma de magas tratadas com 6leos essenciais por 30 dias (dados ndo
apresentados). Além disso, outros trabalhos apresentaram um tempo de volatilizacdo de o6leos
essenciais entre 6 ¢ 72 horas (MARI et al., 2002; PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003; NERI et
al., 2006). Portanto, se decidiu avaliar o efeito do tratamento por 2 dias com 6leos essenciais.

Neste trabalho, observamos que o efeito inibitorio de crescimento do fungo foi mais evidente
in vitro do que in vivo para a maioria dos 6leos essenciais, sendo que outros autores publicaram
observagoes semelhantes a esta. Os 6leos essenciais de tomilho, orégano e capim-limao aplicados por
vaporizagdo (500 uL L") in vitro inibiram completamente o crescimento micelial de Botrytis cinerea
e Alternaria arborescens (PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003). Entretanto, quando os 6leos
foram aplicados em tomates ndo apresentaram efeito sobre o crescimento destes fungos (PLOTTO;
ROBERTS; ROBERTS, 2003). Além disso, de acordo com os mesmos autores, foi observado
fitotoxicidade nos frutos em decorréncia da vaporiza¢do de 50 pL L' dos 6leos. Porém, a imersdo
dos frutos em emulsdo dos dleos a 5.000 ¢ 10.000 puL L' reduziu o desenvolvimento de doengas nos
frutos, entretanto, fitotoxicidade foi observada nos frutos tratados com a dose de 10.000 pL L!
(PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003). Shao et al. (2015) relataram que a incorporacdo do dleo
essencial de cravo no meio de cultura reduziu significativamente o crescimento in vitro de P.
digitatum, e observaram extravasamento de liquido celular e alteracdo da morfologia de hifas do
fungo. Porém, os autores ndo conseguiram reproduzir os mesmos resultados em frutos citricos
inoculados artificialmente com o fungo e imersos em 500, 1.000 ou 2.000 uL L' de 6leo essencial de
cravo (SHAO et al, 2015). Carvacrol, trans-cinamaldeido e cinamaldeido, compostos
majoritariamente encontrados nos oleos essenciais de cravo-da-india, canela, orégano e tomilho,
vaporizados em frutos de mirtilo, apresentaram atividade antimicrobiana sobre Escherichia coli e
Penicillium digitatum (SUM et al., 2014). Porém, os efeitos foram mais substanciais na inibigao do
crescimento microbiano in vitro.

Apesar de diversos trabalhos demonstrarem efeito inibitorio de 6leos essenciais de diversas
espécies vegetais sobre o crescimento de diferentes espécies de fungos, efeito de inibicdo moderada
ou até de estimulo do crescimento dos fungos tem sido observado. Droby et al. (2008) observaram
que a dose de 20.000 uL L' 6leos essenciais de diferentes espécies de citros (tangerina, limio, toranja
¢ laranja) estimularam a germinagdo de esporos dos fungos P. italicum e P. digitatum, ¢ a dose de
40.000 uL L' do 6leo essencial de toranja demonstrou atividade anti-fungica moderada sobre P.
digitatum. Porém, observa-se claramente que o efeito dos oleos essenciais é dependente da
composi¢do do 6leo essencial, dose, espécie microbiana, tempo e forma de tratamento (imersdo ou
volatilizagdo) (DROBY et al., 2008; WANG et al., 2012).

Os mecanismos de agdo antimicrobiana de Oleos essenciais ndo sdo completamente
compreendidos, mas possiveis mecanismos t€ém sido propostos em diferentes trabalhos. Alguns
autores dizem que a caracteristica lipofilica dos 6leos permite a expansdo da membrana plasmatica
das células microbianas, aumento da fluidez e permeabilidade de membrana, inibi¢do da respiragao
celular, alteracdo do processo de transporte de ions e extravamento de conteudos celulares (KHAN
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et al., 2010; FADLI et al., 2012). Outros autores observaram alteragdo da morfologia de células e
bloqueio do crescimento celular (TAO; JIA; ZHOU, 2014). Jimenez-Del Rio e Velez-Pardo (2004)
descrevem que 0leos essenciais conseguem penetrar nas células devido o aumento da permeabilidade
de membranas e causam danos, principalmente, na membrana das mitocondrias. As mitocondrias,
através da mudanca no fluxo de elétrons da cadeia de transporte, produzem radicais livre, os quais
oxidam e danificam lipideos, proteinas e DNA. Entretanto, alguns compostos fendlicos ou
terpenoides presentes na composi¢cdo dos 6leos essenciais sofrem oxidag¢do devido o contato com
estes radicais livres, produzindo radicais fenoxi muito reativos, os quais podem causar danos ainda
maiores as células microbianas (JIMENEZ-DEL RIO; VELEZ-PARDO, 2004; BAKKALI et al.,
2008). Quando moléculas antioxidantes presentes nos 6leos essenciais, como compostos fendlicos e
terpenoides, interagem com as formas reativas de oxigénio, estas sdo convertidas a pro-oxidantes.
Pro-oxidantes tém capacidade de oxidar lipideos, proteinas e DNA, podendo causar severos danos a
diversas organelas de células de microrganismos, além de comprometer toda a defesa antioxidante da
célula microbiana (BAKKALI et al., 2005; 2006). Apesar de diversos trabalhos relatarem o efeito
dos dleos diretamente sobre os microrganismos, alguns autores tém observado que 6leos essenciais
podem agir como indutores de resisténcia. Pereira et al. (2012) observaram aumento da atividade das
enzimas peroxidase e quitinase até 336 horas ap0s a pulverizagio de cafeeiros com 1.000 pL L' do
6leo essencial de citronela, promovendo a redugdo no crescimento de Hemileia vastatrix e
Cercospora caffeicola de 47 e 29%, respectivamente. Shao et al. (2015) observaram aumento das
enzimas de defesa quitinase e fenilalanina amonia-liase em citros devido a imersdo dos frutos em
solugdo com 500 pL L' do 6leo essencial de cravo-da-india. Os autores atribuem a redugdo do
didmetro de lesdes de mofo-verde (P. digitatum) ao efeito sinergistico de acdo antimicrobiana e
indutora de resisténcia do oleo essencial (SHAO et al., 2015).

3.5.4 Efeito sobre a qualidade dos frutos

Neste trabalho ndo se observou efeito das doses de diferentes 6leos essenciais sobre os
atributos fisicos-quimicos de macas ‘Fuji’ (L, C, h°, SS, AT e fimeza de polpa) (dados ndo
apresentados). Entretanto, Sum et al. (2014) observaram que a aplicag@o de diferentes dleos essenciais
manteve a firmeza de polpa de mirtilos. Porém, apesar de diversos resultados positivos sobre a
inibicdo microbiana, poucos trabalhos t¢ém mostrado o efeito dos dleos essenciais sobre os atributos
de qualidade de diferentes espécies de frutos.

3.6 CONCLUSOES

Os dleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylacium),
citronela (Cymbopogon winterianus), limao (Citrus limonium), tangerina (Citrus reticulata), cravo-
da-india (Syzigium aromaticum), eucalipto (Corymbia citriodora) e gengibre (Zingiber officinale)
utilizados neste trabalho sdo uma complexa mistura de varias moléculas em diferentes concentragdes.

Todos os 6leos reduziram o crescimento de Penicillium expansum in vitro € in vivo, com
reducdo no numero de esporos in vitro.

O ¢leo essencial de citronela foi o que apresentou maior toxidade e o de alecrim menor
toxidade entre os analisados, com uma EDs variando de 9,8 a 664 uL L',

O efeito dos o6leos essenciais na inibicao do crescimento de Penicillium expansum in vivo foi
menos evidente do que in vitro e tanto o tratamento por 30 dias quanto por 2 dias demonstraram
eficiéncia no controle da podriddo. Observou-se variagdo no efeito de dose conforme o dleo essencial
analisado, sendo que, o aumento da dose ndo afeta, melhora ou piora o efeito do 6leo sobre o
crescimento de P. expansum in vivo.

N3ao se observou alteragdo dos atributos fisicos-quimicos de mac¢as ‘Fuji’ tratadas com doses
crescentes de diferentes dleos essenciais.
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4 COMPOSTOS VOLATEIS EM MACAS ‘FUJI’ TRATADAS COM OLEOS ESSENCIAIS

4.1 RESUMO

O perfil de compostos aromatico em macgads depende da cultivar, estddio de maturagdo na colheita,
producdo de etileno, tratamentos pos-colheita e ambiente de armazenamento, sendo principalmente
composto por aldeidos, 4lcoois e ésteres. Oleos essenciais sao substancias com potencial para controle
de diversos microrganismos causadores de doengas, entretando, pouco se sabe sobre o seu efeito no
perfil de compostos volateis em macgas. O objetivo deste tratabalho foi avaliar o perfil de compostos
aromaticos em macas ‘Fuji’ tratadas com oleos essenciais de canela, cravo-da-india, citronela e
alecrim por imersdo; e canela e citronela por vaporizagdo. Os frutos foram tratados por imersdo em
solugdo contendo o dleo essencial diluido em surfactante (4.000 uL L) e dgua destilada em duas
doses (2.000 € 4.000 uL L"). Os frutos foram tratados por volatilizagdo em recipiente hermeticamente
fechado sob refrigeragdo com a dose de 100 uL L-'. Apos 4 meses de armazenamento refrigerado
(0£0,5°C/UR 90£2%) mais 7 dias em condig¢@o ambiente (23+0,5°C/UR 8042%) foram analisados o
perfil de compostos volateis e a taxa de produgdo de etileno. Frutos tratados com 6leo essencial de
canela e cravo-da-india por imersdo apresentaram maior taxa de produgdo de etanol e acetaldeido,
respectivamente, além de maior producdo de etil e metil ésteres e maior taxa de produgdo de etileno
em ambas as doses. Frutos tratados com 4.000 pL L' do dleo essencial de citronela por imersdo
apresentaram maior taxa de produgdo de diversos aldeidos, combinado com menor produgdo de
etileno. O tratamento com Oleo de alerim por imersdo (4.000 pL L) e de citronela volatilizado
reduziram a emissao de diversos ésteres, alcoois e aldeidos, entretanto, houve aumento a de a-pinene
e eucaliptol com o6leo de alecrim, e citronelal com 6leo de citronela. Observou-se que o tratamento
com Oleos essenciais modificou o perfil de compostos volateis de magds ‘Fuji’ apds o
armazenamento, identificando-se ésteres, alcoois, aldeidos, terpenos, terpenoides e fenilpropanoides,
com taxa de emissdo dependente do oleo essencial, dose e forma de tratamento (imersdo ou
volatilizagao).

Palavras-chave: Malus domestica Borkh. Compostos Volateis. Pos-Colheita. Oleos Essenciais.

4.2 INTRODUCAO

Compostos volateis sdo responsaveis pelas caracteristicas do aroma em frutos. Estes sdo
formados por substincias como alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres (UEDA et al., 2004). O aroma ¢é
um atributo que tem sido fortemente associado a qualidade dos frutos (PLOTTO; MCDANIEL;
MATTHEIS, 2000; MARIN et al., 2009), e sua composi¢do pode ser modificada por alteragdes
ambientais e por praticas de manejo em pré e pds-colheita que resultem em mudangas nos processos
fisiolégicos e bioquimicos (ARVANITOYANNIS; MAVROMATIS, 2009).

Mais de 300 compostos t€m sido identificados em macas, principalmente aldeidos, alcoois e
¢steres (MATTHEIS et al., 1991). A composicdo dos volateis em macas depende da cultivar, estadio
de maturagdo, producdo de etileno e ambiente de armazenamento dos frutos (MATTHEIS et al., 1991;
MATTHEIS; BUCHANAN; FELLMAN, 1995). Aldeidos, especialmente o hexanal e trans-2-
hexenal, sdo os principais compostos volateis encontrados em magas imaturas (MEHINAGIC et al.,
2006), enquanto que frutos maduros sdo compostos principalmente por ésteres os quais parecem ter
sua produgdo regulada pelo etileno (MATTHEIS et al., 1991). Os volateis que mais contribuem para
o aroma de macas ‘Fuji’ sdo os ésteres 2-metil butanoato de etila, acetato de 2-metil butila e acetato
de hexila (ECHEVERIA et al., 2004). Todavia, dentre os alcoois, o 1-butanol ¢ um volatil desejavel
por conferir aroma doce ¢ caracteristico de maca (MEHINAGIC et al., 2006).

Alguns compostos envolvidos na formagdo de aroma de frutos e outras plantas,
principalmente os derivados da rota da lipoxigenase (LOX), também estdo relacionados a resisténcia
contra fungos (KYUNG; HAMILTON-KEMP; ARCHBOLD, 2006). Entretanto, Ulrich et al. (2011)
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observam que a relagdo entre qualidade sensorial e propriedades de resisténcia a doengas ndo € tao
simples, pois os gendtipos de frutos mais sucetiveis a doengas estavam localizados em grupos de
maior preferéncia pelos consumidores, e genotipos mais resistentes apresentavam menor qualidade
sensorial. Todavia, alguns trabalhos t€ém mostrado que ¢ possivel a utilizacdo exdgena de 6leos
essenciais ou de compostos volateis especificos para controle de microrganismos em frutos (ORABY;
EL-BOROLLOSY, 2013; SUM et al., 2014; TAO; JIA; ZHOU, 2014; BOMFIM et al., 2015).
Patrignani et al. (2008) observaram que 2-(E)-hexenal e hexanal, dois aldeidos derivados da rota
LOX, provocaram significativas mudangas na composicdo de acidos graxos de Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis ¢ Escherichia coli. MARI et al.
(2002) observaram que o vapor de alil-isotiocianato reduziu o tamanho de lesdo de mofo-azul
(Penicillium expansum) em peras ‘Conference’ e ‘Kaiser’. Carvacrol, cinamaldeido e trans-
cinamaldeido, aplicados por vaporizacdo, inibiram o crescimento de E. coli e P. expansum em mirtilos
(SUM et al., 2014). Também diversos 6leos essenciais t€ém mostrado efeito positivo no controle de
fungos, como 6leo essencial de citros no controle de Penicillium italicum e P. digitatum em frutas
citricas (TAO; JIA; ZHOU, 2014), 6leos de tomilho, orégano e capim-limao no controle de Botrytis
cinerea, Alternaria arborescens e Rizopus stolonifer em tomates (PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS,
2003) e o6leo de alecrim no controle de Fusarium verticillioides in vitro (BOMFIM et al., 2015).

Diversos trabalhos demonstram o efeito de compostos volateis sobre o controle de
microrganismos em diferentes culturas, entretanto, pouco se sabe sobre a modificagdo do perfil de
compostos volateis apds o tratamento com Oleos essenciais. Além disso, estes compostos podem
apresentar aroma forte e variado, como descrito por The Good Scent Company (2016), onde hexanal
possui aroma gramineo, aldeido, fresco; carvacrol possui odor amadeirado, apimentado;
cinamaldeido tem cheiro doce, apimentado, entre tantos outros. Considerando-se que os compostos
volateis presentes nos frutos podem interferir na preferéncia do consumidor (MATTHEIS;
FELLMAN, 1999; ULRICH et al. 2011) ¢ importante verificar se os 6leos essenciais podem interferir
no aroma destes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar o perfil de compostos volateis apos
o armazenamento de magas ‘Fuji’ tratadas na colheita com dleos essenciais de canela (Cinnamomum
verum), cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus) e alecrim
(Rosmarinus officinalis) por imersdo; e canela (Cinnamomum cassia) ¢ citronela (Cymbopogon
winterianus) por vaporizagao.

4.3 MATERIAL E METODOS

As magas ‘Fuji’ foram colhidas no ponto ideal de maturagdo em um pomar comercial da
cidade de Wenatchee, Estado de Washington, Estados Unidos. Apds a colheita, os frutos foram
transportados ao laboratorio, onde as amostras foram homogeneizadas e divididas em bandejas com
18 frutos e montados dois experimentos.

No experimento 1, os frutos foram tratados por imersdo em uma solu¢do com surfactante e os
o6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum), cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela
(Cymbopogon winterianus) ou alecrim (Rosmarinus officinalis). Foram utilizadas duas doses de 6leo
essencial, 2.000 e 4.000 pL L' e uma bandeja de frutos por tratamento. Para o tratamento dos frutos
foi preparada uma emulsdo, misturando-se a quantidade de 6leo necessaria para atingir a dose de
interesse em 4.000 pL L' do surfactante Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich®), e esta emulsdo dissolvida
em agua destilada. Além do tratamento com os dleos essenciais, foram utilizados dois tratamentos
controle, controle 1 em que os frutos foram imersos em solugdo de 4.000 uL L' do surfactante
Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich®) sem 6leo essencial, e controle 2 em que os frutos ndo foram
submetidos a imersdo. Apos 3 minutos de imersdo nas solugdes com Oleo essencial, os frutos
permaneceram por 2 horas em temperatura ambiente até secarem e, entdo, foram armazenados em
caixas de papeldo (com capacidade para 18 kg) com saco plastico (polietileno de 8 micras padrao
utilizado para comercializagdo de magas) sob refrigeragdo (0+0,5°C/UR 90+£2%) por 4 meses.

No experimento 2, os frutos foram tratados por vaporizacdo em ambiente refrigerado por 72
horas com 100 pL L' dos Oleos essenciais de canela (Cinnamomum cassia) ou citronela
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(Cymbopogon winterianus) em recipientes hermeticamente fechados com capacidade para 67 litros.
O volume de 6leo essencial necessario para atingir a concentragdo de interesse foi calculado pela
seguinte formula: C1*V = C2*V>, onde, C) ¢ a concentragio de interesse (100 uL L); Vi € 0 volume
livre no recipiente, obtido através da subtracdo do volume do recipiente (67 L) e o volume de frutos
colocado no recipiente (kg); C» € a concentracdo do 6leo (100%) e V2 € o valor a ser calculado (x),
que seria o volume de 6leo necessario para atingir a concentracdo de interesse no interior do
recipiente. O Oleo essencial foi colocado em papel filtro Whatman® niimero 40 com 125 mm de
diametro e este colado na parte superior do recipiente de tratamento dos frutos. Além do tratamento
com os Oleos essenciais, haviam dois tratamentos controle, controle 1 em que os frutos ficaram por
72 horas nos recipientes hermeticamente fechados com papel filtro umedecido com agua destilada e
o controle 2 em que os frutos ficaram apenas em ambiente refrigerado. Apds o tempo de tratamento,
antes da abertura dos recipientes, foi coletado uma amostra da atmosfera das camaras de tratamento
para analise dos compostos volateis. Os recipientes de tratamento continham um septo onde foi
conectada uma agulha e esta conectada a Tenax® frap. A velocidade do ar que passava através da
Tenax® trap foi de 100 mL min™'. O volume de amostra da atmosfera coletado foi de 50 e 250 mL
para os recipientes com Oleos essenciais e o controle, respectivamente. Apds a abertura dos
recipientes, os frutos foram armazenados em caixas de papeldo (com capacidade para 18 kg) com
saco plastico (polietileno de 8 micras padrdo utilizado para comercializagdo de magds) sob
refrigeragdo (00,5 °C/UR 90+2%) por 4 meses.

Ap6s o armazenamento refrigerado, seguido por 7 dias em condi¢do ambiente (23+0,5°C/UR
80+2%), foram analisados a taxa de produgao de etileno e o perfil de compostos volateis dos frutos.
Para estas andlises, os frutos intactos foram acondicionados em jarras de vidro de 4 L (4 magas, ~1
kg) com um sistema de fluxo de ar dindmico de 6 L h™! e, entdo, foi coletado uma amostra de gas do
interior de cada jarra a partir do septo de saida de ar.

Para a determinagdo da taxa de produgdo de etileno (umol kg™ h™') a amostra de gas do interior
das jarras foi coletada com auxilio de uma seringa hipodérmica de 0,5 mL. As amostras foram
injetadas em um cromatografo a gas (HP 5980, Agilent Technologies, Palo Alto, CA) equipado com
metanador, detector de ionizacdo de chama e coluna de vidro de 46 cm de comprimento por 0,32 cm
de diametro contendo Paropack Q (Supelco Co., Bellefonte, PA). As temperaturas do forno, injetor e
detector foram de 60, 100 e 200 °C, respectivamente. Os fluxos de N2, H» e ar foram de 0,5, 0,17 e
3,3 mL s, respectivamente.

Para a coleta dos compostos volateis, uma Tenax® trap [tubo de vidro de 11,5 cm de
comprimento por 6 mm de didmetro contendo 60 mm/180 mg de Tenax® (Supelco, Bellefonte, PA) ]
foi conectada as jarras de vidro com os frutos a partir do septo de saida de ar e esta a uma bomba de
sucgdo e, entdo, aprisionados os compostos aromaticos no Tenax®. O fluxo de ar passava através da
Tenax® trap a uma taxa de 100 mL min™' ¢ a amostra coletada da atmosfera das jarras variou de 250
a 350 mL, conforme o tratamento.

Para a analise dos compostos volateis, as traps foram colocadas em um cromatografo a gas
acoplado de um espectrofotometro de massa Agilent Technologies 5977A MSD 7890B GC System.
As traps foram dessorvidas termicamente (TDS3 e TDSA2, Gerstel, Linthicum, MD) a uma
temperatura programada de 20 °C por 30 segundos, com um aumento de 1 °C por segundo até 250 °C
e mantido por 360 segundos. Os compostos dessorvidos eram criogenicamente aprisionados a -130
°C (CIS-3, Gerstel) usando o Gerstel Maestro Global Analytical System, com nitrogénio liquido.
Seguindo a transferéncia de compostos dessorvidos no TDS, a temperatura de crioaprisionamento
aumentava 10 °C por segundo até alcancar 250 °C e era mantida por 120 segundos. Entdo, os
compostos eram tranferidos para o sistema Hewlett-Packard 5977A -7890B GC-MSD (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA) equipado com uma coluna DB-5MS (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) de 30 metros de comprimento por 0,25 mm de didmetro interno com um filme de 0,25 um de
espessura.

A temperatura inicial do forno (35 °C) era mantida por 600 segundos, aumentando 0,17 °C
por segundo até que atingisse 250 °C, entdo mantida por 180 segundos. A velocidade linear do gas
de arraste Hélio foi de 33,9 cm s™!'. O programa utilizado para a analise dos dados foi Hewlett-Packard
Enhanced Chemstation (G1701FA Versao F.01.01.2317; Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
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Utilizando os programas MSD Chemstation Data Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara, CA),
AMDIS GC/MS Analysis e National Institute of Standards and Technology MS Search 2.0 (NIST,
Gaithersburg, MD) os compostos foram identificados pela comparacdo do tempo de retencdo e
espectro das amostras com um padrio e quantificados (ng kg! L") pela comparagio entre a area dos
picos das amostras com este mesmo padrdo. Alguns compostos foram identificados pela comparagao
dos indices Kovats com os da biblioteca NIST MS Search 2.0 e quantificados através da sua area
relativa (%) em cada tratamento. Os padrdes foram obtidos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI)
exceto 1-propanol (J.T. Baker, Center Valley, PA), etil acetato (Fischer Scientific, Pittsburgh, PA), e
etanol (Decon Laboratories, King of Prussia, PA).

Cada jarra com frutos representava uma repeticdo. Foram utilizadas 3 repetigdes por
tratamento em um delineamento inteiramente casualizado. Os dados de compostos volateis foram
submetidos a andlise de clusters e heatmaps foram gerados utilizando-se Metaboanalyst (Xia et al.,
2015) para os compostos com identificacdo confirmada por co-eluicdo com os padrdes auténticos
(dados em ng kg™! L) e também para aqueles identificados através da comparagdo do indice Kovats
(dados em percentual). Antes de gerar os heatmaps, a média de cada composto em cada tratamento
foi calculada apartir das trés repeti¢des ¢ esta foi centralizada e dividida pela raiz quadrada do desvio
padrdo de cada composto (pareto scaling). A analise de clusters foi realizada pelo algoritmo de
clustering de Ward e distancia Euclidiana. Os heatmaps foram utilizados para descrever os resultados
da analise de clusters onde o grau de resposta relativa foi representado por um gradiente de coloragao
conforme o nivel dos compostos de baixo até elevado. Os compostos foram agrupados nos heatmaps
conforme sua similaridade de resposta nos tratamentos.

Os resultados da taxa de producdo de etileno foram submetidos a analise da variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando-se o programa SAS
(Institute, Inc., Cary, NC).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio foi observado efeito diferencial das doses 2.000 e 4.000 uL L' de cada dleo essencial
sobre a taxa de produgdo de etileno. Portanto, para os frutos tratados por imersdo apresentou-se a
média das doses de cada 6leo essencial e dos tratamentos controle 1 ¢ 2 (Tabela 19).

O tratamento dos frutos com o 6leo essencial de alecrim ndo afetou a taxa de producdo de
etileno (0,575 umol kg'!' h"), ndo diferindo da taxa de produ¢do de etileno dos frutos controle 1
(imersos sem Oleo essencial; 0,505 umol kg! h!) e 2 (sem imersdo; 0,615 umol kg™! h'") (Tabela 19).
O tratamento com o 6leo essencial de citronela promoveu reducdo da taxa de produgdo de etileno dos
frutos (0,355 umol kg! h''). Rabbany e Mizutani (1996) observaram que magds tratadas com
citronelal, a-pinene, B-pinene e p-cimene tiveram reduzida taxa de produgdo de etileno devido uma
reducdo nos niveis de acido 1-carboxi-1-amino-ciclopropano (ACC) nos frutos. Todavia, os autores
também observaram que a redug@o devido o tratamento com citronelal, principal componente do 6leo
essencial de citronela, foi mais acentuado que nos demais compostos. Pérez-Alfonso et al. (2012)
observaram uma reducdo na taxa de produgdo de etileno em limdes devido o aumento na dose de
tratamento com carvacrol e timol, compostos majoritarios nos o6leos de orégano e tomilho,
respectivamente. Portanto, observa-se que diversos componentes de 6leos essenciais podem ter efeito
redutor da produgdo de etileno nos frutos. Os frutos tratados por imersdo com 6leos essenciais de
canela e cravo-da-india tiveram as maiores taxas de produgdo de etileno (0,821 ¢ 0,806 pmol kg! h-
!, respectivamente). Entretanto, Jhalegar, Sharma e Singh (2015) observaram redugdo na taxa de
produgdo de etileno em citros devido o tratamento com 600 uL L' do 6leo essencial de cravo-da-
india. A discordancia entre os resultados obtidos por estes autores ¢ os obtidos no presente trabalho
para oleo essencial de cravo-da-india pode estar relacionado ao fato de serem avaliadas doses
diferentes, bem como, a variagdo de composi¢do que pode ocorrer entre 6leos essenciais de mesma
espécie (VARUGHESE et al., 2016).
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Nao se observou diferenga estatistica entre tratamentos na taxa de producdo de etileno de
magas ‘Fuji’ tratadas com 6leo essencial por volatilizagdo, apresentando taxa média de 0,411 pmol
kg! h'! (Tabela 19).

Tabela 19- Taxa de produgéo de etileno (umol kg! h'') de magas ‘Fuji’ tratadas por imersdo em duas
doses (2.000 e 4.000 pL L") com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum),
cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus), alecrim
(Rosmarinus officinalis) e dois tratamentos controle (controle 1 — frutos imersos em
solucdo sem 6leo essencial e controle 2 — frutos sem imersao); e tratadas por volatilizagao
com a dose de 100 pL L' dos 6leos de canela (Cinnamomum cassia), citronela
(Cymbopogon winterianus) e dois tratamentos controle (controle 1 — frutos mantidos em
recipiente de tratamento sem Oleo essencial e controle 2 — frutos mantidos sob
refrigeragdo).

M¢étodo de tratamento
Imersdo ) Volatilizagdo
Controle 1 0,505b@ 0,436 a
Controle 2 0,615b 0,456 a

Oleo essencial

Canela 0,821 a 0,396 a
Citronela 0,355 ¢ 0,358 a
Cravo 0,806 a -
Alecrim 0,575b -
Média 0,625 0,411
Desvio padrao 0,196 0,107

() Médias das doses de 2.000 e 4.000 pL L' de cada 6leo essencial.
) Médias seguidas por letras iguais na coluna, para cada método de tratamento, nio diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: produgéo do proprio autor, 2016.

Através da analise dos heatmaps é possivel observar que o tratamento com 6leos essenciais
em pos-colheita, tanto volatilizado quanto por imersao, afetou a emissdo de compostos volateis apos
o armazenamento de macas ‘Fuji’ (Figuras 7, 8, 9 e 10). Observou-se que o simples fato de imergir
os frutos em solugdo de surfactante ou manté-los em ambiente hermético por 72 horas ja causaram
alteragdes na emissdo de compostos aromaticos, pois observou-se diferenca na composicdo de
volateis entre os tratamentos controle 1 e 2 (Figuras 7, 8, 9 e 10).

Os compostos volateis emitidos de macas ‘Fuji’ tratadas com 6leos essenciais por imersao
foram diferentes quantitativamente e qualitativamente, em ambas as doses testadas, entretanto, alguns
compostos foram emitidos em maior quantidade quando se utilizou a dose de 4.000 pL L' (Figuras
7 e 8). Os frutos tratados por imersdo com 6leo essencial de canela e cravo-da-india apresentaram
uma maior taxa de emissdo de etanol e acetaldeido, respectivamente. Além disso, observou-se que
frutos tratados por imersdo com estes 6leos tiveram consideravel aumento na produgdo de etil ¢ metil
ésteres, especialmente aqueles tratados com a maior dose do 6leo de cravo-da-india (Figura 7),
combinado a uma maior taxa de producdo de etileno nos frutos tratados com 6leos de cravo-da-india
e canela (Tabela 19). Fellman et al. (2000) observaram que macas ‘Fuji’ produzem consideraveis
quantidades de etanol e acetaldeido, especialmente em frutos colhidos com maturagdo avangada.
Entretanto, Argenta et al. (2004) sugerem que, além da maturag@o avangada, frutos armazenados em
ambiente com alto CO» e baixo O, podem ter maior taxa de emissdo destes compostos devido a um
inicio de metabolismo fermentativo. O aumento na producdo de etanol e acetaldeido pelos frutos,
apos um inicio de metabolismo anaerdbico, tem como consequéncia o aumento na emissao de etil e
metil esteres (ARGENTA et al., 2004), além disso, o aumento na produ¢do de etileno promove
elevagdo na taxa de producdo destes compostos por terem a sintese dependente de etileno (FAN;
MATTHEIS; BUCHANAN, 1998; BANGERTH SONG; STREIF, 2012; BOTH et al., 2014).
Portanto, a maior taxa de emissado de etanol e acetaldeido observada nos frutos tratados com os oleos
de canela e cravo-da-india pode estar associada a antecipacdo de senescéncia dos frutos, tendo em
consideragdo que o tratamento com estes 6leos essenciais proporcionou um aumento na taxa de
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produgdo de etileno (Tabela 19), ou ainda, poderia estar relacionado a redugdo da troca gasosa entre
a epiderme dos frutos e o ambiente externo, causando, possivelmente, uma redugdo dos niveis de O»
e aumento do CO» interno do fruto.

A imersao dos frutos em 6leo essencial de alecrim e citronela reduziu a producao de etanol e
0 6leo de alecrim também reduziu a producdo de acetaldeido (Figura 7). Essa reducdo na sintese de
etanol e acetaldeido em frutos tratados por imersdo com oOleo essencial de citronela pode estar
relacionado a menor taxa de producdo de etileno nestes frutos. Schaffer et al. (2007) observaram que
o etileno intesifica a formagao de alcoois. Além disso, Thewes et al. (2015), observou que a aplicagao
de 1-MCP, um potente inibidor da acdo do etileno, reduziu fortemente a sintese de etanol e
acetaldeido, em relacdo a frutos ndo tratados. Outros tratamentos pds-colheita, como aplicagdo de
difenilamina (DPA), podem reduzir a produgdo de etanol e acetaldeido em magas ‘Fuji’, prevenindo
a ocorréncia de dano de CO; em magas ‘Fuji’ (ARGENTA et al., 2004).

Os frutos tratados por volatilizagdo com o 6leo essencial de citronela também apresentaram
menor taxa de emissdo de etanol, assim como no tratamento por imersdo com este mesmo o6leo.
Todavia, diferentemente dos frutos tratados por imersdo, a aplicacdo do oOleo essencial por
volatilizagdo ndo apresentou efeito sobre a taxa de produgdo de etileno (Tabela 19), o que sugere que
o 6leo essencial de citronela reduziu o a sintese de etanol por um mecanismo independente de etileno.
Os frutos tratados por volatilizagdo com o6leo de canela tiveram uma elevada taxa de emissdo de
etanol, contudo, esta foi similar aos frutos do tratamento controle 1 (mantidos em recipiente hermético
sem Oleo essencial) o que refletiu em uma maior taxa de etil e metil ésteres no tratamento controle 1,
mas ndo no tratamento com 6leo de canela (Figura 9).

O tratamento por imersdo com o o6leo essencial de cravo-da-india aumentou a emissdo de
alguns alcoois, como 1- e 2-propanol, 1- e 2- butanol, 2-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol. O dleo
essencial de canela também promoveu uma maior emissao de alcoois como 2-propanol, 2-metil-1-
propanol e 2-etil-1-hexanol, entretanto, todos os 6leos essenciais reduziram a emissdo de outros
alcoois, como 1- e 2-butanol e 1-hexanol (Figura 7). Knee e Hatfield (1981) observaram que o
aumento na liberacdo de alcoois (1- e 2-propanol; 1- e 2-butanol) leva a sintese de propil, butil e hexil
¢ésteres. Portanto, pode-se relacionar que a maior taxa de emissdo de alcoois devido o tratamento com
os 6leos de cravo-da-india e canela levou ao aumento de produgdo da maioria dos propil, butil e hexil
ésteres, especialmente na dose mais elevada do 6leo essencial de cravo-da-india (4.000 uL L), com
exce¢do de propil propanoato em que a produgdo foi reduzida ou ndo alterada devido o tratamento
por imersdo com Oleo essencial (Figura 7). O tramento com 6leo essencial de citronela também
aumentou a producdo de varios butil e hexil ésteres pelos frutos, entretanto os demais 6leos nao
alteraram ou reduziram a produgdo destes compostos volateis (Figura 7).

O tratamento dos frutos com o 6leo essencial de citronela volatilizado reduziu a producdo de
grande parte dos ésteres, enquanto que o 6leo de canela reduziu ou néo alterou a producdo da maioria
deles, assim como da maioria dos alcoois (Figura 9).

Os frutos tratados com a dose mais alta (4.000 uL L") do o6leo essencial de citronela
apresentaram maior produgdo de alguns aldeidos (nonanal, octanal, decanal e hexanal). Os frutos
tratados com o 6leo essencial de canela tiveram taxa de producdo destes aldeidos semelhante aos
tratamentos controle 1 e 2 (frutos imersos em surfactantes ou sem imersao, respectivamente) (Figura
7). Os frutos tratados com o 6leo essencial de alecrim na dose de 4.000 uL L' apresentaram baixa
taxa de producdo de varios aldeidos identificados nas amostras (nonanal, octanal, decanal, hexanal,
propanal e butanal), entretanto, este 6leo na menor dose (2.000 pL L), assim como o 6leo essencial
de cravo-da-india e canela, em ambas as doses, promoveram um aumento na producdo dos aldeidos
propanal e butanal. Mattheis et al. (1991) identificaram elevados niveis de aldeidos em frutos
imaturos e nas primeiras semanas de armazenamento de macas ‘Bisbee Delicious’, entretanto, ao
final do periodo de armazenamento refrigerado os compostos estavam em niveis muito baixos ou nao
detectaveis devido ao adiantado estddio de amadurecimento dos frutos. Thewes et al. (2015)
observaram que macas ‘Royal Gala’ tratadas com 1-MCP, molécula que promove atraso substancial
do amadurecimento de magas ‘Gala’, tiveram aumento na taxa de producéo de aldeidos (acetaldeido,
butanal, hexanal e 2-(E)-hexanal). Portanto, uma maior taxa de producao de varios aldeidos (Figura
7) associado a menor taxa de producdo de etileno (Tabela 19), sugere que a dose mais alta (4.000 pL
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L") do tratamento por imersdo com o 6leo essencial de citronela, possivelmente, tenha proporcionado
uma desaceleragdo na taxa de amadurecimento de magas ‘Fuji’.

O mesmo comportamento nao foi observado no tratamento dos frutos com o 6leo de citronela
volatilizado, pois observou-se maior producdo de apenas dois aldeidos, hexanal e benzaldeido,
enquanto que os demais aldeidos foram emitidos pelos frutos em uma taxa mais baixa (Figura 9),
além disso, ndo se observou diferenga na taxa de producdo de etileno entre os tratamentos (Tabela
19).

Os principais compostos volateis que compode o aroma de magas sdo aldeidos, alcoois e ésteres
(MATTHEIS et al., 1991; MATTHEIS; BUCHANAN; FELLMAN, 1995, ARGENTA et al., 2004;
THEWES et al., 2015). Entretanto, neste trabalho se observou a presenca de terpenos, terpenoides e
fenilpropanoides nos frutos tratados com 6leos essenciais, tanto por imersao quanto por volatilizagao
(Figuras 7, 8, 9 e 10). Alguns autores t€ém relacionado a emissdo de terpenos e fenilpropanoides pelas
plantas a uma resposta de resisténcia das plantas a insetos ¢ patdgenos, tanto pelo ataque destes quanto
pelo uso de produtos capazes de elicitar essa resposta (ZHANG et al., 2009; ARAGUEZ et al., 2013;
ALARCON et al., 2015). Contudo, devido a composi¢do dos 6leos essenciais, é possivel que os
compostos identificados sejam residuos do tratamento nos frutos.

Observou-se que apenas os frutos tratados com o 6leo essencial de citronela, volatilizado ou
por imersdo, emitiram consideraveis quantidade do terpenoide citronelal (Figuras 7 e 9) e do terpeno
citronelol (Figuras 8 e 10). Alguns trabalhos tém demonstrado efeito positivo do dleo essencial de
citronela, bem como do composto citronelal sobre o controle de diversos fungos, mesmo em
quantidade muito baixas (WURYATMO; KLIEBER; SCOTT, 2003; PEREIRA et al., 2012; CHEN
et al., 2014). Ortiz-Serrano; Gil (2010) observaram que tomates podem produzir citronelol em
diferentes concentragdes dependendo da cultivar e estadio de maturagdo, e relacionaram a produgdo
deste a resisténcia a doencas nos frutos. Todavia, o composto identificado nas magds ‘Fuji’ deste
trabalho parece ser residuo do tratamento com o 6leo essencial de citronela, pois citronelal e citronelol
aparecem, além do geraniol, como os principais compostos identificados no 6leo essencial de
citronela, conforme observado no capitulo 3 (Tabela 15) e por Chen et al. (2014). Além disso, os
frutos tratados por imersdo com a dose mais elevada do 6leo (4.000 puL L) apresentaram maior
quantidade destes compostos do que os tratados com a dose menor (2.000 uL L) (Figuras 7, 8, 9 €
10) e identificou-se elevada quantidade de citronelal (Figura 11) e citronelol (Figura 12) no perfil de
volateis coletados a partir dos recipientes de tratamento com o 6leo volatilizado. Os frutos tratados
com o 6leo essencial de citronela também emitiram elevada quantidade de -pineno (Figura 8), este
composto em conjunto com a maior taxa de emissdo de citronelal e citronelol, possivelmente,
refletiram em uma menor taxa de produgdo de etileno pelos frutos (0,355 umol kg™! h'") (Tabela 19).
Rabbani e Mizutani (1996) observaram que magas tratadas com citronelal, citronelol e pB-pinene
tiveram uma redugdo da sintese de ACC, o que ocasionou em menor taxa de producdo de etileno
pelos frutos.

Identificou-se nos frutos tratados com o 6leo essencial de alecrim elevada quantidade do
terpenoide eucaliptol e do terpeno a-pineno, principalmente nos frutos tratados com 4.000 uL L' do
oleo essencial (Figura 7). Bomfim et al. (2015) identificaram que 12 e 52% do 6leo essencial de
alecrim ¢ composto por a-pineno e eucaliptol, respectivamente, e apresentou eficiéncia no controle
de Fusarium verticillioides. Camiletti et al. (2014) identificaram 5,5 e 24,3% de a-pineno e eucaliptol,
respectivamente, no 6leo essencial de alecrim, com efeito positivo do 6leo no controle dos patdgenos
Penicillium sp. e Aspergillus flavus.

Eugenol e cinamaldeido foram os fenilpropanoides identificados nos frutos tratados por
imersdo com o 0leo essencial de canela, e eugenol nos frutos tratados por imersdo com 6leo essencial
de cravo-da-india (Figuras 7 e 8), observando uma maior quantidade destes volateis na dose mais alta
dos 6leos. Quando o tratamento foi realizado com o 6leo essencial de canela por volatilizacio,
cinamaldeido foi identificado nas amostras coletadas apds o armazenamento dos frutos (Figura 9),
mas ndo eugenol (Figura 10), apesar de ambos terem disso identificados nas analises realizadas a
partir dos recipientes de tratamento de magas com o 6leo essencial volatilizado (Figuras 11 e 12).

Cheng et al. (2004) destacaram que cinamaldeido e eugenol sdo os principais componentes do
6leo essencial de canela e apresentam forte acdo inseticida e fungicida. Todavia, embora alguns
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autores tenham observado que algumas variedades de morango tém capacidade de produzir eugenol
com importante funcdo de prote¢do dos frutos e contribuindo para o aroma dos mesmos (Zorrilla-
Fontanesi et al., 2012; Aragiiez et al., 2013), € muito provavel que eugenol e cinamaldeido detectados
nos frutos ap6s o armazenamento seja residual da aplicacdo dos 6leos essenciais, pois estes compostos
nao foram identificados nos frutos do tratamento controle (Figuras 7 e 8).

Identificou-se a emissdo de D-limoneno em todos os tratamentos, tanto por imersdo quanto
por volatilizagdo, em diferentes taxas. Entretanto, ¢ possivel observar que os frutos tratados com 6leos
essenciais apresentavam quantidades relativamente maiores que nos tratamentos controle (Figuras 7
¢ 9). No tratamento por imersdo observou-se que a quantidade de D-limoneno liberada pelos frutos
dependia da dose de 6leo essencial utilizada (Figura 7), enquanto que no tratamento por volatilizagao
os frutos tratados com o dleo essencial de citronela liberaram uma quantidade maior do composto
(Figura 9). Rodriguez et al. (2014) identificaram que 97% dos terpenos liberados pela casca de
laranjas maduras era D-limoneno, e que o aumento da produgao deste terpeno pode facilitar a infecgdo
dos frutos por microrganismo, o que facilitaria o acesso dos dispersores de sementes. Entretanto,
Singh et al. (2010) observaram que 250 uL L' de limoneno era capaz de inibir completamente o
crescimento de Aspergillus flavus.

Outros terpenos, mono e sesquiterpenos, foram identificados nas amostras provenientes de
frutos tratados com 6leos essenciais, como a-muuroleno, cariofileno, canfora, p-cimeno, B-pineno, -
cadineno, entre outros (Figuras 8 e 10). A presenca destes compostos e a quantidade liberada pelos
frutos variou com o o6leo essencial, dose ¢ forma de tratamento (imersdo ou volatilizagao). Estes
compostos tém sido identificados em 6leos essenciais de diferentes espécies vegetais e em produtos
como propolis, apresentando eficiente agdo antifingica e antibacteriana em diversas espécies
(CAKIR et al., 2004; MELLIOU; STRATIS; CHINOU, 2007; SOKOVIC et al., 2009; KUNDU et
al., 2013Db).

Apesar de diversos trabalhos relatando a eficiéncia de terpenos e fendis no controle de fungos
e bactérias, ¢ importante levar em consideracdo que estes compostos podem promover mudanca no
aroma dos frutos e modificar a aceitagdo dos frutos pelos consumidores. Chiebao (2013) identificou
que bananas imaturas produziram uma elevada quantidade de a-pineno, entretanto, algumas
cultivares, mesmo ap6s o amadurecimento, continuavam produzindo consideraveis quantidades deste
terpeno e eram menos preferidas pelos consumidosres devidos seu aroma amadeirado, cheiro de terra
¢ de pinho. Outros compostos, como eugenol e cariofileno, podem apresentar aroma doce, de
especiaria, de cravo, apimentado e amadeirado em uma concentragdo de 50 ppm por até 44 horas
(The Good Scents Company, 2016). Entretanto, Aragiiez et al. (2013) observaram que cultivares de
morango que produziam maiores quantidades de eugenol pelos aquénios e sépalas eram mais
aromaticas e preferidas pelos consumidores.

Portanto, apesar de identificar-se que o tratamento com 6leos essenciais modificou o perfil de
compostos aromaticos de mag¢ds ‘Fuji’, uma analise sensorial complementaria estes resultados e
definiria se a aplicacdo destes compostos em pods-colheita afetaria a aceitacdo dos frutos pelos
consumidores.
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Figura 7 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e

distancia Buclidiana calculados a partir de dados em ng kg' L-'. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita por imersao dos frutos em 6leo essencial. As classes 1 e 2 indicam as doses dos
Oleos essenciais de 2.000 e 4.000 pL L', respectivamente. Os dleos essenciais utilizados
foram cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus), canela
(Cinnamomum verum), alecrim (Rosmarinus officinalis) e dois tratamentos controle,
controle 1 com frutos imersos em surfactante sem 6leo essencial e controle 2 com frutos sem
imersdo. Os compostos foram coletados apos quatro meses de armazenamento refrigerado
(0£0,5°C/UR 90+2%) mais sete dias em condigdes ambiente (23+0,5°C/UR 804£2%). Os
dados tiveram as médias centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de
cada composto antes da analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloragdo indica

os niveis relativos dos compostos de baixo até elevado.
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Figura 8 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita por imersao dos frutos em 6leo essencial. As classes 1 e 2 indicam as doses dos
Oleos essenciais de 2.000 e 4.000 pL L', respectivamente. Os dleos essenciais utilizados
foram cravo-da-india (Syzgium aromaticum), citronela (Cymbopogon winterianus), canela
(Cinnamomum verum), alecrim (Rosmarinus officinalis) e dois tratamentos controle,
controle 1 com frutos imersos em surfactante sem 6leo essencial e controle 2 com frutos sem
imersdo. Os compostos foram coletados apos quatro meses de armazenamento refrigerado
(0£0,5°C/UR 90+2%) mais sete dias em condigdes ambiente (23+0,5°C/UR 804£2%). Os
dados tiveram as médias centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de
cada composto antes da analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloragdo indica
os niveis relativos dos compostos de baixo até elevado.
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Figura 9 - Heatmap demonstrando a analise de clusters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Buclidiana calculados a partir de dados em ng kg' L-'. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 uL L!. Os dleos essenciais utilizados foram canela (Cinnamomum
verum), citronela (Cymbopogon winterianus) e dois tratamentos controle, controle 1 em que
os frutos permaneceram no recipiente hermeticamente fechado sem 6leo essencial e controle
2 em que os frutos permaneceram fora do recipiente de tratamento. Os compostos foram
coletados ap6s quatro meses de armazenamento refrigerado (0+£0,5°C/UR 904+2%) mais sete
dias em condi¢des ambiente (234£0,5°C/UR 80+2%). Os dados tiveram as médias
centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada composto antes da
analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos
compostos de baixo até elevado.
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Figura 10 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 uL L!. Os dleos essenciais utilizados foram canela (Cinnamomum
verum), citronela (Cymbopogon winterianus) e dois tratamentos controle, controle 1 em que
os frutos permaneceram no recipiente hermeticamente fechado sem 6leo essencial e controle
2 em que os frutos permaneceram fora do recipiente de tratamento. Os compostos foram
coletados ap6s quatro meses de armazenamento refrigerado (0+£0,5°C/UR 904+2%) mais sete
dias em condi¢des ambiente (23£0,5°C/UR 80+2%). Os dados tiveram as médias
centralizadas e divididas pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada composto antes da
analise de clusters (pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos
compostos de baixo até elevado.
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Figura 11 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Buclidiana calculados a partir de dados em ng kg' L-'. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 pL L-'. Os compostos foram coletados a partir dos recipientes de
tratamento com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum), citronela (Cymbopogon
winterianus) € um tratamento controle em que os frutos permaneceram no recipiente
hermeticamente fechado sem o6leo essencial. Os dados tiveram as médias centralizadas e
divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de cada composto antes da analise de clusters
(pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos compostos de baixo
até elevado.
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Figura 12 - Heatmap demonstrando a analise de c/usters usando o algoritmo de clustering de Ward e
distancia Euclidiana calculados a partir de dados em percentual. Os compostos foram
agrupados conforme as similaridades nas flutuacdes, as quais foram afetadas pelo tratamento
pos-colheita dos frutos com o6leo essencial volatilizado em recipiente hermeticamente
fechado na dose de 100 pL L-'. Os compostos foram coletados a partir dos recipientes de
tratamento com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum verum), citronela (Cymbopogon
winterianus) € um tratamento controle em que os frutos permaneceram no recipiente
hermeticamente fechado sem o6leo essencial. Os dados tiveram as médias centralizadas e
divididas pela raiz quadrada do desvio padrao de cada composto antes da analise de clusters
(pareto scaling). O gradiente de coloracdo indica os niveis relativos dos compostos de baixo
até elevado.
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4.5 CONCLUSOES

- O tratamento p6s-colheita com 6leos essenciais, tanto por imersdo quanto por volatilizagéo,
altera a producao de compostos volateis de macas ‘Fuji’ apos o armazenamento.

- Os frutos tratados com oOleos essenciais, tanto por imersdo como por volatilizagdo,
apresentam compostos volateis das classes ésteres, aldeidos, alcoois, terpenos, terpenoides e
fenilpropanoides.

- O tratamento dos frutos com 6leo essencial na dose de 4.000 pL L' promove uma maior
taxa de emissdo de terpenos, terpenoides e fenilpropanoides que a dose de 2.000 pL L.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de consideraveis avancos no armazenamento de magas ocorrido nas ultimas décadas,
como o advento de camaras de atmosfera controlada e, mais recentemente, o desenvolvimento do
inibidor da agdo do etileno, 1-MCP, ainda muito se perde em pos-colheita por diversos fatores, sendo
um dos principais a ocorréncia de podriddes pds-colheita. As principais podriddes que vem sendo
identificadas na fase de armazenamento dos frutos ¢ mofo-azul (Penicillium expansum) e podridao
olho-de-boi (Criptosporiopsis perennans). Portanto, observa-se a necessidade do desenvolvimento
de uma tecnologia para a reducdo de perdas pos-colheita por podriddo, contudo, que apresente baixo
impacto ambiental.

Com os resultados obtidos neste trabalho, observou-se que a utilizacdo em pré-colheita de
produtos alternativos com caracteristicas elicitoras de resisténcia, bem como, a aplicacdo de 6leos
essenciais em pods-colheita, apresentam potencial para o manejo de podriddes em magas ‘Fuji’.
Observou-se que o mananoligossacarideo fosforilado da parede celular de Sacharomyces cerevisiae
(Agromos®) reduziu didmetro de lesdo de mofo-azul na colheita e apds 0 armazenamento refrigerado
dos frutos e podriddo olho-de-boi ap6s o armazenamento refrigerado. Também se observou efeito
positivo da aplicagio pré-colheita de Bacillus subtillis (Serenade®), o qual reduziu didmetro de lesdo
de mofo-azul e podriddo olho-de-boi.

Todos os 6leos essenciais testados neste trabalho reduziram a severidade de mofo-azul em
magcas ‘Fuji’ inoculadas com P. expansum, porém, o efeito depende da dose e periodo de tratamento
dos frutos. Observou-se que o efeito dos 6leos no controle de P. expansum in vitro é mais evidente
do que in vivo, isso possivelmente, devido a uma interagdo dos 6leos com o fruto, o que modifica seu
efeito sobre o crescimento do fungo. Também se observou que o tratamento com os 60leos essenciais
modifica o perfil de compostos volateis de mag¢as ‘Fuji’ apds o armazenamento, modificando a
producdo de aldeidos, ésteres e alcoois e deixando residuos de terpenos e fenilpropanoides, bem
como, altera a taxa de producdo de etileno. Porém, essas modificacdes sdo mais evidentes quando se
utiliza o tratamento dos frutos por imersao.

Portanto, outros experimentos sdo necessarios para que se defina diversos fatores ligados a
utilizacdo de substancias alternativas tanto em pré-colheita, quanto em pos-colheita. Experimentos
envolvendo analise sensorial, analises relacionada a fisiologia do fruto, como alterag¢do da atividade
de enzimas relacionadas a patogénese, bem como experimentos para o aprimoramento da tecnologia,
visando a defini¢do do momento ideal de aplicacdo (pré e/ou pos-colheita), melhor forma de aplicagdo
(imersdo, volatilizagdo, pulverizagdo), 6leo essencial ou molécula (s) mais eficiente (s) no manejo
das podriddes pos-colheita e repeticdo dos experimentos em diferentes locais de produgdo e
cultivares.
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