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RESUMO

Toffano, L.; Fischer, I.H.; Blumer, S.; Pascholati, S.F. Potencial do flavedo (epicarpo) de Citrus aurantifolia cv. Tahiti no controle do bolor verde
e da antracnose em citros. Summa Phytopathologica, v.38, n.1, p.61-66, 2012.

O Brasil é considerado o maior produtor de citros e 0 maior exportador
de suco de laranja. Doencas de pos-colheita representam uma grande
perda para a citricultura, sendo que para a exportagdo de frutos sédo
rigidas as exigéncias com relacdo a isengdo de residuos quimicos nos
mesmos. Patégenos de importancia em pds-colheita de citros incluem o
Penicillium digitatum, agente causal do bolor-verde e o Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose. Dada a importancia
econdmica que representam estas doencgas dos frutos citricos, tanto em
termos de comprometimento da qualidade e dificuldade de controle, a
busca de alternativas adicionais que possam viabilizar a capacidade
produtiva e garantir a obtencdo de frutos com excelentes padrdes de

qualidade torna-se imprescindivel. Portanto, estudou-se os efeitos dos
extratos aquosos do flavedo de Citrus aurantifolia var. Tahiti, Lentinula
edodes, Agaricus subrufescens (syn. Agaricus brasiliensis), albedo de
Citrus sinensis var. Valéncia e do acido jasmdnico no controle pds-
colheita do bolor verde e da antracnose e na indugdo de resisténcia em
frutos de laranjeira Valéncia (Citrus sinensis). Foi possivel observar que o
extrato aquoso do flavedo (C. aurantifolia) apresentou efeito inibitério
sobre os patdgenos, quando tratados em poés-colheita, em fungdo da
reducdo dos sintomas e esporulacdo. Porém, os extratos de albedo (C.
sinensis), L. edodes, A. subrufescens e o &cido jasmdnico néo
apresentaram efeitos sobre P. digitatum e C. gloeosporioides.

Palavras-chave adicionais: Penicillium digitatum, Colletotrichum gloeosporioides, Agaricus blazei, Lentinula edodes, Agaricus subrufescens,

albedo, Citrus sinensis, acido jasmdnico.

ABSTRACT

Toffano, L.; Fischer, I.H.; Blumer, S.; Pascholati, S.F. Potential of flavedo (epicarp) from Citrus aurantifolia cv.Tahiti on the control of green
mold and anthracnose in citrus. Summa Phytopathologica, v.38, n.1, p.61-66, 2012.

Brazil is considered to be the biggest citrus producer and orange juice
exporter. Post-harvest diseases represent a great loss in the citriculture,
and for many fruits to be exported they should be free of chemical
residues. In relation to some pathogens of importance in post-harvest,
it can be mentioned Penicillium digitatum (green-mold) and
Colletotrichum gloeosporioides (anthracnose). Because of the economical
importance of these diseases for citric fruits, in terms of compromising
quality and control difficulties, the search for alternative control measures
that can make possible to improve the producing capacity of the producers
and the obtaining of fruits with excellent quality are indispensable.

Therefore, it was studied the viability of the control of post-harvest
diseases in Valéncia orange fruits (Citrus sinensis) by using the biotic
agents flavedo (Citrus auratifolia cv. Tahiti), Lentinula edodes, Agaricus
subrufescens (syn. Agaricus brasiliensis), albedo (Citrus sinensis cv.
Valéncia) and the abiotic agent jasmonic acid. It was possible to observe
that the aqueous extracts from the flavedo (C. aurantifolia) inhibited
the pathogens in Valéncia orange fruits when treated in post-harvest,
based upon symptom and sporulation reduction. On the other hand, the
albedo (C. sinensis), L. edodes, A. subrufescens and jasmonic acid had no
effects on P. digitatum and C. gloeosporioides in the fruits.

Keywords: Penicillium digitatum, Colletotrichum gloeosporioide, Agaricus blazei, Lentinula edodes, Agaricus subrufescens, albedo, Citrus

sinensis, jasmonic acid.

As perdas econémicas ocasionadas por doencgas de pés-colheita
representam um dos principais problemas da citricultura mundial (7,
22), embora estudos consistentes sobre a magnitude destas perdas nas
condic0es brasileiras sejam poucos. Em levantamento da incidéncia de
doencas pdés-colheita em laranjas comercializadas na Central de
Abastecimento de Recife, Dantas et al. (4) detectaram 21,9% dos
frutos analisados com doencgas fungicas, com destaque para
Lasiodiplodia theobromae (11,8%), confirmando a importancia
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econdmica das doencgas pos-colheita em frutos de laranja. Em frutos
citricos pode-se destacar o Penicillium digitatum (15), agente causal
do bolor verde e o Colletotricum gloeosporioides (20), agente causal
da antracnose, 0s quais sdo objeto de interesse no presente trabalho.

Para o controle, os fungicidas do grupo dos benzimidazoéis sdo os
mais utilizados no Brasil. Entretanto, possuem vérias restri¢des de
uso, como a de selecionar estirpes de Penicillium resistentes ao
fungicida. Asituacdo se agrava no caso de frutos para exportacdo, uma
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vez que existem diferencas entre as legislac6es dos paises consumidores
na aceitacdo de determinados fungicidas, bem como na concentragdo
de residuos tolerada. Alternativas visando a reducéo do uso de fungicidas
vém sendo pesquisadas e com resultados promissores no controle de
varios fitopatdgenos em diversas culturas (23), como por exemplo em
citros, os quais podem exibir efeito no controle direto dos fitopatégenos
(15), mas também na inducéo de resisténcia (11).

O potencial do extrato do albedo e do flavedo de laranja na inibicdo
de Phomopsis citri in vitro foi relatado pela primeira vez em 1964, por
El-Tobshy & Sinclair (8), quando se evidenciou que o uso dos mesmos,
isoladamente ou em combinacdo, era efetivo na inibi¢&o do crescimento
micelial do fungo. Por sua vez, os cogumelos Lentinula edodes (Shiitake)
e Agaricus subrufescens (syn. A. brasiliensis) (Cogumelo-da-vida;
anteriormente classificado como Agaricus blazei) (13) apresentam
substancias no basidiocarpo e no micélio que ativam o sistema
imunolé6gico em animais (9, 16). Di Piero & Pascholati (6) demonstraram
que o extrato aquoso do basidiocarpo de L. edodes e do A. subrufescens
reduziram a severidade da antracnose (Colletotrichum lagenarium)
em plantas de pepino nas condi¢Oes de casa de vegetacdo. Além disso,
0 extrato do A. subrufescens também diminuiu a severidade da mancha
bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) em plantas de tomate (5). Por
fim, o &cido jasménico é um composto que esta presente em diversas
plantas, sendo produzido ap6s injdria ou tratamento com eliciadores,
podendo apresentar fun¢des hormonais e de defesa contra
fitopatdgenos e insetos (3).

Em fung¢do do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar
os efeitos dos extratos aquosos do flavedo de Citrus aurantifolia cv.
Tahiti, L. edodes, A. subrufescens, albedo de Citrus sinensis cv. Valéncia
e do &cido jasm6nico no controle pds-colheita do bolor verde e daantracnose
e na indugéo de resisténcia em frutos de laranjeira cv. Valéncia.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos preparados de L. edodes e A. subrufescens

Os basidiocarpos dos isolados de L. edodes foram obtidos ap6s o
cultivo do cogumelo em toras de eucalipto da espécie Eucaliptus grandis,
em local sombreado, no campo, enquanto os de A. subrufescens foram
provenientes de cultivos realizados em substratos mantidos no interior
de cdmaras de producdo, onde os fatores ambientais eram controlados.
As duas espécies de cogumelos foram fornecidas pelo Departamento
de Producéo Vegetal (Mddulo de Cogumelos), da Faculdade de Ciéncias
Agrérias/ UNESP/ Botucatu. Para a obten¢do do extrato aquoso, o pé
seco de basidiocarpo recebeu agua destilada (14 mL para cada grama),
e apos 24 horas de incubacéo a 4 °C, a suspensdo foi filtrada em filtro
de papel (gramatura: 8 g/cm?) e o extrato utilizado nos testes de
protecdo de frutos.

Obtencéo e preparo do albedo e do flavedo

Frutos de laranja var.Valéncia, assintoméaticos, com idade
aproximada de 10 meses, e frutos da limeira acida var.Tahiti foram
coletados de plantas adultas. No laboratério, a separacdo do flavedo e
albedo foi efetuada com auxilio de uma maquina manual descascadora,
a qual retirou inicialmente o flavedo e, posteriormente com o auxilio
de uma faca, retirou-se o albedo. O albedo (mesocarpo) de C. sinensis
var. Valéncia e o flavedo (epicarpo) de C. aurantifolia var. Tahiti foram
desidratados em ambiente seco e sombreado, a temperatura ambiente.
Apbs a secagem, os materiais foram moidos em moedor do tipo martelo
e transformados em pd. Para a obtencdo do extrato aquoso, o pd seco
do albedo e flavedo receberam agua (10 mL para cada grama), sendo a
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suspensao filtrada em filtro de papel (gramatura: 8 g/cm?) e os filtrados
utilizados nos testes.

Obtencéo e preparo do &cido jasmdnico

O é&cido jasménico foi obtido junto a Sigma Chemical Co., sendo
inicialmente dissolvido em 1 ml de acetona e subseqiientemente misturado
com 8 litros de 4gua (19), para concentragéo final de 0,5 mM.

Influéncia dos agentes bidticos e abiético sobre o bolor verde
dos citros

Os extratos aquosos do albedo, flavedo, L. edodes e A. subrufescens
e 0 &cido jasménico foram testados no controle pds-colheita de P.
digitatum nos frutos. Como controles, foram incluidos tratamento
com 4gua e com o fungicida thiabendazole (800 ppm).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, totalizando
40 frutos por tratamento, sendo realizados quatro experimentos que
diferiram no momento de aplicacdo dos agentes. No primeiro, 0s
agentes foram aplicados nos frutos e logo ap6s a secagem foi efetuada
a inoculacdo do patégeno (Efeito Protetor). No segundo experimento,
foi efetuada a inoculacéo e logo apds a secagem da gota do inéculo,
efetuou-se a aplicacdo dos agentes (Efeito Erradicante). No terceiro,
os frutos foram inoculados e 24 h depois tratados (Efeito Curativo). E
no ultimo experimento, os frutos foram tratados e ap6s 48 h, inoculados
com o patdgeno (Efeito Indutor de Resisténcia). Nos dois ultimos
experimentos, os frutos, enquanto aguardavam a aplicacéo dos agentes
ou do indculo, permaneceram em camara controlada (25° C a 85% UR)
até o final dos testes.

Os frutos foram coletados a partir de laranjeiras existentes na
Fazenda Oricanga, situada no municipio de Mogi-Guagu (SP).
Posteriormente, foram lavados com agua e submetidos a desinfestagéo
superficial utilizando hipoclorito de sédio (200 ppm). A inoculagdo
nos frutos foi efetuada a partir de ferimento feito com um sistema de
trés agulhas. As agulhas estavam em um suporte de borracha e colocadas
a uma distancia de 1 mm cada, sendo a profundidade da lesdo causada
na casca dos frutos de aproximadamente 2 a 3 mm. Os frutos foram
inoculados com uma suspensédo de esporos (1x 10° conidios.mL?),
sendo depositada uma gota de 20 pL no local do ferimento.

Os frutos foram tratados com as diferentes preparagfes, via
aspersdo, utilizando-se 100 mL de calda por tratamento, recobrindo-
se uniformemente toda a superficie dos frutos. A seguir, 0s mesmos
foram mantidos em camara controlada a 25°C e 85% UR por 8 dias.
Neste periodo foram realizadas seis avaliagdes (3, 4, 5, 6, 7, 8 dias),
com base na contagem do nimero de frutos doentes (exibindo sintomas
de podriddo) e o numero de frutos que apresentavam esporulagdo na
superficie da casca (sinais do patgeno).

Influéncia dos agentes bidticos e abidtico sobre a antracnose

Os extratos aquosos do albedo, flavedo, L. edodes e A. subrufescens
e 0 4cido jasménico também foram testados no controle pés-colheita
de C. gloeosporioides. Como controles foram usados tratamentos
com 4gua e com o fungicida thiabendazole (800 ppm). Os
procedimentos que antecederam a inoculagdo do C. gloeosporioides
foram os mesmos utilizados para o bolor verde dos citros. Para a
inoculacéo, discos de micélio de 0,3 cm de didmetro foram retirados
das bordas das col6nias do fungo com 7 dias e colocados no interior de
orificios no flavedo e sobre o albedo dos frutos. Os frutos foram
tratados com as diferentes preparagdes via aspersdo, como ja descrito.
Os frutos foram mantidos em cdmara controlada a 23°C e 85% UR por
15 dias. Neste periodo foram realizadas quatro avaliagbes (7, 9, 12 e
15 dias ap6s inoculagdo), com base na contagem do nimero de frutos
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doentes (com sintomas) e no didmetro das lesoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia dos agentes bidticos e abié6tico sobre o bolor verde
dos citros

Efeito protetor - todos os agentes utilizados néo inibiram o
aparecimento da doenca nas laranjas quando tratadas e logo apds
submetidas & inoculagdo (Figuras 1a e 1c). Os sintomas da doenca
iniciaram-se trés dias apés a inoculagdo do fungo P. digitatum (Figura
1a), ocorrendo um aumento do nimero de frutos doentes a cada dia de
avaliagcdo em todos os tratamentos. Os frutos comegaram a apresentar
sinais do patdgeno (esporulagdo) um dia ap6s o inicio do surgimento
da doenga, ou seja, a partir do quarto dia ap6s a inoculagéo (Figura 1c).
Foi possivel observar que o flavedo da lima &cida Tahiti reduziu o
numero de frutos doentes e a esporulacdo. Por sua vez, o acido
jasmdnico e o albedo de C. sinensis foram os tratamentos que mais
estimularam o aparecimento de sintomas e a esporulagdo do patégeno.
Com relagdo ao ultimo dia de avaliacdo, ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos, e todos os frutos que ficaram
doentes apresentaram esporulacdo do patdgeno.

Efeito erradicante - ap6s os frutos terem sido inoculados e a
seguir tratados, todos os agentes utilizados apresentaram baixa inibicdo
no aparecimento de frutos doentes e no nimero de frutos que
apresentaram esporulacéo do patégeno (Figuras 1b e 1d). Os resultados
evidenciam que todos os agentes utilizados ndo inibiram o aparecimento
da doenca, visto que os sintomas comecgaram trés dias apds a inoculagdo
do fungo P. digitatum (Figura 1b), ocorrendo um aumento no ndmero
de frutos doentes a cada dia de avaliagdo em todos os tratamentos. Os
frutos comegaram a apresentar sinais do patégeno (esporulacdo) um
dia ap6s o inicio do surgimento da doenca (Figura 1d), ou seja, a partir
do quarto dia ap6s a inoculagdo. Porém, foi possivel observar que o
flavedo foi 0 que mais reduziu o nimero de frutos doentes e de frutos
com esporulagdo em relagdo aos demais tratamentos. Por sua vez, 0s
extratos do albedo de C. sinensis e do A. subrufescens estimularam o
aparecimento da doenca e a esporulacdo do patégeno. Com relagdo ao
Gltimo dia de avaliagdo, ndo se observaram diferencas entre 0s
tratamentos, e todos os frutos que exibiam sintomas, apresentaram
esporulagdo do patdgeno.

Efeito curativo - apés os frutos terem sido inoculados e 24 h
depois tratados, observou-se que todos os agentes utilizados
apresentaram baixa inibi¢do no aparecimento de frutos doentes e no
numero de frutos que apresentaram esporulacdo do patégeno, com
excecdo do flavedo. O aparecimento da doenga comegou trés dias apds
ainoculacéo do P. digitatum (Figura 1e), ocorrendo aumento do nimero
de frutos doentes a cada dia de avaliagdo em todos os tratamentos. Os
frutos comegaram a apresentar sinais do patégeno (esporulagcdo) um
dia ap6s o inicio do surgimento da doenca (Figura 1g), como nos
outros casos, a partir do quarto dia ap6s a inoculagdo. Porém, foi
possivel observar que o flavedo proporcionou um melhor controle da
doenga tanto no tocante aos frutos doentes quanto aos frutos com
esporulacéo, quando comparado a testemunha (dgua). Os extratos do
albedo e do A. subrufescens estimularam o aparecimento da doenga e
a esporulagdo do patégeno (Figuras 1e e 1g). No tltimo dia de avaliagéo,
o0 extrato do flavedo apresentou diferenca em relagdo aos tratamentos
com albedo e A. subrufescens, quando observados o nimero de frutos
doentes e com esporulagédo, caracterizando uma inibi¢do por parte do
flavedo. Porém, ndo houve diferenca estatistica em relagdo & agua,
embora os resultados de nimero de frutos doentes e esporulagdo
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tenham sido inferiores no flavedo. Estes resultados se mostram
diferentes dos obtidos por Toffano & Pascholati (21), onde o extrato
etandlico de C. auratifolia var. Tahiti, quando colocado em contato
com o fungo P. digitatum, estimulou o crescimento in vitro do mesmo.

Efeito indutor de resisténcia - ap6s os frutos terem sido tratados
e 48 h depois inoculados, os resultados mostraram que todos os agentes
utilizados néo inibiram o aparecimento da doenga nos frutos quando
comparados com a dgua (Figuras 1f e 1h). O aparecimento da doenga
comegou trés dias apds a inoculagdo do P. digitatum (Figura 1f),
ocorrendo aumento do numero de frutos doentes a cada dia de avaliagdo
em todos os tratamentos. Os frutos comegaram a apresentar sinais do
patdgeno um dia ap6s o inicio do surgimento da doenga (Figura 1h),
ou seja, a partir do quarto dia apds a inoculagdo. Ao contrario dos
outros experimentos, nenhum tratamento apresentou diferenca quanto
ao numero de frutos doentes e frutos que apresentaram esporulacéo
do patdgeno. No ultimo dia de avaliagcdo nédo se observaram diferengas
entre os tratamentos, e todos os frutos que ficaram doentes,
apresentaram esporulacdo do patégeno.

A casca dos citros € um habitat natural do P. digitatum, durante a
fase patogénica do seu ciclo de vida. Em injurias causadas nos frutos,
durante as fases de colheita e p6s-colheita, o esporo germina
rapidamente, e inicia a infec¢do através dos ferimentos (12). O interior
do fruto sé é colonizado, ap6s o consumo dos compostos presentes
no flavedo (14). Estes compostos podem estimular, como também
podem inibir o desenvolvimento do patégeno. De acordo com French
et al. (10), o dleo retirado do flavedo dos citros, quando incorporado
em meio de cultivo &gar-agua, estimulou a germinacéo de P. digitatum.
Porém, quando alguns compostos foram verificados separadamente, o
citral, nonanal, 6-metil-5-hepteno-2-ona, e citronelal estimularam a
germinacdo de conidios de P. digitatum, porém, afetaram a germinacéao
de P. italicum. Contudo, trabalhos demonstram que o 6leo essencial e
compostos voléateis, presentes em frutos citricos, podem interferir na
estimulacéo e inibicdo do patdgeno (18).

Influéncia dos agentes bidticos e abidtico sobre a antracnose

Efeito protetor - os frutos foram tratados e a seguir submetidos a
inoculacdo do patégeno. Todos os agentes utilizados apresentaram
baixa inibicdo no aparecimento de frutos doentes e no tamanho de
lesdo por fruto causada pelo patdégeno, com excecdo do flavedo (Figuras
2ae 2c). O aparecimento da doenga comegou sete dias ap6s a inoculagéo
do fungo C. gloeosporioides (Figura 2a), ocorrendo 0 aumento do
numero de frutos doentes a cada avaliagdo em todos os tratamentos.
Foi possivel observar que o flavedo do Tahiti também se manteve
abaixo da testemunha (dgua) no tocante ao nimero de frutos doentes
(Figura 2a) e o tamanho das lesdes (Figura 2c). No entanto, os demais
extratos ndo apresentaram diferenca quanto ao nimero de frutos
doentes e quanto ao tamanho médio de lesdo por fruto em comparacao
a dgua. Somente no ultimo dia de avaliacdo, o extrato do flavedo néo
apresentou diferenca significativa em relagdo aos demais tratamentos,
quando observados o nimero de frutos doentes e o tamanho das lesdes.
Apesar de ndo diferir estatisticamente, estes resultados estdo de acordo
com os apresentados por Toffano & Pascholati (21), onde o extrato
etandlico de C. auratifolia var. Tahiti, quando colocado em contato
com o fungo C. gloeosporioides inibiu in vitro o crescimento, a
germinacédo e a formacéo de apressorios.

Efeito erradicante - os frutos foram inoculados e em seguida
tratados. Todos os agentes utilizados apresentaram baixa inibicdo no
aparecimento de frutos doentes e no tamanho de leséo por fruto causada
pelo patégeno (Figuras 2b e 2d). O aparecimento dos sintomas comegou
sete dias ap6s a inoculagdo do fungo C. gloeosporioides (Figura 2b),
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(syn. A. subrufescens) e do &cido jasmdnico, aplicados em laranjas cv. Valéncia no controle de Colletotrichum gloeosporioides inoculado ap6s o
tratamento (a,c — efeito protetor), imediatamente antes da aplicagdo dos agentes (b,d — efeito erradicante), 24 horas depois dos tratamentos (e,g - efeito
curativo) ou 48 horas (f,h — efeito inducéo de resisténcia). Controles: dgua e thiabendazole. As barras representam a média + desvio padréo.
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ocorrendo um aumento do numero de frutos doentes e aumento no
tamanho das lesdes (Figura 2d), a cada dia de avaliacdo em todos os
tratamentos. No Ultimo dia de avaliacdo, de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade, ndo se observaram diferencas entre os
tratamentos, tanto no nimero de frutos doentes, como no tamanho
médio de lesdo por fruto.

Efeito curativo - os frutos sofreram inoculagéo do patgeno e 24
h depois foram tratados pelos agentes. Todos 0s agentes utilizados
apresentaram baixa inibi¢do no aparecimento de frutos doentes e no
tamanho de lesdo por fruto causada pelo patégeno, com excecdo do
flavedo (Figuras 2e e 2g). O extrato do flavedo ocasionou o
aparecimento de um nimero menor de frutos doentes (Figura 2e) e, ao
contréario do efeito protetor, ndo apresentou diminui¢do no tamanho
das lesbes (Figura 2g). O aparecimento da doenga comecou sete dias
apods a inoculagdo do C. gloeosporioides (Figura 2e), ocorrendo aumento
do namero de frutos doentes e aumento no tamanho das lesdes, a cada
avaliagdo em todos os tratamentos. Foi possivel observar que o flavedo
manteve-se abaixo da testemunha (4gua), somente no tocante aos frutos
doentes. No ultimo dia de avaliagdo, de acordo com o teste de Tukey
a 5% de probabilidade, o extrato do flavedo ndo apresentou diferenga
em relacdo aos demais tratamentos quando observados o numero de
frutos doentes e o tamanho das lesdes.

Efeito indutor de resisténcia - os frutos foram tratados e 48 h
depois sofreram inoculagdo do patégeno (Figuras 2f e 2h). Todos os
agentes utilizados apresentaram baixa inibicdo no aparecimento de
frutos doentes e no tamanho de leséo por fruto causada pelo patdgeno.
O aparecimento dos sintomas comegou sete dias ap6s a inoculagéo do
fungo C. gloeosporioides (Figura 2f), ocorrendo um aumento do
nimero de frutos doentes e aumento no tamanho das lesdes
(Figura 2h), a cada dia de avaliagdo em todos os tratamentos.
No ultimo dia de avaliagdo, de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade, ndo se observaram diferengas entre os
tratamentos, tanto no nimero de frutos doentes, como no
tamanho médio de lesdo por fruto.

A literatura mostra trabalhos onde frutos citricos, em p6s-colheita,
tém mecanismos de resisténcia ativados, como a sintese das fitoalexinas
escoparona e escopoletina, em resposta a diferentes tipos de indutores
bidticos e abidticos (1, 2, 17). Porém, no presente trabalho, ficou
evidente que os agentes estudados ndo demonstraram potencial como
indutores de resisténcia em frutos de laranja Valéncia.
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