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PORCINO, M. M. Oleos Essenciais no Manejo da Mancha Marrom de Alternaria
em tangerineira ‘Dancy’. Areia-PB, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade
Federal da Paraiba, Fev. 2018, 77. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). Programa de
Pbés-Graduacdo em Agronomia. Orientadora: Profa. Dra. Luciana Cordeiro do
Nascimento.

RESUMO GERAL

O Brasil é considerado o quinto maior produtor mundial de tangerinas, no entanto, sua
producdo vem diminuindo devido ao ataque de doencas, com destaque para a mancha
marrom de alternaria, que tem como agente causal a Alternaria alternata Fr:Fr. Keissler
f. sp. citri responsavel por causar sérios problemas econdmicos na cultura. No manejo
da doenca, sdo utilizados principalmente fungicidas sintéticos, porém o uso de produtos
alternativos como os 6leos essenciais tem se mostrado uma alternativa viavel. Esse
trabalho teve como objetivo determinar o efeito de diferentes 0leos essenciais sobre A.
alternata f. sp. citri in vitro, em frutos e mudas de tangerineira ‘Dancy’(Citrus
tangerina Hort. ex Tanaka). Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de
Fitopatologia, de Biologia e Tecnologia pos-colheita e em casa de vegetacdo do Centro
de Ciéncias Agrarias, UFPB. Foram realizados dois experimentos: No primeiro
experimento foram utilizados trés isolados de A. alternata f. sp. citri (Massaranduba-
Paraiba, Pratania-Séo Paulo e Tras dos Montes-Portugal). Para verificar a eficiéncia dos
tratamentos nos isolados in vitro, adicionaram-se os 0leos essenciais de sementes de
uva, girassol, eucalipto, gengibre, copaiba, menta, erva-doce, citronela, cravo e linhaca
na concentracdo de 1% diluidos em meio de cultura BDA com pH 6,0. No centro das
placas foi adicionado um disco de 5 mm de diametro da coldnia fungica pura, para o
experimento in vitro. Os frutos foram tratados com os mesmo Gleos essenciais utilizados
no experimento in vitro diluidos em agua destilada esterilizada, contando com o
controle e fungicida Tiabendazol (400 mL/100L), imersos nos tratamentos por 5 min.
Os frutos foram aspergidos com a suspensdo de esporos na concentracio 10°
conidios/mL de A. alternata f. sp. citri. Foi avaliado indice de velocidade de
crescimento micelial, diametro de colénia (durante sete dias), producdo de conidios e
dimensdes de conidios, (in vitro); severidade da doenga em frutos (segundo escala de
nota especifica) in vivo. As analises Fisico-Quimicas foram realizadas por cinco
periodo, as avaliacbes de soOlidos solUveis totais, acidez titulavel, relacdo sélidos
soluveis totais e acidez titulavel, pH, firmeza, rendimento de suco, acido ascérbico,
totalizando cinco avaliacBes e perda de massa; e atividade enzimatica (peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amonio-liase) em frutos de tangerineira ‘Dancy’. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com 12 tratamentos, composto de quatro
repeticdes de trés placas (in vitro) e quatro repeticdes de trés frutos (in vivo). De acordo
com os resultados obtidos, 0s 6leos essenciais de menta, eucalipto, erva-doce e citronela
foram eficientes no controle in vitro do patdgeno, inibindo totalmente o crescimento in
vitro das coldnias fungicas. O dleo de eucalipto foi eficiente no manejo de A. alternata
f. sp. citri em frutos de tangerineira ‘Dancy’ em relagdo aos demais tratamentos. Os
6leos essenciais ndo interferiram na qualidade pos-colheita de frutos de tangerineira
‘Dancy’. A atividade enzimatica aumentou no segundo periodo de avaliagdao dos frutos.
No segundo experimento foram utilizados dois isolados de A. alternata f. sp.citri dos
municipios de Massaranduba-PB e Pratania-SP. Foram utilizadas mudas de tangerineira
‘Dancy’, tratadas com Oleos essenciais de gengibre, copaiba, menta, erva-doce e
citronela na concentragdo de 1 %, acrescidos de Tween 80 e diluidos em agua destilada



esterilizada, fungicida Tiabendazol (400 mL/100L) e ADE (sem tratamento), aspergidos
até o ponto de escorrimento. Para a inoculacdo do patdgeno a suspensdo foi ajustada
para 10° conidios/mL aspergida até o ponto de escorrimento. Os pardmetros avaliados
foram severidade da doenca e trocas gasosas em mudas de tangerineira ‘Dancy’. Os
dados de severidade da doenca e trocas gasosas foram analisados em delineamento
inteiramente casualisado, composto por sete tratamentos e quatro repeticdes de duas
plantas. Os resultados mostraram que o Oleo essencial de erva-doce foi eficiente no
manejo de A. alternata f. sp. citri em mudas de tangerineira ‘Dancy’ e os o6leos
essenciais de citronela, copaiba e gengibre ndo afetaram negativamente as trocas
gasosas nas mudas.

Palavras-chave: Alternaria alternata f. sp. citri; Citrus tangerina; controle alternativo
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PORCINO, M. M. Essential oils in the management of Alternaria brown spot in
‘Dancy’ mandarin. Areia-PB, Center for Agrarian Sciences, Federal University of
Paraiba, Feb. 2018, 77. Dissertation (Master's degree in Agronomy). Postgraduate
Program in Agronomy. Advisor: Profa. Dr. Luciana Cordeiro do Nascimento.

GENERAL ABSTRACT

Brazil is considered the fifth highest producer of tangerines in the world. However, its
production has been decreasing due to the attack of diseases, especially the brown spot
of alternaria, which has as its causal agent the Alternaria alternata (Fr: Fr) Keissler f.
sp. Citri that causes serious economic problems in the culture. In the management of,
alternative products are used as the essential oils. This work aimed to determine the
effect of different essential oils on A. alternata f. sp. Citri in vitro, in 'Dancy’ tangerine
(Citrus tangerina Hort. ex Tanaka). The experiments were carried out at the
Phytopathology, Biology and Post-Harvest Technology Labs and in a greenhouse at the
Centro de Ciéncias Agrarias, UFPB. Two experiments were carried out: In the first
experiment three isolates of A. alternata f. sp. citri (Massaranduba-Paraiba, Pratania-
S&o Paulo e Tras dos Montes-Portugal) were used. To verify the effect of the treatments
on the isolates cultivated in vitro, the essential oils of grape seeds, sunflower,
eucalyptus, ginger, copaiba, mint, fennel, citronella, cloves and flax seeds were added at
a concentration of 1% diluted in BDA media culture with pH 6.0.In the plates center
were putted a 5 mm diameter disk of the fungus colony for the in vitro experiment. The
fruits were treated with the same essential oils used in vitro experiment, diluted in
sterile distilled water and additional controls composed by Thiabendazole (400 mL /
100L) and ADE (untreated), immersed in the treatments for 5 min. The fruits were
sprayed with the spore suspension at the concentration of 10° conidia / mL of A.
alternata f. sp. citri. Mycelial growth rate index, colony diameter (for seven days),
conidia and conidial size (in vitro) were evaluated; severity of disease in fruits (by scale
of specific note) in vivo. The physical-chemical analyzes were composed by total
soluble solids, titratable acidity, total soluble solids ratio and titratable acidity, pH,
firmness, juice yield, ascorbic acid, totaling five evaluations and loss of mass and,
enzymatic activity (peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonium lyase)
in 'Dancy' tangerine fruits. The design was completely randomized with 12 treatments,
consisting of four replicates of three plates (in vitro) and four replicates of three fruits
(in vivo). According to the results, the essential oils of mint, eucalyptus, fennel and
citronella were efficient in the in vitro control of the pathogen, totally inhibiting the
fungus colonies growth. Eucalyptus oil was efficient in the management of A. alternata
f. sp. citri in 'Dancy' in tangerine fruits compared withother treatments. The essential
oils did not interfere on post-harvest quality of 'Dancy' tangerine. The enzymatic
activity in fruits increased in the second evaluation period. In the second experiment,
two isolates of A. alternata f. sp. Citri (Massaranduba-PB and Praténia-SP). Tangerine
'Dancy' seedlings were treated with essential oils of ginger, copaiba, mint, fennel and
citronella at a concentration of 1% added Tween 80 and ADE, fungicideTiabendazole
(400 mL / 100L) and ADE (untreated), sprayed to the point of drainage. For pathogen
inoculation, the suspension was adjusted to 10° conidia/mL sprinkled to the point of
drainage. The parameters evaluated were disease severity and gas exchange in 'Dancy’
mandarin seedlings. Disease severity and gas exchange data were analyzed in a
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completely randomized design, consisting of seven treatments and four replicates of two
plants. The results showed that the essential oil of fennel was efficient in the
management of A. alternata f. sp. citri in 'Dancy' tangerine seedlings and the essential
oils of citronella, copaiba and ginger do not negatively affect the gas exchange on
seedlings.

Keywords: Alternaria alternata f. sp. citri; Citrus tangerina; alternative control
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1. INTRODUCAO GERAL

A citricultura brasileira representa na estrutura socioecondmica um importante
segmento, considerada uma das mais importantes atividades agroindustriais. O pais é
considerado o quinto maior produtor mundial de tangerinas (Citrus reticulata Blanco),
segundo dados publicados em 2017 pela FAO, com 955 mil toneladas em 2016,
distribuidas em 49,8 mil hectares, localizadas principalmente, nas regides Sudeste, Sul e
Nordeste (FAO, 2017).

Os citricultores tém enfrentando sérios problemas na producéo de citros. Merece
destaque os problemas fitossanitarios, comdoencas que causam grandes prejuizos
econdmicos e sociais. A mancha marrom de alternaria (MMA) causada pelo fungo
Alternaria alternata f. sp. citri, provoca lesdes de cloracdo marroma preta em ramos,
frutos e folhas, as quais se tornam circundadas por halos amarelos, que se expandem,
formando &reas necrosadas circulares ou irregulares, evoluindo para a desfolhacdo
ediminuindo a produtividade (BASTIANEL et al., 2014), sendo uma das principais
doencas que acometem a cultura.

Aprincipal estratégia de manejopara MMA utilizado pelos citricultores no Brasil
é por meio de produtos quimicos. O controle quimico ainda é considerado o mais
economicamente vidvel. No entanto, o uso excessivo oferece multiplos riscos a saude
humana e ao equilibrio sustentavel do meio ambiente o que acarreta altas taxas residuais
desses produtos, além de ocasionar a resisténcia de patdgenos a esses produtos,
promovendo a reducdo de 13% da area plantada de citros no Brasil nos ultimos anos
(AGRIANUAL, 2014; NOGUEIRA et al., 2014).

Nesse contexto, tem sebuscado alternativas no manejo de doencas de plantas,
visando reduzir os impactos causados pela aplicacdo de produtos quimicos. O uso de
6leos essenciais, que apresentam na sua composicdo substancias com agdo fungitoxica
direta, ou capacidade de inducdo de fitoalexinas, tem se mostrado uma alternativa
promissora, com pesquisas que confirmam a sua eficacia no manejo de fitopatdgenos
(NASCIMENTO et al., 2013; SOUZA et al., 2015; SALES et al., 2016).

Dessa forma, os 6leos essenciais surgem como alternativa vidvel para os
fungicidas com capacidade de controlar fitopatogenos, e possivel utilizacdo com
seguranga na agricultura orgénica, além de contribuir no desenvolvimento futuro de
novos produtos (PERINI et al., 2013; FONSECA et al., 2015).
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2. OBJETIVO

2.1. GERAL

Determinar oefeito de Oleos essenciais sobre aspectos morfofisioldégicos de
Alternaria alternata f. sp. citri bem como, sua eficiéncia no manejo da mancha marrom
de alternéria em frutos e em mudas de tangerineira ‘Dancy’, além de determinar seu

efeito sobre trocas gasosas em mudas inoculadas.

2.2. ESPECIFICOS

v" Determinar asa eficiéncia de 6leos essenciais sobre o crescimento micelial e
esporulacdo in vitro de A. alternata f. sp. citri provenientes de diversas regides

produtoras de tangerineira ‘Dancy’;

v Auvaliar o potencial de 6leos essenciais como indutores em respostas de defesa
em frutos de tangerineira ‘Dancy’ no manejo da mancha marrom de alternaria e

manutencdo da qualidade pds-colheita;

v Definir o potencial de dleos essenciais, como indutores em respostas de defesa
em mudas de tangerineira ‘Dancy’ tratadas no manejo da mancha marrom de

alternaria;

v Avaliar respostas fisiologicas de mudas de tangerineira ‘Dancy’ submetidas a

inoculacéo por A. alternata f. sp. citri.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Citricultura brasileira

O Brasil é omaior produtor de laranja e exportador de suco concentrado do
mundo possuindo aproximadamente 165 milhdes de arvores produtivas (FAO, 2014).
Dessa forma a citricultura brasileira tem contribuido no desenvolvimento
socioecondmico nacional, elevando assim a balanca comercial e, sobretudo, com a
geragdo de empregos nas areas de producdo (IBGE, 2016).

As tangerinas ocupam o segundo lugar na producdo de citros, dentro do cenario

da citricultura mundial. O Brasil possui area cultivada superior a 50 mil hectares e
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producdo de aproximadamente 950 mil toneladas por ano (FAO, 2015). O cultivo
nacional de tangerineira e seus hibridos cresceram, e o Brasil ocupa a quinta posicdo na
producdo mundial, atrdés da China, Espanha e Turquia (FAOSTAT, 2017), com
aproximadamente 52 mil hectares plantados e producéo de aproximadamente um milhao
de toneladas, onde as regides Sudeste e Sul sdo responsaveis por 86% da producao
brasileira (FAO, 2015; IBGE, 2015).

Na producédo nacional, destacam-se as variedades de tangerineira Ponkan (Citrus
reticulata Blanco), o tangor Murcott [C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck], e
‘Dancy’ (C. tangerina hort. ex Tanaka) representando mais de 80% da area plantada.
Essas variedades se adaptam as condicdes climaticas do Brasil, apresentam frutos de
boa qualidade e de maturagdo um pouco mais tardia, além de conter grande quantidade
de fibras, de sais minerais como magnésio, potassio, calcio e fésforo (PACHECO,
2015).

O grupo das tangerineiras e seus hibridos é bastante diversificado, sendo
subdividido conforme as espécies (KOLLER, 1994). A tangerineira ‘Dancy’ originaria
da Florida, EUA, é uma planta que apresenta porte alto, copa com crescimento ereto,
tamanho de fruto médio, forma achatada e sabor doce, com 16 sementes em média. Sua
casca € lisa e semiaderente (facil de descascar), de cor alaranjada-intenso, uniforme,
polpa alaranjada e maturacdo meia-estacéo tardia (BASTOS, 2014).

Na regido Nordeste, a maior producdo de tangerineirasse concentra nos Estados
da Bahia, Sergipe e Paraiba. No estado da Paraiba os municipios produtores estdo
localizados na regido metropolitana da Borborema e no Brejo, com destaque para o
municipio de Matinhas com 4.500 toneladas, Alagoa Nova com 4.080 toneladas e
Lagoa Seca com 1.820 toneladas na safra de 2016 (IBGE, 2016).

As tangerinas apresentam elevado valor nutricional e refrescante, sdo ricas em
vitaminas, principalmente C e do complexo B, minerais, pectina e fibras que sao de facil
absorcdo e auxiliam no funcionamento intestinal, além de apresentar baixissimo valor
calorico. Além disso, as cascas do fruto, ainda sdo utilizadas na producdo de
cosméticos, remédios e producéo de 6leos essenciais (BASTIANEL et al., 2014).

Mesmo com o constante crescimento desse setor, as doencgas constituem hoje um
dos principais problemas fitossanitarios na cultura e possivelmente contribuiu para a
erradicacdo de aproximadamente 40 milhdes de &rvores nos ultimos anos (BASTIANEL
et al., 2014). Assim, as doengas colaboram, em grande escala, para que a producgéo de

frutas citricas de boa qualidade seja um desafio para o agricultor brasileiro,
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principalmente para aqueles que se localizam em &reas com condigdes climéaticas que

favorecem a ocorréncia de certas doengas (BASSANEZI et al., 2014).

3.2. Mancha Marrom de Alternaria A. alternata (Fr:Fr) Keissler f. sp. citri

O género Alternaria spp. € amplamente disseminado no ambiente (vento, agua,
solo, sementes e produtos agricolas), abrangendo numerosas espécies saprofitas,
endofiticas e patogénicas, causando deterioracdo pré e pds-colheita de cereais, frutas e
vegetais (GARGANESE et al., 2016). A mancha marrom de alternaria (MMA) tem
como agente etiolégico Alternaria alternata f. sp. citri seu primeiro relato foi em
mandarina (Citrus reticulata) ‘Emperor’ na Australia, em 1903 (KIELY, 1964), mais
tarde se espalhando para vérias regides do mundo (TIMMER et al., 2003).

No Brasil, a MMA foi relatada pela primeira vez em 2001 (COLTURATO et al.,
2009) no Rio de Janeiro e vem ganhando grande expressdo devido aos danos
provocados no cultivo de tangerineiras. Apos 2003, esta doenca ganhou espaco,
causando grandes prejuizos aos citricultores dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais.
No estado da Paraiba, apenas em 2009, foi detectada a doenga, se constituindo em fator
limitante a producéo de tangerinas (LOPES et al., 2009). O Brasil reduziu em cerca de
14 mil hectares de area colhida entre 2003 42013 (IBGE, 2014).

AMMA é uma doenca extremamente destrutiva de tangerinas, tangelos e
tangores (AKIMITSU et al., 2003). A A. alternata f. sp. citri, patotipo tangerina, produz
uma toxina seletiva ao hospedeiro, cuja suscetibilidade esta restrita as tangerinas,
pomelos (C. paradisi Macf), tangores (hibridos de laranja x tangerina) e alguns de seus
hibridos. Essa toxina € responsavel pela morte celular vegetal, permitindo assim a
infeccdo e a colonizacdo dos tecidos pelo fungo, apresentando papel essencial
naevolucdo dos sintomas e na ocorréncia da doenca na planta hospedeira (SPOSITO et
al., 2007). Os sintomas causados pela toxina caracterizam-se por lesées necréticas em
ramos, frutos, tecidos verdes imaturos ou em fase de crescimento (COLTURATO et al.,
2009).

O patogeno A. alternata (Fr:Fr) Keissler f. sp. citri produz conidios com formas
e tamanhos variaveis (20-63 um de comprimento x 9-18 um de largura), a coloracéo
varia de oliva a marrom-escuro, apresentando de 4 a 6 septos transversais e 1 ou mais

septos longitudinais (ELLIS, 1993). E um fungo saprofito facultativo, desenvolvendo-se
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em tecidos citricos mortos ou em outros substratos, produzindo grande quantidade de
conidios assexuais (AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003).

Os conidios dispGem de uma parede espessa, resistente ao ressecamento e outras
condicBes desfavoraveis (SPOSITO et al. 2003), sdo facilmente disseminados pelo
vento, pela acdo da chuva ou do molhamento dos tecidos por orvalho até a superficie de
frutos, folhas e outros 6rgdos suscetiveis. Sua liberagdo estd relacionada com a
ocorréncia de condicGes ideais para a infeccdo do patdgeno, que ocorre com
temperaturas em torno de 20 a 27°C e 10 a 12 horas de molhamento foliar continuo,
aparecendo 0s sintomas de um a dois dias ap0s a infec¢do (TIMMER et al., 2000).

O fungo causa lesdes em folhas jovens, frutos e ramos. O periodo de
suscetibilidade varia de acordo com o tecido. Em folhas, o tecido fica suscetivel até a
folha atingir sua expansdo maxima. Apods a infecgéo, os sintomas séo observados em 48
horas na forma de pequenas manchas necroticas, marrons a negras, circundadas por um
halo amarelado. Essas lesdes se expandem, tomando um tamanho variavel, capaz de
ocupar grandes areas da superficie foliar e atingir as nervuras (TIMMER et al., 2003).

Nos ramos jovens, os sintomas sdo semelhantes as folhas, com lesdes de 1 a 10
mm de didmetro. Nos frutos, o periodo de maior suscetibilidade ¢é até quatro meses ap0os
a florada. A infeccdo pode ocorrer desde a queda das pétalas até o seu desenvolvimento.
O tamanho das lesdes varia conforme a idade do fruto, se apresentando como manchas
necroticas escuras. Em alguns casos, podem ser observadas lesdes cujo centro torna-se
corticoso e saliente, formando uma puastula (GARGANESE et al., 2016).

De acordo com a intensidade da doenca, as lesbes podem acarretar em desfolha,
morte de ramos e queda prematura de frutos. Os frutos que se mantém fixos a planta,
porém perdem seu valor de mercado in natura devido as lesdes causadas pelo fungo
(SPOSITO et al., 2003). Portanto, em condicdes ambientais adequadas para o patégeno,
podem ocorrer perdas expressivas em termos de rendimento e comercializacdo de frutos
de cultivares suscetiveis (CAMARGOS et al., 2016).

No cenario nacional a espécie A. alternata f. sp. citri caracteriza-se
principalmente por causar doenca em tangerinas, pomelos, tangores e na maioria de seus
hibridos (PACHECO et al., 2012), provocando 0 aumento no custo de producdo, devido
ao elevado numero de aplicacdes de fungicidas quimicos, sendo necessariaa busca
incessante de novas formas de controle, de baixo impacto ambiental e eficiente
(BASTIANEL et al., 2014).
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3.3. Oleos essenciais (EOs) no controle alternativo de doengas de plantas

Na agricultura atual propde-se associar 0 manejo integrado de doencas, de
maneira que atendam modelos ecologicamente corretos, além de procedimentos de
acordo com as normas técnicas. Manejo este que reflete na reducéo significativa do uso
de agrotoxicos, contribuindo para a protecdo ambiental e diminuicdo dos custos de
producéo, sem afetar a produtividade e qualidade dos frutos (BELAN et al., 2013).

Recentemente estudos acerca de substancias bioativas extraidas de plantas
medicinais e nativas tém se expandido na agricultura, buscando o manejo sustentavel de
doencas em plantas. As plantas ja apresentam mecanismos de defesa que podem ser
ativadas a partir de indutores, que visam estimular a produgdo de fitoalexinas,
substancias envolvidas na defesa natural das plantas (MELO-FILHO; GUENTHER,
2015; CARDOSO et al., 2017).

Pesquisas tém comprovado a eficiéncia de Oleos essenciais no controle de
fitopatdgenos. O efeito dos Oleos essenciais de Citronela e Menta sob diferentes
concentracdes inibiram em 100% o crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae,
em teste in vitro (PEIXINHO et al., 2017). Venturoso et al. (2011), observaram que 0s
Oleos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum), capim-limdo (Cymbopogon
citratus) , cravo (Syzygium aromaticum), eucalipto (Eucaliptus spp.), melaleuca
(Melaleuca alternifolia) e menta (Mentha arvensis) sdo eficientes no controle
de Alternaria solani, agente causal da pinta-preta do tomateiro, em condicdes in vitro e
em campo.

A utilizacdo de 0Oleos essenciaispara o controle de fitopatdgenos surge como uma
alternativa menos agressiva ao meio ambiente, com intuito de encontrar substancias
ativas contra fitopatogenos, isolar e identificar as substancias responsaveis pelo
controle, aléem de especificar e esclarecer o0 modo de acdo envolvido no controle do
patogeno (SILVA et al.,, 2017). Em trabalhos realizados por Lucas et al. (2012),
demonstram alteracBes no citoplasma e danos na parede celular de bactérias, causado
pelo 6leo essencial de Cymbopogon citratus.

A ativacdo do metabolismo secundario ou inducdo de resisténcia em plantas
contra patdgenos representa um método alternativo no controle de doencas, que estdo
presentes na planta na forma latente. Os OEs sdo compostos secundarios obtidos de
plantas, utilizados principamente no controle da deterioracdo po6s-colheita, como foi

comprovado em trabalhos realizados por Andrade e Vieira (2016), onde se observou
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que os 6leos essencias de alecrim (Rosmarinus officinalis) e capim-limdo (Cymbopogon
citratus), reduziram o desenvolvimento fangico. Além disso, foi observado que o 6leo
essencial de menta inibiu completamente o crescimento micelial por completo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de mamoeiro (Carica papay).

Os oléos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis produzidos
por organismos Vvivos e isolados por meios fisicos (pressdo e destilacdo) que pode ser da
planta inteira ou parte da planta de origem taxonémica conhecida (FRANZ; NOVAK,
2010). Grande quantidade e diversidade de EOs s&o encontradas, em folhas de hortela
(Mentha rotundifolia), alecrim (Rosmarinus officinalis); nas raizes, de calamus (Acorus
calamos) e valeriana (Valeriana officinalis); na casca da canela (Cinnamomum
zeylanicum) e, em flores como o jasmim (Jasminumn officinale) e rosa (Rosa sp.).
Também podem ser encontradas na casca de varias espécies de plantas, como liméo
(Citrus aurantifolia), tangerina (C. tangerina) e, em alguns frutos como o de anis
(Pimpinella anisum), cardamomo (Elettaria cardamomum) e erva-doce (Foeniculum
vulgar) (RAMOS et al., 2010).

Os compostos fendlicos presentes na composicdo dos OEs sdo os principais
responsaveis pela sua atividade antimicrobiana. A atividade fungicida causada pela
aplicacdo dos Oleos essenciais foi revelada em uma ampla gama de fungos pos-colheita,
incluindo Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer,
Aspergillus sp. e varias espécies de Penicilium spp. entre outros podem ser efetivamente
controlados com o uso de EOs (KUMAR et al.,, 2008; BOSQUEZ-MOLINA et al.,
2010; DAFEREA et al., 2013; STEVIC et al., 2014). Em testes in vitro, os 6leos
essenciais de menta e alecrim inibiram o crescimento micelial e a producdo de esporos
de C. gloeosporioides (PHILLIPS et al., 2012; PEKMEZOVIC et al., 2015).

3.4. Inducéo de resisténcia em plantas a patégenos

A inducdo de resisténcia de plantas a patdgenos € uma das alternativas utilizadas
para contornar o problema que a agricultura atual vem enfrentando devido a alta
ocorréncia de doencas. Esse processo de indugdo envolve a ativacdo de mecanismos de
resisténcia em laténcia, através de tratamentos com agentes eliciadores, que agem
ativando diversos mecanismos de defesa vegetal, impedindo ou atrasando a entrada do
patdgeno, reduzindo assim a a¢do do patdgeno sobre a planta hospedeira (SALES,
2016; BRITO et al., 2015; SOUZA et al., 2015).
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Tais compostos sdo considerados como metabolitos secundarios, compondo 0s
produtos finais do metabolismo, por apresentarem caracteristicas relevantes para as
plantas que o sintetizam (PAES et al., 2013; SARQOJ et al., 2015). O metabolismo
secundario € composto por mecanismos de defesa bioquimicos pds-formados, isso
implica dizer que a planta estabelecera sua defesa exclusivamente apds o ataque do
patégeno (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Os mecanismos de resisténcia induzida
podem ser ativados através de respostas bioquimicas, resultando em mudancas na
atividade de enzimas ligadas a patogénese, como por exemplo, a peroxidase,
fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase, onde acionam rotas de defesa possiveis de
retardar ou eliminar a acdo do patdgeno (SAROJ et al., 2015).

A enzima peroxidase (POX), atua em varios processos fisiol6gicos essenciais a
planta, ou seja, catalisa a oxirredugdo entre peréxido de hidrogénio e varios redutores,
originando lignina e conferindo maior rigidez a parede celular. Essa enzima tanto pode
atuar na defesa direta de plantas a patdgenos, como também nas rotas de sinalizacdo
relacionadas a varios processos fisioldgicos (PINTO et al., 2011). A peroxidase € uma
das enzimas mais estudadas no processo de defesa, devido sua agdo estar diretamente
ligada a reducdo da severidade de doencas (KUHN, 2007).

A fenilalanina amonia-liase (PAL) € a principal enzima envolvida em todas as
vias de sintese de compostos fenolicos, os quais estdo relacionados com resisténcia a
patdgenos. Essa enzima é responsavel por uma série de reacdes metabdlicas, que
resultam na formacao de &cido trans-cinamico e aménia. O &cido trans-cindmico pode
ser incorporado em diferentes compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido cafeco,
acido ferulico e &cido sinapico), os quais estdo presentes na formacdo de ésteres,
coumarinas, certos pigmentos (flavonodides), produzirem compostos que absorvem
radiacdo UV e ligninas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Sua atividade aumenta em
relacdo as respostas aos estresses bidticos e abioticos (KUHN, 2007; BORSATTI,
2014).

As enzimas polifenoloxidases (PFOs) tambem estdoenvolvidas na rota dos
fenilpropanoides (TAIZ, 2017), compondo o grupo de enzimas oxidorredutases que
oxidam fendis a o-quinonas na presenca de oxigénio molecular. A enzima
polifenoloxidase aumenta sua concentracdo em tecidos atacados por patdgenos. No
local da lesdo, as POF causam deterioracBes oxidativas de compostos fenolicos
resultando no escurecimento do local da lesdo proveniente da polimerizagdo oxidativa

das quinonas.
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As PFO sdo ativadas apds a ocorréncia da lesdo pelo patdgeno, onde iniciam o
processo de oxidacdo de compostos fendlicos que apresentam atividade antimicrobiana.
Além disso, as polifenoloxidases participam diretamente da fotossintese, onde duas
quinonas (Plastoquinonas A e B) sdo fundamentais no transporte de elétrons no
fotossistema Il (TAIZ, 2017; PINTO et al., 2011; ALVARENGA et al., 2013).

Face ao exposto, é evidente a importancia dos estudos sobre enzimas
relacionadas a patogénese que permitam maior compreensao dos mecanismos de defesa
vegetal. Considera-se que a planta ao sofrer um estresse causado por patdgenos tende a
aumentar sua atividade enzimatica em relacéo aos tecidos ndo infectados (BORSATTI,
2014).

3.5. Trocas gasosas

Estudos das interagdes causadas pelo ataque de patdgenos e acdo de produtos
naturas sdo de fundamental importancia, sobre os mecanismos fisiologicos das plantas.
Os patdgenos atuam de maneira especifica interferindo no funcionamento normal da
planta dependendo do local de ataque, podendo variar de acordo com aseveridade e a
duracdo do estresse, os efeitos ainda podem se agravar em funcdo dafase fenoldgicada
planta (SOARES et al., 2015).

Nesse sentido, sdo varios os parametros fisiolégicos que podem ser
empregados na avaliacdo do estresse das plantas ao ataque de patdgenos, por estarem
relacionados aos mecanismos fisiologicos dos vegetais, os quais refletem ajustes
deadaptac&o e de producdo da cultura (GARCIA-TEJERO et al., 2010; SOARES et al.,
2015).

A taxa fotossintética das plantas é responsavel pela acumulagdo direta de
matéria seca do vegetal. Assim, os estudos de comparacdo em plantas, sob condi¢bes
normais e sob ataque de pragas, admitem grande efeito, sob a respiracdo vegetal. Sabe-
se que a transpiracdo € imprescindivel ao crescimento e desenvolvimento da planta, pois
nessa fase também ocorre a assimilagdo de CO>. Além de que, a transpiracdo atua como
mecanismo do resfriamento, diminuindo o calor absorvido pela radiacdo solar (PINTO
et al., 2014).

A reducdo da area foliar causa efeitos diretos na capacidade fotossintética das
plantas, afetando as reagGes bioquimicas e o funcionamento do mecanismo
fotossintético devido ao fechamento estomatico (TEIXEIRA FILHO, 2012). Estudos
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relatam que a diminuigdo da abertura estomatica se comporta como uma das respostas
diretas ao estresse biodtico e abiotico (LIMA et al., 2010; WARREN et al., 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2013), como forma de diminuir aperda de agua e possivel
morte por dessecacdo (SOARES et al., 2015).

Os patdgenos foliares sdo responsaveis por causarem manchas e
consequentemente reduzirem a area foliar sadia e fotossintetizante, além de reduzir a
radiacédo solar interceptada e a eficiéncia no uso da radiacdo interceptada (FERREIRA,
2012). Segundo Xavier et al. (2015), a severidade de manchas foliares nem sempre
indica de forma correta o efeito da doenca na atividade fotossintética da folha, podendo
0 decréscimo na atividade fotossintética ser menor, maior ou igual que a severidade da
doenca. A intensidade dos sintomas pode reduzir em até 50% o0s processos fisioldgicos,
alem da interferéncia nas reacdes bioquimicas da planta (MACHADO et al., 2006).

De maneira geral, em plantas citricas, o potencial de 4gua de folha, a assimilacéo
de COy, a transpiracdo e a condutancia estomatica diminuem em fungéo dos sintomas de
doencas (RIBEIRO et al., 2006). Essa diminui¢do da fotossintese pode ser atribuida a
diminuicdo na condutividade hidraulica nos vasos condutores, ocasionado pela morte da
célula vegetal no local devido a colonizacdo do patdégeno e consequente fechamento
estomatico. Dessa forma, o estudo das trocas gasosas permite uma melhor compreenséo
das mudancas fisiologicas e metabdlicas apds o processo infeccioso de fitopatdgenos,

que limitam o crescimento de plantas (SILVA et al., 2018).
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MANEJO DE Alternaria alternata f. sp. citri EM FRUTOS DE TANGERINEIRA
‘DANCY’ UTILIZANDO OLEOS ESSENCIAIS
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Manejo de Alternaria alternata f. sp. citri em frutos de tangerineira ‘Dancy’

utilizando 6leos essenciais

Management of Alternaria alternata f. sp. Citri ‘Dancy’ in tangerine fruits

using essential oils

Resumo: A doenca mais importante das tangerineiras e seus hibridos ¢ a mancha
marrom de Alternaria, cujo agente causal € a Alternaria alternata f. sp. citri, capaz de
provocar grandes perdas econbmicas. Esse trabalho teve como objetivo determinar o
efeito de diferentes 6leos essenciais sobre A. alternata f. sp. citri in vitro e em frutos de
tangerineira ‘Dancy’. Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de
Fitopatologia e de Biologia e Tecnologia P6s-Colheita, do Centro de Ciéncias Agrarias,
UFPB. Foram utilizados trés isolados de A. alternata f. sp. citri (Massaranduba-Paraiba,
Pratania-Sdo Paulo e Tras dos Montes-Portugal). Para verificar o efeito dos tratamentos
nos isolados in vitro, adicionaram-se 0s 0leos essenciais de sementes de uva, girassol,
eucalipto, gengibre, copaiba, menta, erva-doce, citronela, cravo e linhaca na
concentracdo de 1 v/v diluidos em meio de cultura BDA com pH 6,0, vertidos em placas
de Petri, e no centro das placas foi adicionado um disco de 5 mm de diametro da colonia
fungica pura, para o experimento in vitro. Os frutos foram tratados com 0os mesmo 6leos
essenciais utilizados no experimento in vitro diluidos em agua destilada esterilizada e os
controles adicionais compostos pelo fungicida Tiabendazol 400 mL/100L e ADE (sem
tratamento), imersos nos tratamentos por 5 min. Os frutos foram aspergidos com a
suspensdo de esporos na concentracdo 10° conidios/mL de A. alternata f. sp. citri.
Foram avaliados indice de velocidade de crescimento micelial, didmetro de colonia
(durante sete dias), producdo de conidios e dimensdes de conidios, (in vitro); severidade
da doenca em frutos (segundo escala de nota especifica) in vivo. As analises Fisico-
Quimicas: foram realizadas por cinco periodos, as avaliacdes de solidos sollveis totais,
acidez titulavel, relacdo soélidos sollveis totais e acidez titulavel, pH, firmeza,
rendimento de suco, acido ascrbico, totalizando cinco avaliagcdes e perda de massa; e
atividade enzimatica (peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amadnio-liase)
emfrutos de tangerineira ‘Dancy’. O delineamento foi inteiramente casualizado, com 12
tratamentos, composto de quatro repeticbes de trés placas (in vitro) e quatro repeticdes
de trés frutos (in vivo). De acordo com os resultados obtidos, os 6leos essenciais de
menta, eucalipto, erva-doce e citronela foram eficientes no controle in vitro do
patdgeno, inibindo totalmente o crescimento in vitro das coldnias fungicas. O 0Oleo de
eucalipto foi eficiente no manejo de A. alternata f. sp. citri em frutos de tangerineira
‘Dancy’ em relagdo aos demais tratamentos. Os Oleos essenciais ndo interfereiram na
qualidade pos-colheita de frutos de tangerineira ‘Dancy’. A atividade enzimatica
aumentou no segundo periodo de avaliacdo dos frutos.

Palavras-chave: atividade fungistatica, C. tangerina hort. ex Tanaka, controle
alternativo
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Abstract: The most important disease of tangerine and their hybrids is the brown spot
of Alternaria, whose causal agent is Alternaria alternata f. sp. citri, that causes great
economic losses. This work aimed to determine the effect of different essential oils on
A. alternata f. sp. citri in vitro and in mandarin fruits. The experiments were conducted
at the Phytopathology and Biology and Post-Harvest Technology Laboratories of the
Centro de CiénciasAgrarias, UFPB. Three isolates of A. alternata f. sp. citri
(Massaranduba, PB, Pratania-SP and Tras dos Montes-PT) were used. To verify the
effect of the treatments on the in vitro isolates, the essential oils of grape, sunflower,
eucalyptus, ginger, copaiba, mint, fennel, citronella, cloves and flax seeds were added at
a concentration of 1% diluted in BDA media, with pH 6.0.A disk of 5 mm diameter of
the fungus colony was added in plate center, for the in vitro experiment. The fruits were
treated with the same essential oils used in the in vitro experiment diluted in sterile
distilled water (ADE) and controls composed of the fungicide Thiabendazole 400 mL /
100L and ADE (untreated), immersed in the treatments for 5 min. The fruits were
sprayed with the spore suspension at the concentration 105 conidia/mL of A. alternata f.
sp. citri. Mycelial growth rate index, colony diameter (for seven days), conidia and
conidia size (in vitro) were evaluated, severity of disease in fruits (by scale of specific
note) in vivo. The physical-chemical analyzes were total soluble solids, titratable
acidity, total soluble solids ratio and titratable acidity, pH, firmness, juice yield,
ascorbic acid, totaling five evaluations and loss of mass; and enzymatic activity
(peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonium lyase) in ‘Dancy’
tangerine. The design was completely randomized with 12 treatments, consisting of four
replicates of three plates (in vitro) and four replicates of three fruits (in vivo). According
to the results, the essential oils of peppermint, eucalyptus, fennel and citronella were
efficient in the in vitro control of the pathogen, totally inhibiting the in vitro growth of
the fungical colonies. Eucalyptus oil was efficient in the management of A. alternata f.
sp. Citri in 'Dancy' tangerine fruits comparedwith other treatments. The essential oils
did not interfere in the post-harvest quality of 'Dancy' tangerine fruits. The enzymatic
activity increased in the second evaluation period of fruits.

Keywords: C. tangerinahort. ex Tanaka, alternative control, fungistatic activity
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de citros e lidera o ranking tanto na
exportagdo do suco concentrado de laranja como de frutos para consumo in natura.
Ocupa o quinto lugar na producdo de tangerinas e o Estado de S&o Paulo é considerado
0 maior produtor com 308.966 mil toneladas. Nesse cenéario o estado da Paraiba se
configura como 3° maior produtor da regido Nordeste, ocupando o 7° lugar a nivel
nacional com producéo de 11.945 mil toneladas em 2016 (IBGE, 2016).

Na regido Nordeste, a citricultura enfrentaproblemas no que se refere a
ocorréncia de doencgas. Aproducdo de citrosvem diminuindo principalmente pela acéo
de patdgenos nas fases de producdo e pds-colheita (IBGE, 2016). A doenga mais
importante das tangerineiras e seus hibridos € a mancha marrom de Alternaria (MMA),
devido a sua facil disseminacdo, sendo encontrada em todos os estados produtores do
pais, acarretando na limitacdo da expansao da cultura (CHEN et al., 2014).

O agente causal da MMA é a Alternaria alternata f. sp. citri, fungo saprofita
facultativo, que ao colonizar o tecido vegetal das plantas, libera uma toxina especifica
para o patotipo tangerina, causando a morte celular no local do ataque. O fungo é
encontrado praticamente em todas as areas produtoras de tangerineirado Brasil. Os
sintomas e a severidade da doenga estdo relacionados ao grau de colonizacdo do tecido
vegetal, observando-se manchas de coloracdo marrom circundadas por um halo
amarelo. Todos os 6rgdos da planta podem ser atacados (PORCINO et al., 2017).

O controle da MMA é realizado principalmente por meio de produtos quimicos.
No entanto, essa pratica tem sido alvo de preocupacdo, devido aos diversos riscos
oferecidos ao homem e ao ambiente (NOGUEIRA et al., 2014). Como fonte alternativa
para o controle de doencas tem sido adotadonos Gltimos anos, o uso de éleos essenciais
de plantas, com resultados promissores em pesquisas que comprovam a sua eficacia
(SOUZA et al., 2015).

Dessa forma, existe grande demanda por métodos de controle alternativo, que
sejam eficientes e de baixo custo no manejo da MMA. Varias pesquisas com controle de
doencas pelo uso de dleos essenciais extraidos de plantas medicinais se mostraram
eficientes tanto em testes in vitro quanto in vivo, no manejo pos-colheita de patégenos
(NASCIMENTO et al.,2013; SOUZA et al., 2015).

Dentro desse contexto a pesquisa objetivou determinar o efeito de diferentes

6leos essenciais sobre aspectos morfofisioldgicos de Alternaria alternata f. sp. citri in
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vitro e in vivo em frutos de tangerineira ‘Dancy’, além de verificar a indugdo de

resisténcia dos frutos ao patdgeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) e
de Biologia e Tecnologia Pés-Colheita (LBTPC) do Centro de Ciéncias Agrérias,
Universidade Federal da Paraiba, Campus |1, Areia, Paraiba.

Foram utilizados trés isolados de Alternaria alternata f. sp. citri coletados em
pomares de tangerineira localizados nos municipios de Massaranduba-Paraiba (I-8) (7°
10" 15" S e 35° 51’ 14" W), Pratania-S&o Paulo (1-28) (22° 48' 35" S e 48° 39' 57" W) e
Tras dos Montes-Portugal (1-30) (41° 83’ 56 S 41° 50" 8” W). Estes isolados estavam
preservados no LAFIT/CCA/UFPB, pelo método de Castellani (1939).

2.2. Caracterizacdo morfologica dos isolados in vitro

Os isolados foram repicados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), pH
6,0, incubados durante cinco dias sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas
em estufa tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D.) Apos esse periodo foi
realizada a caracterizacdo morfofisiologica dos isolados.

Para avaliar o efeito in vitro dos tratamentos sobre isolados do patdgeno,
adicionaram-se 0s 60leos essenciais na concentracdo de 1% diluidos em meio de cultura
BDA com pH 6,0, vertidos em placas de Petri.

Foram utilizados 6leos de sementes de uva (Vitis Vinifera), girassol (Helianthus
annus), eucalipto (Eucaliptus spp.) gengibre (Zingiber officinale), copaiba (Copaifera
sp.), menta (Mentha arvensis), erva-doce (Pimpinella anisum L.), citronela
(Cymbopogon nardus Rendle), cravo (Syzygium aromaticum) e linhaca (Linum
usitatissimum L), obtidos comercialmente, acrescidos de duas gotas de Tween 80
(dispersante). Como controles foram utilizados o fungicida Tiabendazol (400 mL/100L)
e meio de cultura BDA (sem tratamento). Os trés isolados de A. alternata f. sp. citri

foram cultivados em BDA sob temperatura de 25 + 2 °C.
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Os tratamentos foram dispostos em quatro repeticdes de trés placas. No centro
das placas de Petri foi adicionado um disco de 5 mm de diametro da colonia fungica.
Foram avaliados:

2.2.1. Diametro micelial (DM): O diametro final das colonias dos isolados foi
mensurado com régua graduada em milimetros, aos sete dias de idade. Foram avaliadas,
para cada isolado, quatro placas com colonias puras do fungo, onde cada placa de Petri
foi considerada como uma repeticao.

2.2.2. Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM): As avaliacdes foram
diérias, até o sétimo dia, com uso de uma régua graduada em milimetros, em dois eixos
ortogonais da placa. O IVCM foi estimado utilizando a formula de Oliveira (1991),
IVCM= (D-Da)/N, sendo:

IVCM=indice de velocidade de crescimento micelial;

D=didmetro médio atual da col6nia;

Da=diametro médio da colbnia do dia anterior;

N=nUmero de dias apds a inocula¢ao na placa de Petri.

2.2.3. Capacidade de esporulacao de conidios: A avaliacdo da esporulacao foi realizada
no periodo de 10-15 dias de idade da col6nia fungica cultivada em BDA. A contagem
de esporos foi realizadaem suspensdo aquosa, obtida pela adicdo de 10 mL de ADE as
placas de Petri contendo ascolbnias puras dos isolados. Com o auxilio de um pincel de
cerdas macias, os esporos foram liberados, a suspensao foi filtrada em dupla camada de
gaze esterilizada, quantificados em camara de Neubauer (ALFENAS; MAFIA, 2016).
2.2.4. Tamanho dos conidios: Foram mensurados o comprimento e a largura de 25
conidios de cada tratamento, em laminas de microscopia que foram coradas com azul de
metileno. Cada conidio mensurado foi considerado uma repeticdo. As meédias do
comprimento e largura e a relacdo comprimento pela largura dos conidios foram

mensuradas utilizando microscépio estereoscopio.

2.3. Inoculacéo de Alternaria alternata f. sp. citri em frutos de tangerineira ‘Dancy’

Osfrutos de tangerineira cv ‘Dancy’ foram colhidos empomar comercial na
cidade de Remigio-PB (6° 54’ 10” S e 35° 50’ 2" W), sem tratamento quimico, no
estadio de maturacdo C2.

Os frutos foram sanitizados com hipoclorito de sodio a 1v/v por 5 min, secos a

temperatura ambiente (25 + 2 °C) e tratados com 0s seguintes 0leos essenciais (OES):
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sementes de uva (Vitis Vinifera), girassol (Helianthus annus), eucalipto (Eucaliptus
spp.), gengibre (Zingiber officinale), copaiba (Copaifera sp.), menta (Mentha arvensis),
erva-doce (Pimpinella anisum L.), citronela (Cymbopogon nardus Rendle), cravo
(Syzygium aromaticum) e linhaga (Linum usitatissimum L), na concentracdo de 1%,
acrescidas de duas gotas de Tween 80 (dispersante) diluidos em &agua destilada
esterilizada (ADE) e os controles adicionais compostos pelo fungicida Tiabendazol 400
mL/100 L e ADE (sem tratamento). Os frutos foram imersos durante 5 minutos em cada
tratamento. Foram utilizadas quatro repeticdes de trés frutos para cada tratamento.

Apods o tratamento os frutos foram dispostos em bandejas de polipropileno e
submetidos a temperatura 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas durante dois dias. Apds
esse periodo, foram realizados pequenos ferimentos na regido equatorial em lados
opostos e equidistantes na casca do fruto pelo método de picada, através de um alfinete
esterelizado com perfuracdo de 1 mm de profundidade.

Sobre os frutos tratados foi borrifada, com borrifador manual, até o ponto de
escorrimento, a suspensao de esporos obtida através da adicdo de 10 mL de ADE nas
placas de Petri contendo colbnias puras do fungo e, com o auxilio de uma espétula
estéril, os conidios foram removidos, filtrados em camada de gaze esterilizada e
quantificados em hemacitdmetro, para composicio de uma suspensio de 10°
conidios/mL de A. alternata f. sp. citri.

Os frutos inoculados foram incubados em camara Umida, composta por sacos de
polietileno previamente umedecidos com ADE, durante 48 horas, com temperatura de
25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Forama valiados:

2.3.1. Severidade dos isolados: Apds aretirada da camara Umida, os sintomas foram
quantificados a cada dois dias, durante 15 dias, de acordo com a escala de notas

proposta por Renaud et al. (2004), (Figura 1).
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Figura 1. Escala diagramética descrita por Renaud et al. (2004) para avaliacdo da
mancha marrom de alternaria (Alternaria alternata f. sp. citri) em frutos de tangerineira
‘Dancy’ (Citrus tangerina). UFPB, Areia-PB, 2018.

Com os dados da severidade, calculou-se a area abaixo da curva de progresso da
doenca, conforme a formula descrita por Shaner; Finney (1977), AACPD =X [(yl + y2)
/ 2* (t2 -t1)], onde y1 e y2 sdo as percentagens de area lesionada nos frutos observada
nas avaliacBes e ti+1- ti, sdo os intervalos entre as avaliacbes. O ponto de maxima
eficiéncia técnica para AACPD foi encontrada de acordo com Storck et al. (2011).

A protecdo das plantas foi calculada através da AACPD de cada tratamento,
onde a % Protecdo = (AACPD Tratamentos x 100/AACPD Testemunha) (DEL
ROVERE, 2013).

2.4. Andlises Fisico-Quimicas

Os frutos foram acondicionados em bandejas de polipropileno sob temperatura
ambiente 25 + 2 °C, onde foram realizadas por periodos, as avaliacdes de sélidos
soluveis totais (Brix) (IAC, 2005), acidez titulavel (INSTITUTO ADOLF LUTZ (1AC),
2008), relacdo sdlidos soluveis totais e acidez titulavel (IAC, 2005), pH (IAC, 2005),
firmeza (IAC, 2005), rendimento de suco (IAC, 2005), &cido ascdrbico
(STROHECKER e HENNING, 1967), totalizando cinco avalia¢des (intervalos de trés
dias), com excecdo da perda de massa na qual foram realizadas avaliagdes diérias

durante 15 dias.
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2.5. Anélises enziméticas

Para a extracdo das enzimas peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e
fenilalanina amonia-liase (FAL) foram utilizados 3,0 g de casca do fruto
homogeneizados em 10 mL de tampé&o de extracdo fosfato 0,1M, pH 6,0. A suspenséo
foi centrifugada por 15 minutos a 12000 g coletando-se o sobrenadante.

As reacOes para determinacdo da atividade enzimatica da POX foram preparadas
com a adicdo de 0,25 mL do sobrenadante ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de
guaiacol a 1,7%, 0,75 mL de tampé&o fosfato 0,1 M, pH 6,0 e 0,25 mL de H.O> a 1,8%.
As reacOes foram monitoradas com auxilio de espectrofotdmetro, observando-se a
variagdo da absorbancia no comprimento de onda de 470 nm, a 25 °C, imediatamente
ap6s a mistura e a atividade expressa em unidades de absorbancia (UA) mintmg™ de
proteina.

Para a determinacdo da atividade da PPO, 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionado ao meio de reacdo contendo 0,25 mL de S-metil-catecol 0,6 M e 0,75 mL de
tampao fosfato 0,1 M pH 6,8. A solucéo foi incubada por 15 minutos a 40 °C e a reacéo
paralisada com adicdo de 800 pL de acido perclérico 2N. As rea¢des foram monitoradas
com auxilio de espectrofotometro, observando-se a variacdo da absorbancia, no
comprimento de onda de 395 nm, a 25 °C, imediatamente apds a retirada da incubadora
e a atividade da PPO expressa em unidades de absorbancia (UA). mint.mg? de
proteina.

Para a determinacdo da atividade da FAL 0,5 mL do sobrenadante foram
transferidos para tubos de ensaio e aliquotas de 1,5 mL de solucdo tampdo TRIS-EDTA
0,01M, pH 8,8, 0,5 mL de solucao de fenilalanina (30 uM) e 0,5 mL de dgua destilada
foram adicionados. Apds a incubacdo em banho-maria a 40 °C, por uma hora, a reacao
foi paralisada com 2 mL de &cido cloridrico 5M e as leituras espectrofotométricas
realizadas a 290 nm 25°C. Os resultados foram expressos em Unidades de Absorbancia
(UA) min't.mg? de proteina.

A prova em branco Il foi preparada usando 1,5 mL de solucdo tampdo TRIS
0,01M. pH 8,8, 0,5 mL de extrato enzimatico e 1,0 mL de agua destilada, para cada
tratamento testado. As analises foram realizadas em triplicata. As determinagdes da
quantidade de proteina presente nos referidos extratos foram realizadas pelo método de
Bradford (1976).

38



I Chd

2.6. Andlise estatistica

Foram realizadas anélises de variancia para os parametros: didmetro micelial,
indice de velocidade de crescimento micelial e capacidade de esporulacdo. As médias
foram comparadas pelo teste Tukey até 5% de probabilidade, no programa R® versio
2017, e para o parametro agressividade dos isolado as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott até 5% de probabilidade utilizado o programa ASISTAT®,

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste in vitro, os isolados de Alternaria alternata f. sp. citri apresentaram
diferenca significativa entre si e entre os tratamentos. O isolado 18 (Paraiba) apresentou

Figura 2. indice de Velocidade de Crescimento micelial (IVCM) dos isolados de
Alternaria alternata f. sp. citri. Isolados: 18-Paraiba, 128-Séo Paulo e 130-Portugal.
Tratamentos: TES-Testemunha, Oleos de SUV- Sementes de Uva, CRA- Cravo, EUC-
Eucalipto, LIN- Linhaca, GEG- Gengibre, CIT- Citronela, COP- Copaiba, EDC-Erva-
Doce, MEN- Menta, diluidos a 1% em ADE, FUN- Fungicida Tiabendazol (400
mL/100L), Areia, Paraiba,UFPB,2018.
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maior indice de crescimento micelial (IVCM) em relacdo aos isolados 28 e 30 esuas
médias variaram de 0 a 2,63 cm (Figura 2). O maior crescimento do isolado 8 pode esta
relacionado ao fato de ter sido cultivado em condi¢cBes ambientais muito préximas da
realidade do campo, uma vez que este isolado foi obtido de &reas de producdo da
Paraiba.

Os 6leos de citronela, erva-doce e menta, contiveram completamente a expansdo
do patégeno ao longo dos dias de avaliacdo, se mostrando eficientes para os trés
isolados. O resultado fungistatico dos 6leos supracitados se equipararam ao efeito do
fungicida, confirmando sua atividade direta na supressao desse patégeno nas condigdes
experimentais testadas.

Avaliando o efeito dos 6leos essenciais utilizados, foi observado que o 6leo de
sementes de uva induziu maior IVCM nos isolados 8 (PB) e 28 (SP), ultrapassando 0s
valores apresentados pela testemunha. J& o IVCM do isolado 30 foi induzido pelos
Oleos de linhaga e cravo (Figura 2). Dessa forma pode-se dizer que, considerando esse
parametro, estes 0leos ndo foram controlaram o patégeno.

Todos os isolados apresentaram diferencgas estatisticas em relacdo ao diametro
das colonias de A. alternata f. sp. citri. Verificou-se que os isolados 28 e 30,
apresentaram os maiores crescimentos miceliais com 8,30 e 8,09 cm respectivamente. O
isolado 8 (PB) apresentou médias inferiores quando comparado aos demais isolados até
0 sétimo dia de avaliacdo (Figura 3).

O OE de gengibre apresentou resultado satisfatorio na reducdo do crescimento
micelial das col6nias fungicas para os trés isolados. No entanto, os OEs de copaiba,
menta, erva-doce e citronela, foram altamente eficientes na inibicdo do crescimento
micelial dos trés isolados avaliados no teste in vitro, se equiparando ao efeito inibitorio
do fungicida (Figura 3).

Alguns OEs induziram o crescimento micelial de A. alternata f. sp. citri. O
crescimento das coldnias dos isolados 28 e 30 foram induzidos pelos OEs de cravo,
linhaca e sementes de uva, quando comparados a testemunha (Figura 3). J4 o Oleo de
eucalipto promoveu maior crescimento das colbnias do isolado 8, ultrapassando o

crescimento micelial da testemunha (Figura 3).
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Figura 3. Diametro das colonias dos isolados de Alternaria alternata f. sp. citri.
Isolados: 18-Paraiba, 128-Sdo Paulo e 130-Portugal. Tratamentos: TES-Testemunha,
Oleos de SUV- Sementes de Uva, CRA- Cravo, EUC- Eucalipto, LIN- Linhaca, GEG-
Gengibre, CIT- Citronela, COP- Copaiba, EDC- Erva-doce, MEN- Menta, diluidos a
1% em ADE, FUN- Fungicida Tiabendazol (400 mL/100L).Areia, Paraiba, UFPB,
2018.
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Tratzmenine

Os Oleos essenciais apresentam compostos quimicos caracterizados pela
presenca de dois ou trés componentes principais. Como por exemplo, o 6leo essencial
de citronela apresenta na sua composi¢do, citronelol, geraniol, linalol e formiato de
citronelila, entre outros componentes, foram descritas com acdo efetiva contra
fitopatogenos e para diversos insetos (AGARWAL et al., 2005).

Esses compostos sdo considerados majoritarios, apresentando-se em elevadas
concentracBes e podendo ser responsavel pelo efeito fungistatico/fungicida dos 6leos
essenciais. No entanto alguns 6leos essenciais ndo apresentam composto majoritario, e
sim outros compostos em pequenas quantidades, chamados de componentes-traco
(LORENZETTI, 2012; BAPTISTA et al., 2015).

A inibicdo do crescimento de fungos é um método padrdo para reduzir a
multiplicacdo de dos mesmos. Os componentes quimicos como o citronelal (presente no

6leo de citronela) e mentol (composto majoritario do 6leo de menta) sdo os principais
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metabolitos com agdo antimicrobiana. Estudos mostraram que a atividade antifungica
contra A. alternata poderia ser principalmente atribuida ao eugenol e acetato de
eugenol, o que mostrou excelente resultado (JINGA et al., 2018; SHARMAet al., 2017).

Perina et al. (2014) observaram que o06leo essencial de Thymus vulgaris
apresentou atividade contra o fungo A. alternata. Esse 6leo demonstrou uma alta
porcentagem no controle de doengas em frutas eatividade contra crescimento e
viabilidade de A. alternata, sua aplicacdo resultou em um atraso no inicio doprocesso de
infeccdo, prevenindo a penetracdo de fungos. Os 6leos essenciais atuam na parede
celular causando a ruptura da membrana plasmatica com subsequentes distdrbios do
citoplasma que pode atacar organelas especificas nocitoplasma do patégeno (JINGA et
al., 2018).

Em relagéo a producgéo de conidios do 18 de A. alternata f. sp. citri sobre acdo de
Oleos essenciais ndo houve diferencas significativas uma vez que todos os Oleos
inibiram completamente a esporulacdo do fungo (Figura 4) sem diferenciar da
testemunha.

Os oleos de eucalipto, sementes de uva e copaiba estimularam a esporulagédo do
isolado 28. O 0leo de eucaliptoinduziumaior esporulacdo em relacdo a testemunha,
enquanto que os demais Gleos utilizados inibiram significativamente a producdo de
conidios. A inibicdo da esporulacdo demonstrada por esses 0leos corroboram sobre seu
efeito fungicida, inferindo que sdo apropriados em estratégias de manejo do patdgeno,
considerando os isolados 28 e 30 (Figura 4).

Para o isolado 30, os Oleos de eucalipto, sementes de uva e cravo, girassol e
linhaca, induziram maior esporulacdo das coldnias, ndo diferindo estatisticamente da
testemunha. Os Oleos de gengibre, erva-doce, citronela, copaiba e menta inibiram
completamente o crescimento micelial e a producdo de esporos do isolado 30,
apresentando efeito similar ao fungicida (Figura 4).

Os Oleos de sementes de uva, cravo, eucalipto e linhaca estimularam o
crescimento micelial e a producdo de conidios de todos os isolados avaliados,
destacando-se o 6leo desementes de uva. E importante salientar que, mesmo que a
colénia fungica apresente crescimento micelial consideravel, a esporulacdo pode ser
baixa, devido a fatores intrinsecos ao patdgeno. Esses resultados comprovam que esses
compostos ndo apresentam potencial como biocontroladores para A. alternata f. sp. citri

in vitro.
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E importante ressaltar que o resultado do IVCM ndo necessariamente ird
influenciar a producéo de conidios. Essas variaveis ndo sdo diretamente proporcionais,
ou seja, um isolado que apresenta menor IVCM pode apresentar maior nimero de
conidios. Em trabalhos realizados por Colturato (2006), foi observado que o
crescimento micelial de A. alternata f. sp. citri ndo diferiu estatisticamente entre 0s
6leos essenciais utilizados no presente estudo, no entanto ocorreu maior producdo de

conidios do patdgeno. Tais resultados corroboram com os resultados encontrados no

presente trabalho.

Figura 4. Producdo de conidiosdos isolados de Alternaria alternata f. sp. citri.
Isolados: 18-Paraiba, 128-Sdo Paulo e 130-Portugal. Tratamentos: TES-Testemunha,
Oleos de SUV- Sementes de Uva, CRA- Cravo, EUC- Eucalipto, LIN- Linhaca, GEG-
Gengibre, CIT- Citronela, COP- Copaiba, EDC- Erva-doce, MEN- Menta, diluidos a
1% em ADE, FUN- Fungicida Tiabendazol (400 mL/100L), Areia, Paraiba, UFPB,

2018.
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TrzEmenioe

Pesquisas que descrevem a acdo antimicrobiana de Oleos essenciais sobre o
desenvolvimento de patdgenos, foi verificada por Castro et al. (2017), onde os 6leos de
Cinnamomum zeylanicum e Eugenia caryophyllus, foram eficazes, tanto in vitro como
in vivo, inibindo o crescimento das hifas fungicas, e o desenvolvimento de A. alternata

na epiderme de frutos de Hylocereus undatus. Segundo Lorenzetti (2012) em trabalho
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realizado com o manejo da cercosporiose do cafeeiro (Coffea sp.), a utilizagcdo do éleo
de citronela inibiu o crescimento micelial e producéo de conidios em 95 % em relacéo a
testemunha.

O diametro dos conidios de A. alternata f. sp. citri ndo mostraram diferencas
entre tratamentos e isolados utilizados. Esses resultados implicam que, os 6leos
essenciais e a concentragdoutilizadaneste ensaio naointerferiram nas dimensdes dos
conidios.

Apo6s a analise dos dados da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) em frutos de tangerineira cv ‘Dancy’ inoculados com A. alternata f. sp. citri

(Figura 5) verificou-se diferenca estatistica nos tratamentos avaliados.

Figura 5. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e porcentagem de
protecdo (%) em frutas de tangerineira cv 'Dancy' (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka)
submetidos aos tratamentos* com 6leos essenciais. Areia, Paraiba, UFPB, 2018.
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Os Oleos de eucalipto, erva-doce, menta, cravo e citronela diminuiram a
severidade da MMA. Agdo oposta foi verificada em relacdo aos 6leos de sementes de
uva e copaiba, que ndo manifestaram qualquer efeito de retardamento sobre o
desenvolvimento da doenga, indiferentimente da testemunha (Figura 5).

Os 0Oleos essenciais constituem-se numa alternativa ecologica de grande
potencial, no controle de fitopatdgenos, podendo ser associada as demais préaticas de
manejo integrado de doencas, colaborando para suprir a crescente demanda mundial por
produtos organicos (XU et al., 2014).

Os 6leos essenciais de sementes de uva e copaiba ndo apresentaram protecdoas
plantas, refletindo maiores valores de AACPD (Figura 5). Ja o 6leo essencial de
eucalipto apresentou a maior percentagem de protecdo 86,39% e a menor AACPD para
MMA quando comparada com a testemunha, até o décimo sexto dia de avaliagdo
(Figuras 5H). De acordo com os resultados da AACPD, para os isolados 28 e 30, ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha, sem nenhuma
protecéo.

A protecdo oferecida pelo 0leo de Eucaliptus spp. sobressaiu ao resultado do
tratamento com o fungicida. Assim, esse 0leo apresentou-se compotencial viavel no
manejo integrado da mancha marrom de alternaria, por agregar um aceitavel nivel de
protecdo, reduzir os efeitos negativos dos fungicidas relacionados ao desenvolvimento
de resisténcia microbiana, risco a saude humana e ambiental e, sobretudo atender a
demanda por produtos organicos e livres de residuos de agrotdxicos (KACEM et al.,
2016; SAID et al., 2016).

De acordo com Xu et al. (2014), ao realizarem ensaio in vivo,o 6leo de Laurus
nobilis (500 ug mL?) foi eficaz na protecdo de tomate cereja (Solanum lycopersicum
var. cerasiforme) por infeccdo de A. alternata, com uma taxa de inibicdo de 33,9%.
Chen et al. (2014) verificaram que o 6Oleo de citronela apresentou forte atividade de
inibicdo sobre A. Alternata na concentragdo 1,5 pL mL? em frutos de tomate (S.
lycopersicum), com reducdo de 52% na severidade da doenca e o Gleo ndo apresentou
qualquer efeito negativo sobre a qualidade dos frutos, corroborando com os resultados
da presente pesquisa.

A acdo antimicrobiana exercida pelos 0leos essenciais se deve as substancias
presentes na sua COmMpOSi¢do, que uma vez em contato com 0S microrganismos, a
capacidade lipofilica de substancias presentes no Oleo e podem permitir a sua

penetracdo em estruturas de membrana defungos, provocando danos @ mesma, como o
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vazamento de ions e outros componentes celulares, afetando a integridade das
membranas celulares (JING et al., 2018).

Resultados que comprovam a eficiéncia dos 6leos sobre fitopatdgenos, foram
encontrados por Tian et al. (2015), e por Jing et al. (2018), na atividade antifingica de
eugenol presente no 6leo essencial de Syringa oblata Lindl. Sobre A. Alternata causador
da mancha marrom do tabaco (Nicotiana tabacum), pode ser atribuida ao dano a
membrana celular e a ruptura do citoplasma.

Os resultados obtidos no teste in vitro corroboram com os resultados do teste
in vivo com frutos de tangerineira ‘Dancy’, permitindo correlacionar os resultados da
AACPD com as caracteristicas morfologicas dos isolados, onde os 6leos que foram
eficientes na reducdo do crescimento micelial e producdo de conidios, também
apresentaram menor AACPD e conferiram maior protecdo aos frutos inoculados com o
patogeno. Estes resultados confirmam o potencialdos 0leos essencias no manejo de A.
alternata. f. sp. citri em frutos e em campos sob producdo organica, combinado com
outras estratégias para reduzir o uso de produtos quimicos.

Com os resultados obtidos, é possivel aludir que 0 manejo da mancha marrom
de alternaria em futos de tangerineira ‘Dancy’ foi induzido pelo efeito direto dos 6leos
essenciais sobre o patdgeno. Salientando que, estudos complementares devem ser
realizados, como por exemplo, diferentes doses dos 6leos e diferentes aplicacfes. Neste
ensaio, verificou-se que os 6leos essenciais de citronela, eucalipto e menta foram os
mais promissores para o controle da mancha marrom de alternaria (MMA).

Na Tabela 1, estdo dispostos os teores de sdlidos soltveis totais (Brix), acidez
titulavel e relacdo solidos soluveis totais e acidez titulavelg/L (SS/AT)em frutos de
tangerineira‘Dancy’. Para o teor de solidos soliveis totais (°Brix), pode-seobservar que
houve um aumento significativo durante os dias de armazenamento para 0s tratamentos
analisados. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a
testemunha (Tabela 1).

O aumento do teor de sélidos soluveis totais € um processo natural decorrente do
avanco do amadurecimento dos frutos, ja que, quando imaturos, 0S mesmos apresentam
alto teor de amido que é convertido em glicose. A medida que amadurecem, os teores de

acucares sollveis elevam-se através do aumento respiratorio (SILVA et al., 2016).
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Tabela 1. Teores de solidos soluveis (Brix), acidez titulavel erelacdo solidos soluveis
totais e acidez titulavelg/L (SS/AT) em frutos de tangerineira ‘Dancy’ tratados com
6leos essenciais a 1% e fungicida Tiabendazol (400 mL/100L). Areia, Paraiba, UFPB,
2018.

Analises fisico-quimicas/Periodos*

Tratamentos Teores de s6lidos soldveis em frutos (Brix)
1 2 3 4 5
Testemunha 8.28aA 8.27aA 8.75bA  858aA  9.45aA

Oleo de Copaiba  8.46aA 881aA  9.14aA 872aA  9.05aA
Oleo de Gengibre 8.10aA 8.69aA 890aA 863aA 895aA
Oleo de Menta 8.19aA 856aA 885aA 823bB  9.02aA
Oleo de Citronela  7.95aA 853aA  9.00aA 9.18aA  9.22aA
Oleo de Erva-Doce  8.22aA 855aA  9.09aA 887aA  9.19aA
Fungicida 8.25aA 862aA 9.08aA 828bB  9.10aA

CV=28.19%

Acidez titulavel

Testemunha 2.06 bA 1.78aA 1.75bB 1.78 bB 2.49 aA
Oleo de Copaiba 2.33aA 2.14aA 207bB 220aA 251aA
Oleo de Gengibre 240aA 2.30aA 2.08 bB 2.29aA 2.13bB

Oleo de Menta 2.65aA 2.08 aA 2.38 aA 2.15bA 2.10bB
Oleo de Citronela 2.35aA 2.08 aA 2.11 bB 2.36aA 2.35aA
Oleo de Erva-Doce  2.40aA  1.88 aA 2.35aA 241aA 2.04bB
Fungicida 2.57aA 2.05aA 2.03 bB 2.13bA 2.52aA

CV=23.56%

Solidos solaveis totais e acidez titulavelg/L (SS/AT)

Testemunha 4.05bA 478 aA 5.20aA  4.89 aA 3.85bB
Oleo de Copaiba  3.75aA  4.22 aA 454aA 4.01aB 3.82 aB
Oleo de Gengibre  3.55aA  3.95aA 441aA 3.95aB 4.26 aA

Oleo de Menta 3.19bA  4.37aA 3.87aA 4.01aB 4.68 aA
Oleo de Citronela  3.49aA  4.33aA 447aA  3.94aB 4.13 aB
Oleo de Erva-Doce 3.50 bA  4.85aA 411 bA  3.76 bA 4.60 aA
Fungicida 3.36 bA  4.29 aA 4.67aA 3.99bB 3.76 bB

CVv=22,15%

*Avaliacdo realizada em intervalos de trés dias. Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e
maidscula na linha nédo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott até 5% de significancia.

De acordo com os padroes de CEAGESP (2011) o contetdo minimo de sélidos
soluveis para tangerina é de 9,0%. Osfrutos deste trabalho apresentam valores acima
deste. Silva et al. (2014), avaliando frutos de tangerineiras cv ‘Ponkan’ encontraram
valores médios de SS de 9,5%, corroborando com os resultados obtidos na presente
pesquisa. O teor de sélidos solUveis é considerado importante fator de qualidade, pois a
medida que os teores de agUcares vdo se acumulando na fruta, os teores sélidos sollveis
também aumentam (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Para o teor de acidez titulavel, foi observado efeito significativo (p<0,01) entre
tratamentos e periodo de armazenamento (Tabela 1). A acidez titulavel, apresentou em
media valor de 1,75% de acido citrico, oscilando entre 1,75 e 2,65%. A testemunha
apresentou os menores valores de acidez titulavel, com diferenca significativa apenas no
ultimo periodo de armazenamento, onde ocorreu aumento (Tabela 1).

De acordo com Belo (2017), foram encontrados teores de acidez titulavel que
variaram de 0,46 a 2,19, em tangerina ‘Ponkan’. O acido citrico é o principal acido
organico das tangerinas, que sdo consumidas quando ocorre reducdo do teor de acidez
até o ponto em que seu suco se torne agradavel ao paladar dos consumidores (COUTO,
CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Deve-se salientar que, os valores do pH estdo
relacionados ao valores de acidez titulavel, mas os mesmos ndo se alteram na mesma
proporcdo (AGOSTINI et al., 2014).

Para a relagdo SS/AT, verificou-se que houve interagdo significativa entre os
tratamentos em funcdo dos periodos de armazenamento (p<0,05). No entanto, entre 0s
periodos avaliados, pode-se verificar que os periodos 2 e 3 diferiram (p<0.01)
estatisticamente em relacdo aos demais, com valor maximo de 4,40 e 4,47 g/L (Tabela
1). A elevada relacdo SS/AT é um parametro importante de qualidade e sabor dos
frutos, dando uma noc¢édo de estabilizacdo entre a acidez e os agucares (CHITARRA;
CHITARRA, 2005; MELO et al., 2013).

A testemunha apresentou o maior valor de sélidos solUveis e acidez titulavel,
também conhecida como ratio de 4,56 g/L. Os valores apresentados no presente
trabalho estdo abaixo da faixa de 6 a 20g/L, classificada como ideal para tangerineira
(CEAGESP, 2011), uma vez que, a relacdo SST/AT acima de 7 é considerada adequada
para serem consumidos os frutos in natura (SALVADOR et al., 2002). E importante
que os teores de ratio, correlacionam-se ao sabor dos frutos, que aumenta de acordo
com o périodo de maturacdo dos mesmos (PACHECO et al., 2014). Dessa forma o
resultado encontrado indica que os frutos sem tratamentos apresentaram maturacao mais
avancada.

Silva et al. (2014), avaliaram a relacdo SS/AT em frutos de tangerineira
‘Ponkan’, e observaram que apresentou uma média de 7,8g/L, ou seja, valores proximos
aos encontrados no presente trabalho. Rodrigues (2013), avaliando a qualidade de frutos
da tangerineira ‘Dancy’ encontrou valores superiores de SS/AT na faixa de 8,99 a 10,43
g/L.
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De acordo com os resultados encontrados, 0s 6leos essenciais utilizados ndo
interferem nas caracteristicas pos-colheita, mantendo a qualidade dos frutos de
tangerineira ‘Dancy’. O sucesso na utilizacdo de um produto natural esté relacionado ao
seu efeito sobre acdo de patdgenoe principalmente na manutencdo das caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos.

Na Tabela 2, estdo expressos os resultados de firmeza (N), potencial
hidrogenibnico (pH), rendimento de suco eéacido ascorbico em frutos de
tangerineira‘Dancy’. Para a variavel firmeza da polpa, observou-se efeito significativo
(p<0,01) na interacdo tratamentos versus periodo de avaliacéo.

A maioria dos tratamentos apresentou decréscimo na firmeza quando
comparados com o valor inicial, ao longo do periodo de armazenamento (Tabela 2). A
firmeza ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos e entre 0s
cinco periodos de avaliagéo.

Os frutos apresentaram-se moderadamente firmes (Tabela 2) com um intervalo
de 4,13 a 7,63 N. A perda de firmeza dos frutos, embora seja um parametro fisico, esta
relacionada asolubilizacdo das substancias pécticas, e também a perda de agua, que
ocorrem ao longo do amadurecimento ou senescéncia dos frutos, podendo conferir
textura macia aos mesmos (CHITARRA, 2005; SILVA et al., 2006). Resultados
superiores foram encontrados em trabalhos realizados com frutos de tangerineira cv
‘Ponkan’, apresentando firmeza de 9,81 a 12,75 (SILVA et al., 2014).

Em relacdo ao pH, observou-se diferenca significativa (p<0,01) na interacéo
entre 6leos essenciais e periodo de estocagem (Tabela 2). De modo geral, foi observada
uma variacdo do potencial hidrogeniénico dos frutos com valores médios de 3,85 a
4,40, sendo verificado que, no ultimo dia de avaliacdo, os tratamentos apresentaram
diferenca significativa entre si. De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o aumento do
pH esta diretamente relacionado com adiminuicdo da acidez dos frutos ocorrendo com o
avanco da maturacao.

De acordo com Silva et al. (2014), os valores médios de pH observados em
frutos de tangerineira ‘Ponkan’foram de 4,41, apresentando um intervalo de 4,39 a 4,42
dentre as repeti¢oes analisadas. Normalmente, o valor de pH situa-se em torno de 2 para

limdes e limas e cerca de 4- 4,5 em tangerinas maduras (AGOSTINI et al., 2014).
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Tabela 2. Firmeza (N), potencial hidrogeniénico (pH), rendimento de suco eécido
ascorbico em frutos de tangerina ‘Dancy’ tratados com Oleos essenciais a 1% e
fungicida Tiabendazol (400 mL/100L). Areia, Paraiba, UFPB, 2018.

Analises fisico-quimicas/ Periodos*

Tratamentos 1 2 3 a 5

Firmeza (N)
Testemunha 485aA  4.44aB 475aA 4.81aA  4.13aB
Oleo de Copaiba 458aB  5.49aA 5.93aA 5.45aB 4.40aB
Oleo de Gengibre 6.05aA  5.74aA 5.96aA  6.59aA 3.98aB
Oleo de Menta 6.11bA  5.31bB 7.63aA 4.29bB 5.19 bB
Oleo de Citronela 4.78aB 6.23 aA 5.35bB 6.18 aA 5.45 bB
Oleo de Erva-Doce 471bC 6.31 bA 5.80 bB 5.03aB 4.25hC
Fungicida 466bB  3.88bB 6.10aA  6.78aA  4.96 bB
CV=44.72%

Potencial hidrogenidnico (pH)

Testemunha 4.04 aB 4.45 aA 4.19 aB 4.03 aB 4.01 bB
Oleo de Copaiba 3.92bC 434aA  414aA 3.93aB 4.03 bB
Oleo de Gengibre 3.85 bA 433aA  4.19aA 3.95aA 4.17 aB
Oleo de Menta 3.88 bA 4.40 aA 4.11aA 3.98aA 4.13 aA
Oleo de Citronela 3.99 aA 4.36 aA 4.13aB 3.92aB 4.07 bB
Oleo de Erva-Doce  3.92 bB 4.38 aA 4.08aA 3.92aB 4.10 aA
Fungicida 3.89 bA 4.36 aA 4.14aB 3.99aB 4.03 bB

CV=2.64%

Rendimento de suco

Testemunha 46.16 aA 33.33bB 35.75aB 34.50 aB 29.41 bB
Oleo de Copaiba 42.08aA 37.33bB 27.91bB 10.16cC 33.50aB
Oleo de Gengibre 35.33bB 40.38aA 23.16bC 36.00aB 34.91aB
Oleo de Menta 35.00bB 37.91bA 24.75bB 26.66bB  37.16 aA
Oleo de Citronela 35.83bB 42.25aA 35.25aB 36.08 aB 36.00 aB
Oleo de Erva-Doce  45.36 aA  42.00aA 23.75bC 36.50 aB 34.25 aB
Fungicida 39.16 bA 39.16 aA 31.75aB 34.29aB  29.66 bC

CV=22.26 %

Acido ascorbico em frutos

Testemunha 1541bB 14.30bC 17.01aA 17.03bA 15.98cB
Oleo de Copaiba 15.01cC 1481aC 1566cC 17.81bA  16.99 bB
Oleo de Gengibre ~ 15.55bC  14.79aC  17.53aB 18.62aB  21.61aA
Oleo de Menta 15.87bB 1481aC 15.77cB 17.35bA 15.42cB
Oleo de Citronela 1558 bC  14.72aD  16.14bB 18.15aA  15.50 cC
Oleo de Erva-Doce 16.13aB  14.74aC  17.53aA 18.04aA  16.85bB
Fungicida 1546 bC 14.15bD 16.92bB 18.40aA 16.58 bB

CV=9.61%

*Avaliacdo realizada em intervalos de trés dias. Médias seguidas de mesma letra minascula na
coluna e maitscula na linha ndo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott até 5% de
significancia.

Agostini (2014), trabalhando com conservagdo pos-colheita de laranja relatou
que os valores médios do suco variaramde 3,32, 3,46 e 3,40, ndo diferindo quanto ao
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tempo de armazenamento ou as embalagens. Resultados semelhantes foram encontrados
por Rodrigues (2013) em trabalho realizado com tangerina ‘Dancy’comvalores médios
de pH entre 3,71- 3,75.Esses dados corroboram com os encontrados neste trabalho.

Os frutos de tangerineira ‘Dancy’ apresentaram rendimento de suco médio de
46,16% (Tabela 2). Houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0.01) em
todos os periodos, exceto no 1° periodo de estocagem. Todos o0s tratamentos
apresentaram maior rendimento de suco no 2° periodo de avaliag&o.

Segundo IAC/CEAGESP (2011) os valores padréo para o rendimento em suco
para as tangerinas “Cravo”, “Mexerica”, “Ponkan” e Murcote s&0, respectivamente, 40,
35, 35 e 42%. Desta forma a tangerina ‘Dancy’ apresenta um rendimento de suco
considerado padrdo, com valores semelhantes. Rodrigues (2013), avaliando
caracteristicas de qualidade dos frutos de tangerineira ‘Dancy’ de diferentes locais no
estado da Paraiba reportou valores de rendimento de suco que variaram de 48,83 e
53,89% nas condicOes de producdo do municipio de Esperanca — PB.

A quantidade de &cido ascOrbico aumentou com a maturacdo dos frutos,
apresentando maior quantidade no 4° diade avaliacdo. Foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos versus periodos (p<0.01). Os tratamentos que
apresentaram as maiores médias de acido ascorbico foram gengibre, erva-doce e
fungicida com 17,62; 16,66 e 16,30, respectivamente (Tabela 2).

Pode-se afirmar que houve correlagdo do aumento da quantidade de é&cido
ascorbico e efeito do dleo essencial de gengibre e erva-doce sobre a qualidade de frutos
de tangerineira ‘Dancy’apresentando as maiores médias em todos os periodos avaliados
(Tabela 2). A vitamina C esta presente nos frutos principalmente na forma de &cido
ascorbico, que tende a diminuir quando expostos a altas temperaturas em reacOes
oxidativas (AGOSTINI et al.,, 2014). Segundo Detoni et al. (2009) a faixa de
concentracdo de acido ascérbico aceitavel para as tangerineiras, varia entre 20 a 50 mg
100 mL™. Constatou-se que as taxas de acido ascorbico obtidas no presente trabalho
estdo dentro da faixa aceitavel para as tangerineiras.

Pereira et al., (2012) relataram que, o acido ascérbico possui caracteristicas
antioxidantes e protecdo dos frutos, corroborando na producdo de compostos como a
vitamina C que consegue interceptar radicais livres, preservando a sua qualidade e
mantendo a integridade das células. Silva et al. (2014), realizando trabalhos com
tangerineira ‘Pokan’ observaram que os teores de acido ascérbico variaram entre 27,15

e 26,89 mg.100'g. Demartelaere et al. (2017), trabalhando com indutores de resisténcia
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em tangerineira ‘Dancy’ encontrou valores de acido entre 22,51 e 23,96 mg100™g. No
entanto, os resultados encontrados nesse trabalho foram bem inferiores.

Em relacdo a perda de massa fresca (PMF), observou-se que houve diferenca
significativa (p<0,01) entre o tempo de armazenamento e os tratamentos, como tambem
na interacdo tratamentos versus tempo de armazenamento (p<0,05). Conforme Tabela 3,
onde verifica-se um aumento gradual na PMF dos frutos no decorrer do
armazenamento.

O tratamento com Gleo de menta apresentou maior perda de massa fresca
94,44%, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos ao final do periodo de
armazenamento (Tabela 3). Esse 6leo pode ter induzido maior respiracdo dos frutos,
provocando maior perda de dgua e consequente maior perda de massa fresca.

Tabela 3. Perda de massa fresca (PMF) de frutos de tangerineira ‘Dancy’ tratados com
Oleos essenciais a 1% e fungicida Tiabendazol (400 mL/100L). Areia, Paraiba, UFPB,

2018.

Periodos de

Tratamentos*
armazenamento

(dias) TES COP GEN MEN CIT EDC FUN
1 91,58aA 96,08 aA 91,08aA 105,00 aA 99,50aA 100,42 aA 94,17 bA
2 89,83aA 94,75aA 89,67aA 103,33 aA 98,00aA 98,50aA 90,08 bA
3 87,42aA 93,08 aA 87,67aA 100,33 aA 96,00aA 96,08 aA 88,08 bA
4 86,00aA 91,75aA 85,92aA 98,92aA 94,00aA 94,08 aA 86,25 bA
5 83,67aA 90,50 aA 84,92aA 97,58aA 92,50aA 92,67 aA 80,75 bA
6 82,17aA 89,17 aA 83,25aA 95,67 aA 91,17aA 91,00 aA 79,75 bA
7 80,50aA 88,00 aA 82,08aA 94,33aA 89,00aA 88,58 aA 77,42 bA
8 77,00aB 87,75aB 81,25aB 93,42aB 86,17aB 85,42aB 77,33 bA
9 75,00aA 86,83 aA 80,58aA 92,75aA 83,17bA 84,67aA T71,42cA
10 71,33aA 86,33aA 79,92aA 90,75aA 79,92bA 83,25aA 67,42CcA
11 70,67aA 85,00 aA 77,42aA 89,00 aA 76,00bA 80,00aA 66,00 cA
12 70,17aA 85,00 aA 77,42aA 88,83aA 74,83bA 79,92aA 64,33cA
13 68,50aA 83,83aA 75,08aA 86,58aA 72,75bA 79,08aA 59,67 cA
14 68,08aA 83,83aA 75,08aA 85,75aA 72,25bA 79,08aA 62,50 cA

CV(%) 28.90%

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo se diferenciam pelo teste de Scott-
Knott até 5% de significancia.
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A perda de massa esta relacionada ao processo respiratério dos frutos, que
ocorre em decorréncia da &gua eliminada no processo transpiratorio, ocasionada pela
diferenca de pressdo de vapor entre o fruto e o ar no ambiente (25 °C); ou ainda devido
a sintese de complexos enzimaticos que degradam a celulose presente nos frutos,
resultando na perda de integridade e na diminuicdo na coesdo das células vegetais
(SOUSA et al., 2000; MARTINS et al., 2014; DEMARTELAERE et al., 2017).

Os dleos essenciais de copaiba, gengibre, citronela e erva-doce nao aceleraram o
metabolismo do fruto, que por sua vez ndo acelerou o processo de perda de massa
Contudo, a intensidade da perda de massa tem grande importancia durante a
comercializacdo, pois elevadas perdas de massa podem resultar no enrugamento e
murchamento, comprometendo as qualidades organolépticas e nutricionais, acarretando
prejuizos na qualidade pés-colheita (PARSONS, 2012).

N&o foram observadas diferencas significativas na atividade das enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amodnia-liase em frutos de tangerineira
‘Dancy’ nos tratamentos aplicados (Tabela 4). Foi verificada diferenca significativa
(p<0.01) entre os periodos de avaliacdo, sendo observado o aumento na atividade
enzimatica no 2° periodo, entre todos os tratamentos (Tabela 4).

As enzimas relacionadas a defesa da planta como a peroxidase, polifenoloxidase,
fenilalanina amonia liase, R-1,3-glucanase e quitinase, sdo ativadas a partir de
mecanismos bioquimicos responsaveis pela biossintese e atividade dessas enzimas, que
se encontram presentes nas plantas na forma inativa (MARTINS et al., 2014).

Vale salientar que ndo foram observadas alteracdes nas atividades enzimaticas
em relacdo a concentracdo de Oleo utilizada. Isso pode ter ocorrido devido a
concentracdodos Oleos essenciais ter sido insuficiente para desencadear a atividade
enzimatica, como pode ser observada na Tabela 4.

O aumento da atividade enzimatica no 2° periodo pode estar relacionado ao
aumento da respiracdo dos frutos devido asenescéncia e a degradacdo de amido,
causando alteracdes fisioldgicas, aumentando a capacidade respiratoria dos frutos e

proporcionando maior acdo enzimatica (MENEGASSI et al., 2017).
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Tabela 4. Atividade das enzimas peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e
fenilalanina amonia-liase (FAL) em de frutos de tangerineira ‘Dancy’ tratados com
6leos essenciais (1%) e fungicida Tiabendazol (400 mL/100L), em diferentes periodos.
UFPB, Areia-PB, 2018.

Atividade enzimética

Periodos*
Tratamentos 1 > 3
Peroxidase (POX)
Testemunha 4.83 bB 8.57 cA 8.53 aA
Oleo de Copaiba 4.91bC 8.84 cA 6.41 bB
Oleo de Gengibre 4.72 bA 9.30 bB 5.33cB
Oleo de Menta 4.06 bC 9.39 bA 5.35 cB
Oleo de Citronela 6.19 aC 7.90 dA 4.63 dB
Oleo de Erva-Doce 4.41 bB 7.86 dA 4.35 dB
Fungicida 4.92 bB 11.92aA 4.31dB
CV=19.95%
Polifenoloxidase(PPO)
Testemunha 1.50 bB 2.40 aA 2.18 aA
Oleo de Copaiba 1.55 bB 2.41 aA 1.86 aB
Oleo de Gengibre 1.59 bB 2.81 aA 1.63 aB
Oleo de Menta 1.49 bB 2.76 aA 1.58 aB
Oleo de Citronela 1.82 bB 2.58 aA 1.54 aB
Oleo de Erva-Doce 1.42 aA 1.94 bA 1.49 aA
Fungicida 1.63 bB 2.90 aA 1.40 aB
CV=20.62%
Fenilalanina aménia-liase (FAL)

Testemunha 1.21 aB 8.57 aA 1.64 aB
Oleo de Copaiba 1.20 aA 1.66 cA 1.43 aA
Oleo de Gengibre 1.24 aA 1.87 cA 1.30 aB
Oleo de Menta 1.18 aB 1.73 cB 1.28 aB
Oleo de Citronela 1.38 aB 1.68 cB 1.25aB
Oleo de Erva-Doce 1.19 aA 1.54 cA 1.21 aA
Fungicida 1.29 aB 2.04 bA 1.19aB
CV=13.32%

*Avaliacdo realizada em intervalos de cinco dias. Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e
maidscula na linha nédo se diferenciam pelo teste de Scott-Knott até 5% de significancia.

Mudancas que envolvem complexas transformacdes no metabolismo dos frutos,
as quais sdo decorrentes do aumento da atividade enzimaética, estdo associadas a
mudancas da atividade respiratdria e biossintese do etileno. Quando iniciado o
amadurecimento  tém seguimento 0s processos de senescéncia, periodo
dodesenvolvimento do fruto, durante o qual o passard pelos processos de sintese,
resultando na morte dos tecidos (ROCHA et al., 2010; DEMARTELAERE&et al., 2017).

O aumento da atividade de algumas enzimas pode estar associado a biossintese

de lignina (NASCIMENTO, 2014). A enzima fenilalanina amdnia-liase é extremamente
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importante para o desenvolvimento normal da planta, pois esta associadaa regulacéo do
alongamento e ligagdo entre os polissacarideos de parede celular (DEMARTELAERE et
al., 2017). Além disso, é precursora de pigmentos (antocianinas) e atua na protecao
contra os estresses abidticos e bidticos pela acdo de fitopatdgenos (MARIANGEL et al.,
2013).

Alguns 6leos ndo apresentam efeito sistémico sobre plantas. Muitas vezes esse
efeito pode estar relacionado as caracteristicas morfologicas das plantas, como por
exemplo, a presenca de cera na superficie de folhas que dificulta a penetragdo e acéo de
6leos essenciais sobre o tecido. Oleos essenciais sdo altamente volateis, principalmente
sobre altas temperaturas. Esses fatores podem estar relacionados a baixa ativacao
enzimatica (GUIMARAES et al., 2015).

4. CONCLUSAO
Os 6leos essenciais de menta, citronela e erva-doce al% sdo eficientes no

controle in vitro de A.alternata f. sp. citri;

Os oOleos de eucalipto, menta, citronela e gengibre a 1% séo eficientes na
reducdo da severidade de A. alternata f. sp. citri em frutos de tangerineira ‘Dancy’;

Os oOleos essenciais testados ndo afetam negativamente a qualidade pos-
colheita de frutos de tangerineira ‘Dancy’;

Os oOleos testados ndo induziram maior atividade das enzimas peroxidase,

polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase em frutos de tangerineira ‘Dancy’.
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CAPITULO 11l

SEVERIDADE DA MANCHA MARROM DE ALTERNARIA EM
MUDAS DE TANGERINEIRA ‘DANCY’ E TROCAS GASOSAS
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Trocas gasosas e severidade da mancha marrom de alternaria em mudas de
tangerineira ‘Dancy’

Gas exchanges and severity of alternaria brown stain in
tangerine '‘Dancy’

Resumo: A citricultura no Brasil é uma das atividades mais exploradas, sendo cultivada
em todas as regides do pais. No entanto esse cultivo tem diminuido devida ocorréncia
de doencas. O objetivo dotrabalho foi verificar o efeito fungistatico de 6leos essenciais
no manejo de Alternaria alternata f. sp. citri em mudas de tangerineira ‘Dancy’, ¢ sua
influéncia sobre suas trocas gasosas. Os experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo e no Laboratério de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias, UFPB.
Foram utilizados dois isolados de Alternaria alternata f. sp. citri dos municipios de
Massaranduba-PB e Pratania-SP. Foram utilizadas mudas de tangerineira ‘Dancy’
(Citrus tangerina Hort. ex Tanaka), tratadas com 6leos essenciais de gengibre, copaiba,
menta, erva-doce e citronelana concentracdo de 1 %, acrescidos de Tween 80 e diluidos
em agua destilada esterilizada (ADE), aléem dos controles adicionais, fungicida
Tiabendazol (400 mL/100L) e ADE (sem tratamento), aspergidos até o ponto de
escorrimento. Para a inoculagdo do patdgeno a suspensdo foi ajustada para 10°
conidios/mL, pelo método de aspersdo. Os parametros avaliados foram severidade da
doenga e trocas gasosas em mudas de tangerineira ‘Dancy’. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado e os dados foram submetidos ao teste de Tukey pelo programa
R®. Os resultados mostraram que o 6leo essencial de erva-doce ¢ eficiente no manejo de
A. alternata f. sp. citri em mudas de tangerineira ‘Dancy’ e os 6leos essenciais de
citronela, copaiba e gengibre ndo afetam negativamente as trocas gasosas em mudas.

Palavras-chave: Citrus tangerina; Alternaria alternata; 6leos essenciais.

Abstract: The Brazilian citriculture in one of the most exploited activities, being
cultivated in all regions of the country. However this cultivation has decreased due to
the occurrence of diseases. The objective of this work was to verify the fungistatic
effect of essential oils in the management of Alternaria alternata f. sp. on 'Dancy'
tangerine seedlings, and their influence on gaseous exchanges. The experiments were
conducted in a greenhouse and at the Phytopathology Laboratory of the Centro de
Ciéncias Agrarias, UFPB. Two isolates of A. alternata f. sp. Citri (Massaranduba-PB
and Pratania-SP) were used. Tangerine 'Dancy’ (Citrus tangerina Hort. Ex Tanaka),
treated with essential oils of ginger, copaiba, mint, fennel and 1% citronella, added
ofTween 80 and diluted in sterile distilled water (ADE), fungicide Thiabendazole (400
mL/100L) and ADE (untreated), sprayed to the point of drainage. For inoculation of the
pathogen the suspension was adjusted to 10° conidia/mL sprinkled to the point of
drainage. The parameters evaluated were disease severity and gas exchange in tangerine
'Dancy’ seedlings. Disease severity and gas exchange data were analyzed in a
completely randomized design (DIC), consisting of seven treatments and four replicates
of two plants. The results showed that the essential oil of fennel was efficient in the
management of A. alternata f. sp. citri in tangerine 'Dancy' seedlings and the essential
oils of citronella, copaiba and ginger do not negatively affect the gas exchange on
seedlings.

Palavras-chave: Citrus tangerina; Alternaria alternata f. sp. citri; essential oils.
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1. INTRODUCAO

A citriculturabrasileira € uma das culturas mais exploradas comercialmente,
sendo cultivada em todas as regifes do pais e tem como uma das principais ameacgasa
infecgdo por patdgenos. Nos ultimos anos, os maiores responsaveis pela erradicacdo de
milhdes de plantas foram a tristeza dos citros (Citrus tristeza virus- CTV), o cancro
citrico (Xanthomonas axonopodis pv. Citri), a clorose variegada dos citros (Xylella
fastidiosa), a morte subita e o huanglongbing (HLB). Além disso, 0s gastos excessivos
com defensivos agricolas, especialmente inseticidas e fungicidas, ocasionaram a
reducdo de 13% da é&rea plantada de citros no Brasil nos ultimos trés anos,
correspondendo atualmente a 735.742 hectares (AGRIANUAL, 2014).

O cultivo de tangerineiras e seus hibridos tém sido afetado devido a ocorréncia
de algumas doencas de importancia econémica, como a mancha marrom de Alternaria
(MMA), capaz de causar grandes perdas econdmicas. Essa doenca, causada pelo fungo
Alternaria alternata f. sp. citri tem principal ocorréncia em regides semiaridas, umidas
ou locais com periodos de chuvas frequentes (PORCINO et al., 2017). Algumas
cultivares apresentam maior suscetibilidade e os sintomas podem se expressar de varias
formas, dependendo da idade da planta, do 6rgéo atacado e das condi¢Ges do ambiente
(TSUGE et al., 2013; BASSIMBA et al., 2014).

Os sintomas se apresentam na forma de manchas necroticas de coloracéo
marrom, circundadas por um halo amarelo; quando estes evoluem nas folhas mais
jovens prejudicam a capacidade fotossintética da planta acarretando em uma série de
disfunc@es fisiologicas. A medida que a area fotossintética diminui, a absorcio de CO>
também diminui, uma vez que ocorre basicamente através dos estbmatos, sendo o
movimento estomatico o principal mecanismo de controle das trocas gasosas nas plantas
superiores (SILVA et al., 2010).

Diante disso, formas alternativas de manejo, como o emprego de Oleos
essenciais tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos e revelado seu potencial,
no controle de doencas, principalmente daquelas que provocam danos econdmicos a
agricultura. Algumas plantas apresentam substancias quimicas, com acdo fungicida ou
fungistatica, as quais devem ser estudadas como matéria prima na formulacdo de novos
produtos e utilizagéo direta pelo produtor rural (PRAKASH et al, 2015).

Os 6leos essenciais apresentam compostos majoritarios na sua composi¢do, no

6leo essencial de Zingiber officinale 0 composto majoritario € o geraniale. Sua acéo
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antimicrobiana foi constatada por Sa-Nguanpuag et al. (2011), no controle de
Salmonella na concentragdo de 2,5 a 10 mg.L™. Além deste, outros dleos essenciais de
Copaifera sp., Mentha arvensis, Pimpinella anisum L., Cymbopogon nardus, ja tem sua
atividade atimicrobiana comprovada (TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al., 2005;
REIS et al., 2006).

Desse modo, objetivou-se com esse trabalho verificar a agdo dos 6leos essenciais
de gengibre, menta, erva-doce, citronela e copaiba no manejo de A. alternata f. sp. citri
em mudas de tangerineira ‘Dancy’ inoculadas e tratadas bem como modificagdes nas

trocas gasosas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e material do experimento

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratorio de
Fitopatologia (LAFIT) do Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da
Paraiba, Campus Il, Areia, Paraiba.

Foram utilizados dois isolados de A. alternata f. sp. citri coletados em pomares
de tangerineira localizados nos municipios de Massaranduba, PB(I-8) (7° 10" 15" S ¢
35° 51" 14" W) e Praténia-SP (1-28). Estes isolados estavam preservados no Laboratério
de Fitopatologia (LAFIT/CCA/UFPB), segundo Castellani, (1939).

As mudas utilizadas no experimento foram resultado da enxertia de tangerineira
‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka) com o porta-enxerto limdo cravo (nome
cientifico) e foram produzidas do Sitio Caiana, municipio de Remigio, PB (6° 54’ 10" S,
35° 50’ 2” W), onde foram adubadas com esterco bovino na proporcéao de 2:1, regadas a
cada dois dias.

Os oOleos utilizados como tratamento foram, gengibre (Zingiber officinale),
copaiba (Copaifera sp.), menta (Mentha arvensis), erva-doce (Pimpinella anisum L.),

citronela (Cymbopogon nardus Rendle), obtidos comercialmente.

2.2. Aplicagdo dos tratamentos nas mudas detangerineira ‘Dancy’ e Inoculacéo de
A. alternata f. sp. citri

As mudas de tangerineira ‘Dancy’ com 40 dias de idade foram pulverizadas com

diferentes Oleos essenciais, na concentracdo de 1,0 v/v, acrescidos de Tween 80 e
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diluidos em &gua destilada esterilizada (ADE),e os controles adicionais compostos por
fungicida Tiabendazol (400 mL/100 L) e ADE (sem tratamento), borrifados com
pulverizador manual, até o ponto de escorrimento.

Apo6s a aplicacdo dos tratamentos, as mudas foram submetidas acdmara Umida
formada com sacos plasticos transparentes umedecidos, durante 24 horas, mantidas em
casa de vegetacdo. Apds esse periodo a cdmara umida foi retirada e realizados pequenos
ferimentos, na parte abaxial, em quatro folhas pré-selecionadas de cada planta, através
do método de picada utilizando um alfinete, os ferimentos eram de aproximadamente 1
mm de profundidade.

A suspensdo de esporos obtida através da adicdo de 10 mL de &gua destilada
esterilizada (ADE) em placas contendo as col6nias do fungo cultivadas em meio de
cultura BDA (25 + 2 °C) foi pulverizada sobre as mudas. A suspensdo foi obtida com a
remocédo dos conidios com o auxilio de uma espatula estéril, sendo os mesmos filtrados
em dupla camada de gaze esterilizada e quantificados em hemocitdmetro, para a

composicdo de uma suspenséo (10° conidios/mL) de A. alternata f. sp. citri.

2.2.1. Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca (AACPD)

A partir do terceiro dia apds a inoculacdo (DAI) nas mudas, foram realizadas
diariamente, avaliacbes da severidade em mudas de tangerineira ‘Dancy’, até atingir
34% de area lesionada, verificada no vigésimo oitavo dia, mediante emprego de escala

diagramatica descrita por Martelli (2011).

Figura 1. Severidade da mancha marrom de Alternaria causada por Alternaria alternata
f. sp. citri (MARTELLI, 2011).
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Com os dados da severidade, calculou-se a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), conforme a féormula descrita por Shaner; Finney (1977), AACPD =X
[(yl +y2) / 2* (t2 -t1)], onde y1 e y2 s&o as percentagens de area lesionada nos frutos
observada nas avaliacOes e ti+1- ti, s&o os intervalos entre as avaliagdes. O ponto de
maxima eficiéncia técnica para AACPD foi encontrada de acordo com Storck et al.
(2011).

A protecdo das plantas foi calculada através da &rea abaixo da curva do
progresso da doenca de cada tratamento, onde a % Protecdo = (AACPD Tratamentos X
100/AACPD Testemunha) (DEL ROVERE, 2013).

2.3. Trocas gasosas em mudas de tangerineira ‘Dancy’

Apos as andlises de incidéncia e severidade da doenca nas mudas de tangerineira
‘Dancy’, foram determinadas: Taxa de assimilagdo de CO2 (A) (umol m-2 s -1),
transpiracdo (E) (mmol de H20 m-2 s -1), conduténcia estomatica (gs) (mol de H20m-
2 s1) e concentracdo interna de CO2 (Ci) (umol m? s?1) em duas folhas que
apresentavam sintomas da doenca. De posse desses dados, foram quantificadas a
eficiéncia no uso da agua (EUA) (A/E) [(umol m-2 s -1) (mol H20 m? s -1) -1] e a
eficiéncia instantanea da carboxilagdo ®c (A/Ci) (BRITO et al., 2012). Foi utilizado
Analisador de Gases Infravemelho (IRGA)modelo “LCPro+” da ADC BioScientific
Ltda (KONRAD et al., 2005; BRITO et al., 2012).

As determinacfes do indice de clorofila a, b e total foram realizados pelo
método ndo destrutivo, utilizando-se clorofildometro portatil (Clorofi LOG®, modelo
CFL 1030, Porto Alegre, RS), tendo os valores dimensionados em indice de clorofila
Falker (FCI). Durante a realizacdo dessas avaliacGes as médias de temperatura minima,
média e maxima no interior do ambiente durante o periodo de conducdo da pesquisa
foram de 30,95 °C, 36,64 °C e 40,60 °C. As leituras foram realizadas no intervalo

compreendido entre 12h30min as 14h30min horas da tarde.

2.4. Andlise Estatistica

Os dados de trocas gasosas foram analisados em delineamento inteiramente
casualisado (DIC), sendo sete tratamentos e quatro repeticbes de duas plantas. Foi

realizada analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
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probabilidade, no programa R®versdo 2017. Para agressividade dos isolados as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott até 5% de no programa ASISTAT® versio
7.6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas tipicos de mancha marrom de alternaria (MMA) foram observados
apos 48 horas de inoculagdo com o fungo A. alternata f. sp. citri em folhas de mudas de
tangerineira ‘Dancy’. Estes sintomas se caracterizaram por pequenas manchas, de
coloracdo marrom a preta, de tamanho variado nas folhas, possivelmente pela acdo da
toxina ACT, assim descrito por alguns autores (KOHMOTO et al., 1993; AKIMITSU et
al., 2003). Na Figura 2, pode-se observar a evolugdo dos sintomas da MMA, ao longo
do experimento, para a testemunha.

Foi observada variabilidade dos sintomas em resposta a inoculacdo de A.
alternata f. sp. citri entre os tratamentos com éleos essenciais, quando comparados a
testemunha (Figura 2). A porcentagem de area foliar com sintomas variou de 0 a 34%
nas mudas de tangerineira cv ‘Dancy’ inoculadas com o isolado 8. Valores menores de
porcentagem de area lesionada foram observados em resposta a inoculagdo do fungo nas
mudas submetidas ao isolado 28, sendo observada variacdo de 0 a 3,5%, ndo

apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos.

Figura 2. Severidade da mancha marrom de alternaria (Alternaria alternata f. sp. citri)
em folhas de tangerineira cv ‘Dancy’ (Citrus tangerina). Areia, Paraiba, UFPB, 2018.

030049

0% 0,3% 3,5% 8,0% 15,0% 34,0%

Fonte: Porcino, M. M.(2018).

Os Oleos essenciais de copaiba (Copaifera sp.), gengibre (Zingiber officinale),
menta (Mentha arvensis) e citronela (Cymbopogon nardus Rendle), apresentaram baixa

eficiéncia no controle da MMA em mudas de tangerineira cv ‘Dancy’, com maiores
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AACPD quando comparadas ao controle (Figura 3A, B, C e D).O dleo de erva-doce se
mostrou mais eficiente, com porcentagem de protecdo de 65,86% e baixa AACPD,
sendo superior ao fungicida (Figura 3E) e que demonstrou o potencial deste 6leo no
controle de MMA nas condicdes testadas.

As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais podem sofrer influéncia de
fatores intrinsecos as plantas, dependendo do érgéo utilizado, idade, estagio vegetativo,
e época de colheita (BRITO et al., 2012). Fatores ambientais, como o pH do solo, a
estacdo do ano e temperatura relativa. Também podem exercer influéncia sobre a acéo
dos mesmos. Além disso, a eficiéncia do produto também dependerd do patossistema
envolvido e dos processos de obtencdo e manipulacdo (PRAKASH et al., 2015).

Uma das principais caracteristicas dos 6leos essenciais € sua alta volatilizacéo, e
essa caracteristica pode se tornar um entrave quando se busca 0 manejo de
fitopatdgenos em plantas. Em testes in vitro os 0leos apresentam menor taxa de
volatilizagdo, devido ao controle das condi¢cbes do ambiente, resultando em efeitos

satisfatorios na inibi¢do da acdo de fitopatogenos.

Figura 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e porcentagem de
protecdo (%) em mudas de tangerineira '‘Dancy’ submetidos aos tratamentos com 6leos
essenciais a 1% e fungicida Tiabendazol (400 mL/100L). Areia, Paraiba, UFPB, 2018.
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Esse efeito foi observado por Santos et al. (2010) onde relataram o efeito
fungistadtico do Oleo de citronela (Cymbopogon nardus), sobre o fungo
Helminthosporium sp. em testes in vitro, mas quando o mesmo 6leo foi utilizado em
testes in vivo apresentou resultados pouco satisfatorios. Diante disso, a baixa eficiéncia
desses Oleos na presente pesquisapode ser atribuida a elevada capacidade de
volatilizacdo, o que colabora para eventuais perdas nas suas propriedades fungitoxicas
(PRAKASH et al., 2015).

O oOleo essencial de erva-doce apresenta grande potencial no manejo da MMA,
pois, nas condi¢des do presente trabalho esse Oleo apresentou efeito sistémico nas
plantas, além disso, apresenta baixo risco ao ambiente, produtores e consumidores, ndo
favorecerem o desenvolvimento de resisténcia do patdgeno por ser um produto
biodegradavel (DERBALAH et al., 2012).

Ao avaliar as trocas gasosas em plantas tangerineira ‘Dancy’inoculadas e
tratadas com 6leos essenciais observou-se variagdes significativas em todas as variaveis
estudadas, exeto para concentracdo interna de carbono (Ci) e eficiéncia intriseca de
carboxilagdo (EIC) (Figura 4), ou seja,ocorrendo diferentes capacidades de transporte
de elétrons e trocas gasosas, em detrimento aos Oleos essenciais utilizados como
tratamentos.

As plantas apresentaram respostas semelhantes nas avaliagdes de fotossintese
(A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) (Figura 4A, B e C). O desempenho
de cada tratamento utilizado reflete a influéncia dos Oleos sobre os mecanismos
especificos de trocas gasosas entre a planta e 0 meio externo, uma vez que, quando gs é
limitada para diminuir a perda de agua (E), o influxo de CO; para o interior da célula
também diminui, comprometendo assim a taxa de fotossintese liquida (A)
(SHIMAZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; BRITO et al., 2012; TAIlZ;
ZEIGER, 2017).

Foi verificado, que, as plantas tratadas com Oleosde citronelae copaiba
apresentaram os maiores indices de condutancia estomatica, com valores de 0,04 e 0,05
mol H20 m?s?, respectivamente (Figura 1B). Brito et al. (2012), trabalhando com
combinacdes de copa/porta-enxertos de citros sob laminas de agua, relataram valores de
0,06 a 0,24 mol H,0 ms™. Tais resultados indicam que, os 6leos de citronela e copaiba
ndo interferiram na captacao de radiacdo solar nas plantas.

Na transpiracdo (E), assim como observado para gs, registrou-se diferenca

significativa (p<0,05) entre os tratamentos avaliados, com maiores valores nas plantas
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submetidas ao 6leo de copaiba (Figura 4C). As plantas de tangerineira, sob o efeito
desse Oleo essencial, transpiraram mais, quando comparado a testemunha, com valor
aproximado de 3 mol H20 m?s. Esse aumento na transpiragdo pode esté relacionado ao
efeito direto exercido pelo patdgeno sobre a planta.

Em trabalhos realizados por Santos et al. (2017); foi verificado o efeito
fungistatico de Oleos essenciais de Eucalyptus globulus (eucalipto) e Syzygium
aromaticum (cravo) no controle de Lecanicillium fungicola em folhas de videira, no

campo, se mostraram promissores para o controle alternativo de doencas.

Figura 4. Trocas gasosas* em mudas de tangerineira 'Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex
Tanaka) submetidas a tratamentos** com essenciais a 1% e fungicida Tiabendazol (400
mL/100L). Areia, Paraiba, UFPB, 2018.
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[(umol m2s)(G). **Tratamentos: GEN- gengibre, COP- copaiba, MEN- menta, VER- erva-doce, CIT- citronela,

(1%), TEST- testemunha, FUN- fungicida Tiabendazol (400 mL/100L) e TDI- testemunha 2.



Os tratamentos com Oleos de citronela, copaiba e gengibre aumentaram a taxa
fotossintética em mudas de tangerineira ‘Dancy’ (4,0; 2,8 e 2,6 pmol m?s?). Esse
resultado confirma a acdo do patdgeno sobre as plantas, uma vez que, esses 0leos ndo
promoveram protecdo as mesmas (Figura 3). Dessa forma, quanto maior o ataque do
patbgeno maior serd a resposta de estresse das plantas, refletindo assim em maior taxa
de transpiracdo (E).

O aumento da fotossintese pode ser uma resposta a indugdo de resisténcia nas
plantas de tangerineira, mesmo que estes 6leos ndao tenham tido efeito na protecdo das
plantas, ou seja, na reducdo dos sintomas da mancha marrom de alternaria (MMA). Os
agentes patogénicos desencadeiam defesas fisicas e bioquimicas em plantas infectadas,
desviando recursos do crescimento da planta para a defesa, e reduzir as areas foliares
vivas e a capacidade fotossintética (YAN et al., 2013).

De acordo com Suassuna (2014), o aumento da fotossintese € um sinal da
presencade mecanismo de ajuste fisiologico favoravel em citros, em condicOes adversas.
E importante citar que, em citros, o limite desse parimetro est4 entre 4,0 e 10 pmol m’
251 (MACHADO et al., 2010). Assim, as plantas sob efeito dos 6leos de citronela,
copaibae gengibre em condicGes de casa de vegetacdo apresentaram taxa de fotossintese
em torno de 4,0 umol m?2s?, e, com isso, pode ter expressado condicdo de estresse
devido a alta severidade da MMA.

Os tratamentos testemunha, gengibre e fungicida, apresentaram os melhores
resultados quanto a eficiéncia no uso da agua (EUA) e da eficiéncia instrisica de
carboxilagdo (EiC) (Figura 4A e B). Segundo Barcelos (2015), a eficiéncia da agua
reflete 0 aumento da resisténcia estomatica causado pela interferéncia de varios fatores
ambientais como temperatura do ar, déficit de pressdo do vapor e concentracdo de CO..
Os resultados obtidos nesse experimento estdo em concordancia com os resultados
obtidos por Brito et al. (2016).

Os indices relacionados a Clorofila a, clorofila b, relacdo a/b e clorofila total,
ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 5). Dessa forma é possivel dizer que,
0s tratamentos com Oleos essenciais ndo interferiram nas reacbes fotoquimicas das
plantas de tangerineira nas condi¢fes desse experimento.

Deve-se ressaltar o potencial da utlizacdo de Oleos essenciais no manejo de
doencas de plantas, além dos efeitos favoraveis exercidos sobre as trocas gasosas em
plantas de citros. Além disso, esses produtos ainda podem ser utilizados juntamente

com outras praticas de manejo integrado de doencas, possibilitando maior eficiéncia,
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reducdo de custos de producdo e menores danos causados ao meio ambiente
(PRAKASH et al., 2015).

Figura 5. Andlises de Clorofila em plantas de tangerineira cv 'Dancy' (Citrus tangerina
Hort. Ex Tanaka) submetidos a tratamentos com Gleos essenciais de GEN- gengibre,
COP-copaiba, MEN- menta, VER- erva-doce, CIT- citronela, (1%), TEST- testemunha,

FUN- fungicida Tiabendazol (400 mL/100L) e TDI- testemunha 2. Areia, Paraiba,
UFPB, 2018.
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4. CONCLUSAO

O dleo essencial de erva-doce € eficiente no manejo de A. alternata f. sp. citri
em mudas de tangerineira ‘Dancy’, reduzindo a severidade da doenca;
Os oOleos essenciais de gengibre, copaiba, menta, erva-doce, citronela, nédo

interferem negativamente nas trocas gasosas em mudas de tangerineira ‘Dancy’.
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