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RESUMO

Visando selecionar produtos alternativos para o controle
de Penicillium digitatum em pds colheita de citros (Citrus spp.)
foram testados os seguintes produtos em frutos de laranja ‘Pera’:
dcidos acetilsalicilico, salicilico, tartarico, mdlico, ascérbico,
bérico, citrico e glutimico; glutamato monossédico; bicarbonato,
carbonato e metabissulfito de sddio e de potdssio; sorbato de
potissio; benzoato de sédio; alanina; asparagina; cistefna; lisina;
glicina; fenilalanina; prolina; tirosina; triptofano; metionina;
isoleucina; Sleos de soja, de eucalipto, de mitho, de améndoa, de
oltva, de canola, de girassol, de Cymbopogon citratus e de
Vanillosmopsis erythropappa; extratos de pé-de-guarand, de
Azudiracta indica, dc Calendula officinalis e de Chenopodium
ambrosioides;, prépolis; Lonlife; leite cru; lecitina; suspensio de
sais; vinagre; Bacillus subtilis; Saccharomyces cerevisiae;
Trichoderma harzianum;, Gliocladium roseum; Gliocladium

virens; Lactobacillus e Tween; em comparagio com tiabendazole,
procloraz e imazalil. Cada produto foi testado em dez frutos
feridos, em dois pontos opostos, na regifo do albedo. Os frutos
foram 1noculados com 20 pl de suspensio de conidios de P.
digitatun (1 x 10° conidios.ml'!). Em seguida, em cada ferimento,
foram aplicados 20 l da suspensdo dos produtos alternativos.
Ap6s seis a sete dias foram avaliadas a incidéncia e a severidadc
da doenga. Os resultados mostraram que bicarbonato de sédio a
1,2 € 3%, carbonato de sédio a 1%, dcido borico a 1 e 2%, sorbato
de potassio a 1%, metabissulfito de sédio a 1%, alanina a 1% e
glutamato monossédico a 1% e G. roseum (8,6 x 10°
conidios.ml ") apresentaram melhor desempenho para o controle
de P. digitatum com controle semelhante aos fungicidas
tiabendazole, procloraz e imazalil.

Palavras-chave: controle biolégico, controle alternativo.

ABSTRACT
Alternative products for the control of green mold (Penicillium digitatum) in post-harvest citrus fruit

This work aimed to select alternative products to control
of Penicillium digitatum in postharvest. The following products
were tested: acetylsalicylic-, salicylic-, tartaric-, malic-, ascorbic-,
boric-, citric- and glutamic-acid; monosodium glutamate;
bicarbonate-, carbonate-, and metabisulphite of sodium and
potassium; potassium sorbate; sodium benzoate; alanine; asparagine;
cysteine; lysine; glycine; phenilananine; proline; tyrosyne;
tryptophano; metyonine; isoleucyne; soya- , eucalypt-, com-, almond-
, olive-, canola-, sunflower-, Cymbopogon citratus and
Vanillosmopsis erythropappa-oil; powder-of-guarané-, Azadiracia
indica-, Calendula officinalis- and Chenopodium ambrosioides-
extract; propolis; Lonlife; raw milk; lecethin; Bacillus subtilis;
Saccharomyces cerevisiae; Trichoderma harzianum; Gliocladium
roseum;, Gliocladium virens; Lactobacillus; tween. All products were

compared with thiabendazole; prochloraz and imazalil and control
with and without inoculation. Each treatment was applied on 10
wounded fruits with cork borer in two opposite points, reaching
the area of the albedo. Fruits were inoculated by pipeting a 20 pl
- 10° spore.ml”! suspension of P, digitatum in the cavities. In cach
wound were applied 20 (il of the suspension of a alternative
products in agreement with the treatment. The disease incidence
and severity were determined six or seven days after incubation.
Sodium bicarbonate at 1, 2 and 3%, sodium carbonate at 1%,
horic acid at 1 and 2%, potassium sorbate at 1%, sodium
metabisulphite at 1%, alanine at 1% and monosodium giutanatc
at 1% and Gliocladium roseum (8,6 x 10f spore.ml™) showed the
best performance for the control of P. digitatum in fruits of orange
‘Pera’, with control levels similar to the fungicides used as patterns.

* Parte da Dissertagio de Mestrado do primeiro autor, apresentada i
Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP-Botucatu. (1999).
** Bolsista da CAPES.

602

INTRODUCAO
Entre as doengas mais importantes na deterioracio da

laranja (Citrus spp.) em pés-colheita destaca-se o bolor verde
causado por Penicillium digitatum Sacc. Também causam
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podridoes de frutos citricos: Phytophthora citrophthora
(R.E.Sm. & E.H.Sm.) Leonian., Diaporthe citri Wolf,
Alternaria citri ENl. & Pierce, Diplodia natalensis P. Evans e
Geotrichum candidum Link ex Pers. (Brown & Ecker, 1989),
mas com menor gravidade.

Como forma de controlar esses patdgenos vém sendo
utilizados o tratamento quimico, a irradiagio, a termoterapia
e priticas culturais visando reduzir o inéculo no campo. Os
tratamentos quimicos tém sido os mais utilizados, em pré e
pos-colheita. No Brasil, os fungicidas do grupo dos
benzimidazoles, que possuem virias restrigdes de uso, como
ode selecionar estirpes resistentes dos patdgenos, sdo os mais
utihzados. Novos fungicidas vém sendo estudados, mas nao
possuem registro para uso em pds-calheita no Brasil. A
situagdo se agrava no caso de produtos para exportagao, uma
vez que existem diferengas entre as legislagdes dos paises
consumidores na aceitagdo de determinados fungicidas, bem
como na concentragdo de residuos tolerada. Qutro fator a
ser considerado € o acimulo de pesticidas na cadeia
alimentar, que pode acarretar sérios prejuizos ao consumidor
quando nio sio observados os periodos de carénctia e as doses
maximas de residuos tolerados pela legislagio (Kretzschmar,
1991).

Vdrios sais orginicos e inorganicos, dcidos lipofilicos
e seus sais, alguns dos quais sdo usados no processamento de
alimentos na inddstria, apresentam propriedades
antimicrobianas e podem ser usados em tratamentos pos-
colheita de citros para o controle do bolor verde (Homma et
al., 1981; Smilanick ef al., 1997; Smilanick & Margosan,
1998; Smilanick er al., 1999). Eles tém sido testados para a
inibi¢dao de fungos fitopatogénicos em diferentes culturas
(Horst et al., 1992, Ziv & Zitter, 1992; Al Zaemey et al.,
1993; Punja & Gaye, 1993; Oliver et al., 1998). A eficiéncia
desses sais organicos e inorginicos dependem da concentragio
(geralmente entre 0,2 e 3%) e do microrganismo alvo (Punja
& Gaye, 1993). Esses produtos podem ser aplicados
diretamente na superficie dos frutos e vegetais ou em toda a
planta como pé ou por pulverizagao. Em pés colheita, geral-
mente, sdo utilizados em banhos de tmersdo ou aplicados
juntamente com a cera de recobrimento dos frutos (Oliver ef
al., 1998; Smilanick er al., 1999).

Alternativas visando a redugao do uso de fungicidas
vém sendo pesquisadas e com resultados promissores no
controle de fitopatdgenos em diversas culturas. Nesta linha
de pesquisa, enfoque particular estd sendo dado ao controle
bioldgico e ao uso de extratos de vegetais, produtos
alimentares, aditivos de alimentos e residuos da produgio de
alimentos para o controle de doengas de plantas (Sholberg &
Gaunce, 1995), com resultados satisfatdrios e apontando para
uma utilizagao pratica.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a
eficiéncia de produtos alternativos aos fungicidas
(microrganismos antagdnicos, extratos de plantas, aditivos
de alimentos, produtos alimentares € residuos da produgido
de alimentos) no controle do bolor verde (P. digitatum), em
pos-colheita de frutos de laranja ‘Péra’.
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MATERIAL E METODOS

Os frutos de laranja ‘Péra’, utilizados nos ensaios,
foram adquiridos em galpio de embalagem no estadio
fisiolégico maduro, antes de receber qualquer tratamento pds-
colheita. Os frutos foram lavados em solugéo de hipoclorito
de sédio a 0,5% (v/v) por trés minutos e enxaguados duas
vezes em dgua de torneira. Apos a secagem, os frutos foram
colocados em bandejas de papeldo. Posteriormente, os frutos
foram feridos com um tubo vazado (3,0 mm de didmetro),
em dois pontos opostos na regiao equatorial, a uma
profundidade de mats ou menos dois milimetros, atingindo a
regido do albedo. Apés o ferimento os frutos foram inoculados
com 20 pt de uma suspensdo de conidios de P. digitatum (1,7
x 10* conidios.ml!), isolado de frutos de laranja ‘Pera’ e
multiplicado em BDA. Em seguida, em cada ferimento, foram
aplicados 20 ! da suspensio dos produtos alternativos a serem
testados. Todos os produtos foram comparados com as
testemunhas com e sem inoculagdo do patégeno e com um
dos fungicidas padrdes (tiabendazole, procloraz e imazalil a
0,15%).

Apds a inoculagao os frutos foram incubados a
temperatura de 25+5 °C, umidade relativa de 85-90% e
fotoperfodo de 12/12 h. Transcorridos de seis a sete dias
foram realizadas avaliages da incidéncia e da severidade da
doenga. Para tanto, em cada ferimento foi medido, com
auxilio de uma régua flexivel, o didmetro médio da lesao nas
posigdes horizontal e vertical, acompanhando a curvatura do
fruto. Para calcular a severidade foi medida a altura média
de dez laranjas com a régua flexivel acompanhando o seu
formato, em cada ensaio. A severidade da doenga foi
calculada a partir do didmetro médio das lestes de cada
tratamento, descontando-se 3,0 mm do diametro do ferimento,
pela férmula: % Severidade = (Difimetro médio das lesGes/
Altura média dos frutos) x 100. A incidéncia da doenga foi
calculada a partir do ndmero de frutos infetados pela doenga
em cada tratamento, pela formula: % Incidéncia = (N° de
frutos infectados/N° total de frutos) x 100. A porcentagem
de controle da doenga for calculada a partir do didmetro médio
das lesdes de cada tratamento, descontando-se 3,0 mm do
didmetro do ferimento.

Como foram testados 60 produtos alternativos, foram
realizados seis ensaios, sendo que todos seguiram o mesmo
método descrito anteriormente. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, com 10 frutos para cada
tratamento. Os dados dos ensaios foram analisados
estatisticamente pelo teste t de Student.

Os produtos testados nos ensaios e suas respectivas
concentragdes foram:

Microrganismos antagdnicos: foram testados os
metabdlitos de Bacillus subtilis Cohn a 1% (p/v);
Lactobacillus casei Shirota a 50% (v/v); Saccharomyces
cerevisiae Meyen a 5% (p/v); suspensio de conidios de
Trichoderma harzianum Rifai (1051-04/97), Gliocladium
roseum Baibiier (CCT - 1203 05/96) e Gliocladium virens
Miller, Giddens & Foster (CCT — 3219 05/96) a 8,1 x 109,
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8,6 x 10% ¢ 2,9 x 10° conidios.ml”}, respectivamente; S.
cerevisiae a 5% (p/v) mais G. roseum a 8,6 x 10 conidios.ml’
! na proporg¢io de 1:1.

Extratos e 6leos vegetais: foram testados a tintura de
propolis a 10% (v/v); Lonlife a 0,15, 0,5, 0,8 e 1% (v/v);
extratos de Azadirachta indica A. Juss (Nim) a 10% (p/v),
Chenopodium ambrosioides L. (Erva de Santa Mania) a 10%
(v/v) mais Tween 80 a 1,7% (v/v) e Calendula officinalis L.
a 10% (v/v); 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. (Capim lim3o) e Vanillosmopsis erythropappa (DC.)
Selt. et Bip. (Candeia) a 5% (v/v) mais Tween 80 a 1,7% (v/
v). O extrato de Nim foi preparado a partir de folhas
desidratadas na proporgdo de 10% (p/v), filtrado em gaze
esterilizada, seguida de esterilizagio por filtragdo com filtro
Millipore de 0,2 wm. Também foram estudados os 6leos de
eucalipto (Eucaliptus spp.), de améndoa (Theobromae cacau
L.), de oliva (Olea europae L.), de milho (Zea mays L.), de
soja [Glycine max (L.) Mermil], de canola (Brassica napus
L.) e de girassol (Helianthus annuus L.) a 10% (v/v) mais
Tween 80 a 1,7% (v/v); pé-de-guarand a 1% (p/v) e Gleo
essencial de Capim limdo a 1% (v/v) mais bicarbonato de
sbdio a 1% (p/v) mais Tween 20 a 0,015% (v/v).

Aditivos de alimentos: foram estudados o sorbato e
metabissulfito de potéssio; os dcidos tartdrico e mélico e
benzoato de s6dio a 0,15% ¢ a 1% (p/v); o bicarbonato de
s6dio a 3% (p/v); o sorbato de potdssio, o benzoato de sédio e
ometabissulfito de s6dio 20,5 e 1% (p/v); os 4cidos ascérbico,
salicilico, glutdmico, citrico e bérico a 1% (p/v); o carbonato
de s6dio e o de potdssio e o bicarbonato de potdssio a 1% (p/
v); o carbonato de sédio, o metabissulfito de sédio, o sorbato
de potdssio, o bicarbonato de sédio e o glutamato inonossédico
(Aji-no-moto) a 1% (p/v);e o dcido acetilsalicilico (Aspigin)
a 1% (v/v). Foram estudadas diferentes concentragdes do dcido
bérico e do bicarbonato de sédioa 1,2, 3 e 4 % (p/v), com e
sem adigiio do espalhante adesivo Agral (Zeneca Brasil Ltda)
2 0,03% (v/v).

Aminoacidos: foram testados L - isoleucina, L -
prolina, L - tirosina, L — triptofano, L — lisina monocloridrato,
glicina, F — fenilalanina, L — asparagina monochidratada, L —
alanina, L — metionina e cisteina cloridrato a 1% (p/v).

QOutros: foram também estudados leite cru a 50% (v/
v); Tween 80 a 1,7% (v/v); suspensdo de sais [NHNO, (37,1
g."), (NH,),S0, (139,6 g.1'), K,HPO, (10,1 g.I'), KNO, (26,0
g1, Ca(NO,),. 4 H,O (17,7 g.I'), MgSO,.7H,0 (50,7 g .I""),
NaNO; (11,1 g.1'), FeSO,.7 H,O (0,5 g.I'), MnCi_4 H,0
(0,072 g.I'") e ZnMoO,.2 H,0 (0,0025 g.I")] a 1,5 % (v/v);
vinagre de vinho tinto (Vinagre Castelo Ltda) a 20 e 30% (v/
v); e lecitina de soja a 5,5% (v/v) mais Tween 80 a 1,7% (v/v).

Todos os produtos estudados, nos diferentes testes,
foram preparados separadamente em uma solugdo de 50 mil,
utilizando-se dgua destilada esterilizada contida em um
Erlenmeyer de 125 ml. Entretanto, as emulsdes de 6leos ¢ de
lecitina foram preparadas em tubos de cultura com 10 mi de
4gua destilada esterilizada. Inicialmente os 6leos e a lecitina
foram homogeneizados com o Tween 80 a 1,7% (v/v) com
auxilio do Vortex, acrescentando posteriormente a dgua
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destilada esterilizada. A lecitina de soja, cm seguida, foi
colocada em ultra som durante [0 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens de controle da doenga na testemunha
inoculada foram ajustadas por média, a partir da qual corrigiu-
se os valores dos dados de cada tratamento, cstando os
tratamentos promissores de todos os ensaios realizados no
Tabela 1.

Na selegdo dos produtos foi considerado apenas o
produto com um indice de doenga inferior a um. O fndice de
doenga foi obtido pela multiplicagdo do valor da incidéncia
do tratamento, pelo respectivo valor da severidade, dividido
por 1000. Os valores do indice de doen¢a e a severidade
apresentam uma correlagao de -0,94, podendo selecionar os
produtos por seus valores. Portanto, para o controle do bolor
verde em frutos de laranja ‘Pera’ destacaram os seguintes
produtos alternativos: dcido bérico a 2%, sorbato de potdssio
a 1%, bicarbonato de sédio a 3% e G. roseumn a 8,6 x 10°
conidios.ml"! com cantroles da doenga superiores a 95%, ¢
semelhante ao controle do fungicida padrio. Em seguida,
também obtiveram destaque alanina a 1%, bicarbonato de
sédio a 1 e 2%; carbonato de sédio a 1%; glutamato
monossddico a 1%; metabissulfito de sédio a 1% ¢ dcido bérico
a 1% com controle da doenga entre 63 ¢ 91%.

Os bicarbonatos e carbonatos sio aditivos de alimentos
usados na fermentagio, no controle de pH, para conferir sabor,
na modificacdo da textura e no controle da esporulagio,
também, controlam diversos patégenos de plantas (Horst et
al., 1992; Ziv & Zitter, 1992; Oliver et al., 1998). Smilanick
et al. (1999) observaram que a imersio de frutas citricas cm
solugdes de bicarbonato e carbonato de sédio reduzem a
subsequente incidéncia do bolor verde em pds-colheita,
causado por P. digitatum, de modo semelhante aos resultados
no presente trabalho (Tabela ). Este tratamento pode ser uma
ferramenta dtil no manejo de isolados resistentes aos
fungicidas, o qual tornou-se um problema (Bus et al., 1991
Eckert et al., 1994). Sua eficiéncia é semelhante dquela dos
fungicidas empregados para o controle do bolor verde
(Smilanick et al., 1995), e em geral € superior aos outros
tratamentos que s@o alternativos aos fungicidas, tal como o
calor (Smilanick et al., 1995) ou o controle biolégico
(Smilanick & Denis-Arrue, 1992). O bicarbonato de sédio
tem como vantagem que em peso equivalente a sua solug@o
tém um baixo pH e menos sédio do que uma solugao similar
de carbonato de sédio. Além disso, outra vantagem do
bicarbonato de sédio € que pode ser clorado com hipoclorito
de sédio a 200 ug.ml*, resultando no aumento do controle do
bolor verde (Smilanick et al., 1999). De acordo com Franco
& Bettiol (1999a), existem poucas barreiras regulatérias para
o uso dos conservadores de alimentos, pois a maioria deles,
sdo classificados como seguros pelo “US Food and Drug
Administration”. Em 1997, a “US Environmental Protection
Agency” declarou que os bicarbonatos foram isentos de
resfduos de tolerdncia em todos os produtos agricolas, ¢ o
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“United States Department of Agriculture” classificou os
carbonatos e bicarbonatos, como ingredientes aprovados em
produtos rotulados como ‘organicos’, em regulamentagio
proposta para padronizar as prdticas orgénicas.

A aplicagdo de sorbato de potdssio a 1% nos frutos de
laranja ‘Pera’ resultou em um controle efetivo da doenga em
relagdo a testemunha inoculada (Tabela 1). Esses dados estéo
de acordo com os obtidos por Al Zaemey et al. (1993). Os
quais verificaram uma completa inibi¢do, in vitro, de
Colletotrichum musae (berk. & Curtis) Arx com a aplicagio
de sorbato de potdssio a 0,125% e a redugio do
desenvolvimento das lesdes da doenga quando aplicado a 2%
em frutos de banana.

O 4cido bérico a 1 € 2% controlou a doenga de forma
semelhante aos tratamentos com bicarbonato e carbonato de
sédio e com o fungicida padrao (Tabela 1), resultados esses
semelhantes aos obtidos por Winston (1935) citado por
Smilanick et al. (1999). Franco & Bettiol (1999b) verificaram
que o dcido bdrico apresentou 100% de inibigdo da germinacio
de conidios de P. digitaium, confirmando a eficiéncia do
produto.

A aplicag@o de metabissulfito de sddio e de potdssio
para o controle de fungos em pés-colheita € descrito por Silva
(1998). Nesse estudo o metabissulfito de sédio controlou o
bolor verde em 83%, em relagdo a testemunha (Tabela 1).
Franco & Bettiol (1999b) verificaram que esse produto inibiu
totalmente a germinagao de conidios de P. digitatum,
empregando-se o método do flavedo.

Microrganismos antagdnicos também sdo largamente
utilizados em tratamentos de pds-colheita, visando o controle
de doengas. Espécies do género Gliocladium, empregadas no
controle do mofo cinzento causado por Botrytis cinerea Pers.,
na cultura do morango (Fragaria x ananassa Duch.). O
principal mecanismo pelo qual G. roseum inibe B. cinerea
em morango é a competi¢do por substrato, sendo também
reportado agdo por meio de enzimas liticas no controle
biolégico (Melo, 1998). Quanto ao controle do bolor verde,
G. roseum controlou a doenga em 98% (Tabela 1). A
competi¢ao por substrato ou agio por enzimas liticas podem
estar envolvidas no controle do Penicillium sp., haja visto
que Bettiol & Franco (1999b) nio verificaram inibi¢do na
germinagao de conidios de P. digitatum. Por outro lado, T.
harzianum, G. virens, S. cerevisiae e B. subtilis ndo foram
eficientes no controle da doenca (Bettiol & Franco, 1999b).

Dos aminodcidos testados alanina a 1% fol o mais
eficiente, controlando a doenga em 90,7%. Apesar do controle
da doenga, alanina nio foi efetiva na inibi¢ao da germinagdo
de conidios de P. digitatum (Bettiol & Franco, 1999b). O efeito
de aminodcidos no controle de doengas de plantas vem sendo
demonstrado por Bettiol & Franco (1999ab).

Os produtos alternativos selecionados, podem fazer
parte de um manejo para o controle do bolor verde, integrando
as técnicas de pés-colheita com as técnicas de pré-colheita.
Essa tecnologia que emprega conservadores de alimentos,
aminoécidos, extratos vegetais € microrganismos antagonicos,
enquadram-se em estratégias de controle bioldgico de
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TABELA 1 - Controle do bolor verde causado por
Penicillium digitatum em frutos de laranja
(Citrus sp.) ‘Péra’ com produtos alter-

nativos
Incidéncia’ Severidade” Controle indice®

Tratamento @ ® % D)
Testemmnha 100,0 75.1 - 7,51
Bicarbonato Na 1% 40,0 20,5% 72,7 0,82
Acido bérico 1% 40,0 164* 78,2 0,66
Metabissulfito Na 1% 50,0 12,6 83,2 0.63
Glutamato monossddico 1% 40,0 12,2% 83,7 0,49
Carbonato Na (% 40,0 11.8* 84,3 0,47
Bicarbonato Na 2% 10,0 28,1* 62,6 0,28
Alanina | % 30,0 7.0* 90,7 0,21

Gliocladium roseum
8,6 x 10°® conidios.m!"' 50,0 [.5* 98,0 0,07
Bicarbonato Na 3% 200 3,6* 95,2 0,07
Sorhato K 1% 10.0 1.9* 97.5 0.02
Acido bérico 2% 0.0 0,0* 100,0 0,00
Tiabendazole 0,15% 0,0 0.0* 100,0 0,00

Leitura apds 6 a 7 dias de incubagio a 25 "C+5 e 85-90% UR. Dez frutos
por tratamento,

I=(Niimero de frutos infetados/nimero total de frutos) x 100;
1S=(Diz‘1mctro médio da lesao/altura média do fruto) x 100;
“ID = (1% x S%)/1000.
* Tratamentos diferem significativamente da testemunha com inéculo
(Tesie t, P <0,01).

patégenos de plantas. Estas, sdo perfeitamente compativeis
com o processo de manuseio dos frutos citricos em casas de
embalagens. Apresentam, ainda, baixo custo e possibilitam a
sua utilizagdo a curto prazo, em vista do crescimento do
mercado interno de frutos citricos in natura. Pode-se afirmar,
pelos resultados obtidos que estes produtos apresentam
potencial de uso para o controle do bolor verde de frutos
citricos, devendo os mesmos serem testados em condigdes
comerciais.
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