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RESUMO

KOLTZ, Elizabeth Aparecida. Brassicas e termoterapia no controle de bolor
verde de laranja Pera em poés-colheita . 92 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo
Vegetal), Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

O bolor verde causado pelo fungo Penicillium digitatum é uma das principais
doencas de frutas citricas, que causa perdas em pos-colheita. O estudo objetivou
avaliar o potencial dos compostos obtidos da canola e de mostarda-da-india, no
controle de P. digitatum, na pds-colheita de laranja Pera. Foram realizados testes
com diferentes concentracdes de po de cada brassica, cultivada e coletadas, secas
em estufa e trituradas, para obtencdo do p6. No tratamento saché artesanal, as
quantidades de 6, 12, 18 e 24 g de po foram acondicionados em sachés,
umedecidos e distribuidos em bandejas contendo os frutos inoculados com o
patogeno. O tratamento modos de extracdo aquosos, no modo simples, o po6 foi
misturado a agua e filtrado. Para extracdo por maceracdo, o extrato foi filtrado
depois de 8 horas. Para extracdo por infusédo utilizou-se agua aquecida a 100 °C e,
apos 20 minutos a solucao foi filtrada. O saché contendo as concentracdes de 24 g
de p6 e o modo de preparo aquoso simples de cada material vegetal foram
selecionados para compor combinagbes de tratamentos com a termoterapia por
imersdo dos frutos em agua quente (57 °C por 60s). Os tratamentos foram: 1 —
Saché artesanal (S) de canola 24 g ou de mostarda-da-india 24 g; 2 — Extrato
aguoso simples (EAS) de canola ou mostarda-da-india; 3 — Tratamento térmico +
saché artesanal (TTS) de canola 24 g e de mostarda-da-india 24 g; 4 — Tratamento
térmico associado ao extrato aquoso simples (TTE) de canola ou de mostarda-da-
india; 5 — Tratamento térmico (TT); 6 — Extrato aquoso simples aquecido de canola
ou mostarda-da-india (EA) (57°C); 7 — Extrato aquoso simples de canola ou
mostarda-da-india com posterior inoculagdo do patégeno e Tratamento térmico
(EITT); 8 — Testemunha (T). As associacdes com a termoterapia hdo causaram maior
efeito na inibicdo do patégeno e os melhores tratamentos foram selecionados para
serem comparados ao tratamento quimico (imazalil 1g i.a/L). Os métodos extrativos
testados, para as duas espécies de brassicas reduziram significativamente o
crescimento micelial e producao de conidios de P. digitatum nos testes in vitro, assim
como a area da lesdo do bolor verde e numero de conidios nos testes in vivo. O
tratamento mais eficiente foi com o pé das brassicas em saché artesanal, reduzindo
a doenca em até 85,0% (canola) e 63,1% (mostarda-da-india). A utilizacdo de saché
artesanal com po6 das brassicas, destacando-se a canola, e o extrato aquoso simples
pela facilidade de aplicacéo, se apresentam como alternativas eficientes no controle
do bolor verde em pdés-colheita laranja Pera.

Palavras-chave: Penicillium digitatum. Brassica napus. Brassica juncea.



ABSTRACT

KOLTZ, Elizabeth Aparecida. Brasicas and thermotherapy in the control of green
mold of orange Pear in post-harvest. 91 f. Thesis (Doctorate in Agronomy) -
Postgraduate Program in Agronomy (Area of Concentration: Plant Production),
Federal Technological University of Parana. Pato Branco, 2018.

The green mold caused by the fungus Penicillium digitatum is one of the main
diseases of citrus fruits, which causes postharvest losses. The study aimed to
evaluate the potential of the canola and mustard compounds in the control of P.
digitatum in the postharvest of orange pear. Tests were carried out with different
concentrations of powder of each brassica, cultivated and collected, dried in a
greenhouse and ground to obtain the powder. In the sachet treatment, the amounts
of 6, 12, 18 and 24 g of powder were packed in sachets, moistened and distributed in
trays containing the fruits inoculated with the pathogen. The treatment of aqueous
extraction modes, in the simple mode, the powder was mixed with water and filtered.
For extraction by maceration, the extract was filtered after 8 hours. For infusion
extraction, water was heated at 100 ° C and after 20 minutes the solution was
filtered. The sachet containing the concentrations of 24 g of powder and the simple
agueous preparation of each plant material were selected to compose combinations
of treatments with the thermotherapy by immersion of the fruits in hot water (57 ° C
for 60s). The treatments were: 1 - Handmade sachet (S) of canola 24 g or mustard
24 g; 2 - Simple aqueous extract (EAS) of canola or mustard; 3 - Heat treatment +
handmade sachet (TTS) of canola 24 g and mustard 24 g; 4 - Thermal treatment
associated with the simple aqueous extract (TTE) of canola or mustard; 5 - Heat
treatment (TT); 6 - Simple warm aqueous extract of canola or mustard (EA) (57 ° C);
7 - Simple aqueous extract of canola or mustard with posterior inoculation of the
pathogen and Thermal treatment (EITT); 8 - Witness (T). The associations with the
thermotherapy did not have a greater effect on the inhibition of the pathogen and the
best treatments were selected to be compared to the chemical treatment (imazalil 1g
a.L / L). The extractive methods tested for the two species of brassicas significantly
reduced the mycelial growth and conidia production of P. digitatum in the in vitro
tests, as well as the green mold lesion area and the number of conidia in the in vivo
tests. The most efficient treatment was with brassica powder in artisanal sachet,
reducing the disease by up to 85.0% (canola) and 63.1% (mustard). The use of
handmade sachets with brassica powder, such as canola, and simple aqueous
extract for ease of application, are presented as efficient alternatives for the control of
green mold in post-harvest orange Pera.

Keywords : Penicillium digitatum. Canola. Indian mustard.
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1 INTRODUCAO

As doencas em poés-colheita diminuem a quantidade e a qualidade dos
frutos e ocasionam perdas na comercializacdo. O bolor verde, causado pelo fungo
Penicillium digitatum (Pers.: Fr) Sacc., € a principal doenca pos-colheita dos citros e
causa danos desde os pomares até o periodo de comercializacdo dos frutos
(LARANJEIRA et al., 2005). A germinacdo de esporos e o estabelecimento do
patdogeno ocorrem em razéo de ferimentos na superficie da casca do fruto, presenca
de umidade e disponibilidade de nutrientes. O bolor-verde é uma podriddo mole na
qual a lesdo é coberta por um micélio branco e logo por grande nimero de esporos
verdes do fungo. Com o passar do tempo 0s esporos se soltam e se disseminam
pelo meio e para outros frutos (FEICHTENBERGER et al., 2005).

O principal método de controle do bolor verde na pdés-colheita é a
aplicacdo de fungicidas sintéticos. No entanto, a utilizacdo intensiva de produtos
quimicos tem gerado preocupacado pela ocorréncia do fendbmeno de resisténcia por
parte do patdgeno e também pela demanda dos consumidores por produtos isentos
de substancias toxicas (ERASMUS et al., 2015). Assim, é crescente o incentivo a
pesquisa por novas formas de controle, como alternativa ao uso de fungicidas,
segura ao consumidor e ao meio ambiente, eficientes na diminui¢cdo das perdas pos-
colheita.

Métodos alternativos ao uso dos fungicidas, como produtos de origem
vegetal, vém sendo significativamente explorados. Muitas espécies apresentam
compostos bioativos que podem ser utilizados como biopesticidas para o controle de
diferentes fitopatdbgenos, com baixo potencial de contaminacdo ao ambiente, sem
risco a saude dos seres humanos e economicamente viavel.

Oleos essenciais e extratos vegetais de varias plantas produzerm em
seu metabolismo secundario alcaldides, quinonas, flavondides, glicosideos,
saponinas, taninos e terpenos e essas substancias podem inibir ou controlar
microrganismos que afetam diferentes tipos de producdes (TAIZ; ZEIGER, 2002).

Em geral, membros da familia de Brassicaceae acumulam
constitutivamente altos niveis (até 1% de peso seco) de glicosideos contendo
enxofre, os glicosinolatos (GLS; Fahey et al.,, 2001), que sao hidrolizados pela
mirosinase e produzem compostos volateis com caracteristicas fungitoxicas

chamados isotiocianatos (ITCs). A presenca de ITCs ja foi relatada no controle de
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fitopatbgenos de poés-colheita como do bolor azul em peras, mofo cinzento em
morangos, podriddo parda em péssegos (MARI et al., 2008; WU et al., 2011;
UGOLINI et al., 2014, PAZOLINI et al., 2016). Por isso, conhecer a acdo em
diferentes formas de extracdo e avaliar a liberacdo desses compostos € uma
ferramenta valiosa para prever a bioatividade que possuem na supressao de
microrganismos como o P.digitatum.

O mecanismo de acao pelo qual os ITCs poderiam causar a morte de
células fangicas tem sido investigado e uma das observacdes realizadas em estudo
com Alternaria brassicicola, é que a exposi¢ao do fungo aos ITCs causa diminuicédo
na taxa de consumo de oxigénio, acumulo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e despolarizacdo da membrana mitocondrial.

No entanto, normalmente os ITCs séo testados isoladamente e na
forma sintética no controle dos patdgenos, sendo inédito um estudo com
informacdes sobre a atividade fungica pela liberacdo de compostos volateis, do po
de canola e de mostarda-da-india pertencentes a familia Brassicaceae, em
diferentes formas de extracdo, com saché artesanal ou extratos aquosos,
combinados a termoterapia no controle de P. digitatum em condi¢des in vivo e in
vitro.

A utilizacdo do tratamento térmico pela imersédo de frutos citricos em
agua guente é uma técnica que pode ser facilmente aplicada em packinghouses no
controle de doencas de pos-colheita (SISQUELLA et al.,, 2013b), e apresenta
eficiéncia no controle de P. digitatum em laranja Pera (FORNER et al., 2013).
Todavia, a efetividade do método de controle pode ser aumentada se associada a
outros métodos (MARI et al., 2007; SISQUELLA et al., 2013).

A associacdo da termoterapia com outras formas de controle, como o
saché artesanal e os extratos aquosos, poderia potencializar o controle do bolor
verde visto que ambos tém controle ja evidenciado sobre fungos fitopatogénicos
(FORNER et al.,, 2013; MOHAMMADI et al., 2014). Sendo assim, o uso dos
compostos obtidos do pd das brassicas se apresenta como alternativa mais barata
do que os produtos sintéticos e de facil obtencédo, uma vez que, os produtos vegetais
canola e mostarda-da-india podem ser produzidos e preparados facilmente em
pequenas propriedades. Além disso, a combinacédo da termoterapia aos compostos

extraidos das brassicas esta sendo utilizado pela primeira vez no controle de bolor
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verde causado por P. digitatum em frutos de laranja Pera e pode se tornar uma
alternativa promissora para a produgcao convencional e organica.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial dos
compostos obtidos da canola e da mostarda-da-india associados ou nao a
termoterapia no controle de P. digitatum, em pds-colheita de laranja Pera, incluindo
diferentes métodos de extracdo e formas de aplicacdo dos compostos vegetais para
comparar os melhores resultados com os tratamentos alternativos com o controle

quimico no controle do bolor verde em pdés-colheita de laranja Pera.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCAS FUNGICAS EM CITROS

As doencas na pos-colheita sdo responsaveis pela perda de
quantidades significativas de frutos no mercado consumidor com grande impacto
econdbmico, pois ocorre em multiplas etapas desde a colheita, armazenamento,
comercializagéo até no domicilio do consumidor. Este, por sua vez, esta cada vez
mais sensibilizado sobre a importancia de uma dieta saudavel com produtos de
qualidade, livre de residuos de pesticidas, toxinas ou microrganismos prejudiciais e
que tenha boa aparéncia fisica (BARKAI-GOLAN, 2001).

Frutas sé@o altamente pereciveis e as perdas causadas principalmente
por fungos patogénicos podem atingir entre 25 e 50% da producéo total
(CITRUSBR, 2015). Devido ao seu maior teor de agua e composicado de nutrientes,
as frutas citricas tém maior propensdo a infeccdo por agentes patogénicos
microbianos no periodo entre colheita e consumo (TRIPATHI; DUBEY, 2004). As
frutas citricas geralmente sédo acidas, na faixa de pH 2-4, razédo pela qual a maior
parte das podriddes em frutos colhidos seja causada por fungos. Além disso, a
proliferacéo de fungos pode resultar na contaminacdo dos produtos com micotoxinas
(WU et al., 2014).

As doencgas poés-colheita de citros que desencadeiam problemas na
producdo sao classificadas em dois tipos de infec¢cdes: em alguns casos, as
infeccdes se iniciam na pré-colheita e se estendem até a pés-colheita, em outros se
iniciam na pos-colheita (FISCHER et al., 2013). Lesdes feitas no campo
normalmente sdo decorrentes de praticas inadequadas no processo de colheita e
durante o processamento, assim como no poés-colheita, desde o transporte até a
embalagem, sendo identificadas as doencas como bolores verdes e azuis,
ocasionados por Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., e Penicillium italicum
Wehmer, respectivamente (ECKERT; BROWN, 1986).

A doencga fungica denominada de bolor verde tem sido considerada
uma das causas mais incidentes para as podriddes que reduzem a qualidade e a
quantidade de frutos para comercializacdo no Brasil, com destaque em climas

quentes (FISCHER et al., 2013). A importancia de perdas de produtos em funcéo
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desta doenca implica na necessidade de buscar formas de controle para o bolor
verde em laranjas, visando a eficiéncia, seguranca e perspectiva para a reducéo
dessas perdas em pos-colheita.

Os tratamentos baseados em fungicidas quimicos tém sido utilizados
como principal método para a reducdo de perdas de frutos em pds-colheita. No
entanto, esta conduta ainda permanece e esta associada a impactos ambientais
negativos, exposicdo humana a produtos potencialmente toxicos e residuos nos
frutos. Observa-se que nas ultimas décadas, politicas reguladoras mais rigorosas
comecgaram a ser impostas a sua utilizagéo e a eficacia dos fungicidas sintéticos tem
sido questionada pelo desenvolvimento de resisténcia de alguns patégenos, sendo
uma grande necessidade a busca por métodos que possam reduzir a sua utilizacao,
e gue sejam mais seguros, alternativos e eficazes (DUAN et al., 2016).

Assim, ressalta-se a relevancia de pesquisas por novas formas de
controle para o bolor verde em laranjas, que sejam eficientes, seguras e diminuam
as perdas em poés-colheita, pois esta doenca continua a causar graves perdas

econdmicas em todo o mundo.

2.2 ASPECTOS GERAIS DO FITOPATOGENO Penicillium digitatum

Dentre os patdgenos fungicos encontra-se o género Penicillium, que
compreende mais de 150 espécies, porém a sua acao fisioldgica é restrita a uma
pequena parte dos patégenos, a qual é atribuida a responsabilidade pelas doencas
de pos-colheita, especialmente ao Penicillium spp. (BARKAI-GOLAN, 2001; MUNOZ
et al., 2011).

Especificamente quanto ao patdgeno Penicillium digitatum, o agente
causal do bolor verde em citros, foi classificado por Saccardo em 1881
(SACCARDO, 1881). A fase teleomorfica pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota,
classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae e género
Penicilium (PALOU, 2014). A fase anamorfica pertence ao Reino Fungi, grupo
incerto dos Fungos Mitosporicos, subgrupo dos hifomicetos, género Penicillium sp.,
espécie Penicillium digitatum (INDEX FUNGORUM, 2015).

No processo de interacdo com a fruta citrica existe a necessidade que
a casca do fruto apresente um ferimento para que a infeccdo ocorra inicialmente,

promovendo a germinacdo de esporos por meio de nutrientes, de modo que possa
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penetrar no tecido do hospedeiro e colonizar utilizando enzimas de maceracao
(ECKERT; BROWN, 1986; SMILANICK et al., 2005; DROBY et al., 2008; BURON-
MOLES et al., 2012; VILANOVA et al., 2012).

Em condi¢des de pos-colheita, 0 armazenamento e o estadio fisioldgico
do fruto consistem em fatores importantes para o desenvolvimento de doencas
fungicas, associada aos mecanismos de defesa intrinsecos do hospedeiro. Tais
fatores séo inerentes ao processo, considerando que o fruto se torna gradativamente
suscetivel a infeccdo com a idade fisioldgica mais avancada (TORRES et al., 2003;
SU et al., 2011; VILANOVA et al., 2012).

Em razao de ferimentos na casca do fruto, fato que propicia instalagéo
do patdégeno P. digitatum, a presenca de umidade e a disponibilidade de nutrientes
contribuem para que 0s seus esporos germinem. Outro facilitador para a
contaminagcao do fruto pode ser observado em lesdes de ferimentos e ruptura da
casca na extremidade do tronco, caracterizando-se como entrada do patégeno
(NJOMBOLWANA; ERASMUS; FOURIE, 2013).

A germinacdo de conidios de Penicillium spp., nos frutos com
ferimentos e o subsequente desenvolvimento de hifas requer agua livre, nutrientes e
condicOes especificas de temperatura e pH. Infeccdo causada por P. digitatum &
geralmente vista a olho nu apds cerca de 3 dias de incubagédo a temperatura de 25
°C. Uma area circular em torno do local da infeccdo (ferimento) com caracteristica
encharcada pode ser facilmente penetrada com o dedo. E um patégeno necrotrofico
(caracterizado pela degeneracdo do protoplasma, seguida de morte de células,
tecidos e 6rgao), que produz enzimas pectoliticas, que degradam as substancias
pécticas da lamela meédia, principalmente poligalacturonases e celulases,
responsavel pela maceracdo do tecido durante o desenvolvimento da doenca
(ECKERT; EAKS, 1989; BARKAI-GOLAN; KARADAVID, 1991). Uma dessas
enzimas, a poligalacturonase (PG), tem sido rotineiramente envolvida na facilitacdo
da invasao e colonizacao do tecido hospedeiro, e ha abundante evidéncia correlativa
que apoia o papel da PG na patogénese (ECKERT; EAKS, 1989).

As colbnias formadas por P. digitatum sdo planas e crescem rapidamente.
Dependendo da quantidade de indculo a esporulacdo comeca depois de 3 a 4 dias a
temperatura ambiente (15 - 28 °C) e se expande radialmente formando uma camada
cor verde oliva rodeada por uma faixa larga de denso micélio branco, nao-
esporulante (FEICHTENBERGER et al., 2005). A parte superior da colénia é verde
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oliva e a parte inferior vai do incolor ao amarelo creme ou ao marrom opaco palido.
A textura da colbnia € velutina, sem exsudacédo de goticulas. Ndo ha crescimento
fangico a 37 °C. Pode apresentar odor forte, uma vez que foram detectados
metabdlitos volateis em suas colbnias tais como limoneno, valenceno, etileno, alcool
etilico, acetato de etila ou acetato de metila. As estruturas das hifas portadoras dos
conidios (conidi6foros) se caracterizam por suas grandes irregularidades, tanto em
namero como nas dimensdes das partes que os compde “penicilos”. Normalmente
estes sdo curtos, biverticilados e assimétricos, formados por um indefinido nimero
de ramas (métulas) que portam uma limitada, mas variavel série de esterigmas que
determinam cadeias largas de conidios. Estes sdo lisos e de cor verde escura em
massa, variaveis na forma, onde predominam os elipticos, ainda que seja frequente
a presenca de cilindricos e globulosos (PALOU, 2014).

O fungo sobrevive saprofiticamente em pomares, substratos organicos
e outros ambientes, e produz esporos (conidios assexuados), que podem ser
carregados pelo vento e atingir a superficie dos frutos com ferimentos. Temperaturas
em torno de 24 °C séo consideradas as ideais para o desenvolvimento do fungo,
bem como, temperaturas maiores que 30 °C ou menores que 5 - 7 °C paralisam o
seu desenvolvimento (LARANJEIRA et al., 2005).

O bolor verde causado pelo P. digitatum ocorre através de lesbes
produzidas no campo, processamento ou durante a cadeia de comercializacdo da
fruta, conforme ja referido. Patbgenos com infeccdo por meio de ferimentos, tais
como Penicilium spp. se reproduzem rapidamente e 0S seus esporos estédo
onipresentes na atmosfera e na superficie das frutas e sdo facilmente disseminados
por correntes de ar (FISCHER et al., 2013). Desta forma, a fonte de inoculo fangico
em pomares de citros e em casas de armazenamento “packinghouses” é
praticamente continua durante a estacdo e os frutos podem contaminar-se desde o
pomar até a comercializacao.

Nenhuma infeccdo ocorre se a casca do fruto estiver intacta, porque
conidios livres localizados na superficie da casca ndo sao capazes de germinar. Em
contraste, os conidios situados em lesdes, que rompem glandulas sebaceas ou
penetram o albedo da casca geralmente causam infeccéo irreversivel dentro de 48 h
a 20-25 °C (GREEN, 1932). O processo, desde a germinacao até a infec¢ao, pode
ser tdo curto, com previsao de ocorréncia em até 4 h, a 25 °C (PLAZA et al., 2004).

Com o passar do tempo toda a superficie do fruto é totalmente coberta por esporos,
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que entdo comeca a murchar e se torna mumificado (FEICHTENBERGER et al.,
2005).

2.3 USO DE FUNGICIDAS NO TRATAMENTO DE BOLOR VERDE

Diante das plantas infectadas por patégenos fungicos, que incluem as
doencas pods-colheita de frutas e vegetais, tém sido buscadas alternativas de
controle e gerenciamento de doencas, sendo o uso de fungicidas considerado a
estratégia adequada (BARKAI-GOLAN, 2001; NARAYANASAMY, 2006). A presenca
de residuos de fungicidas nos alimentos, bem como a sua liberagcdo no meio
ambiente, contudo, tem preocupado autoridades responsaveis pela saude publica e
assim também os consumidores (MUNOZ et al., 2011).

Desde o inicio da década de 1960, os tratamentos baseados em
fungicidas quimicos, tém sido utilizados como principal método para a reducdo de
perdas de frutos em pos-colheita. A aplicacdo de fungicidas sintéticos como
carbendazim, imazalil, tiabendazol, ortofenilfenato de sodio, fludioxonil ou pirimetanil,
foram permitidos por diferentes paises e geralmente utilizados como primeira linha
de defesa contra os bolores verde e azul na pés-colheita de citros causada por P.
digitatum e P. italicum (SMILANICK et al., 2008).

Devido ao uso intenso de fungicidas em pods-colheita, estudos vém
demonstrando a ineficiéncia dos mesmos, pela ocorréncia de isolados resistentes
por parte do patdgeno. A partir de 1970, o fendmeno de resisténcia foi uma das
principais causas do fracasso de muitos tratamentos com fungicidas em pos-colheita
(ELBOUCHTAOQUI et al., 2014; ERASMUS et al., 2015a).

Fischer et al. (2009), analisando que o P. digitatum resistente a
fungicidas se encontra com elevada frequéncia em packinghouses, pressupde que o
campo pode se caracterizar como espaco para a ocorréncia de resisténcia do
patdogeno. A hipdtese para esta constatacdo € de que um maior numero de
aplicacoes de fungicidas realizadas no periodo de producao, visando o controle de
diferentes doencas pode ser a causa dessa resisténcia, considerando que a maior
frequéncia de isolados resistentes foi identificada em packinghouses nos quais nao
foram aplicados fungicidas pos-colheita.

Esse fendbmeno ocorre devido ao curto ciclo de vida dos patdgenos e a

abundante esporulagdo na superficie doente que contribuem provavelmente a alta
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resisténcia, aumentando a possibilidade de desenvolvimento de progénies mutantes
e sua disseminacdo (KARAOGLANIDIS et al., 2011).

Dentre os fungicidas citados, o imazalil (IMZ), especificamente, tem
sido referido como o tratamento mais comum aplicado na citricultura, pela eficacia
verificada contra a deterioracdo por Penicillium, com atividade curativa, preventiva e
antisporulante, com uso registrado a mais de duas décadas (ZHANG;TIMMER,
2007; ERASMUS et al., 2015a, 2015b; KELLERMAN et al., 2016). Trata-se de um
fungicida sistémico, cuja acao inibe a desmetilacdo da biossintese de ergosterol,
inibindo a esporulacao de P. digitatum (ECKERT; BROWN, 1986).

A atividade curativa do imazalil é explicada por D’Aquino et al. (2013),
especialmente quanto a tipos sensiveis de espécies de Penicillium, como P.
digitatum e P. italicum, ainda que em concentra¢cdes baixas, com maior resultado
verificado em aplicagcbes como emulséo aquecida. Neste estudo foi observado que o
imazalil também transmite acdo protetora e antisporulante que se mantém durante o
periodo de armazenamento, mediante aplicacées de 1000-2000 mg L™.

Assim, pela crescente preocupacdo dos consumidores sobre o
acumulo de residuos quimicos e o desenvolvimento de espécies resistentes a
agentes patogénicos, além de politicas reguladoras mais rigorosas sobre a utilizacado
e a eficacia dos fungicidas demonstrada pelo desenvolvimento de resisténcia de
alguns patogenos, estd em ascensao a busca por meios seguros e alternativos com
produtos naturais eficientes como estratégia de controle (BAUTISTA-BANOS et al.,
2014).

2.4 METODOS ALTERNATIVOS NO CONTROLE DE DOENCAS POS-COLHEITA

Na produgcdo de citricos, o objetivo do manejo pdés-colheita é a
comercializacdo de frutos de qualidade, com aumento de sua vida de prateleira e
reducdo de perdas na producdo. As perdas mais relevantes sob a analise
econdbmica sdo aquelas de origem patoldgica, fator que tem remetido nas dltimas
trés décadas a busca por tratamentos alternativos que visam a reducdo de
fungicidas quimicos na pdés-colheita compreendendo, por exemplo, a aplicacdo de
microrganismos antagonistas (WAEWTHONGRAK et al.,, 2015), bem como de

aditivos alimentares, que sao reconhecidos como compostos seguros, assim como
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substancias antimicrobianas naturais e 6leos essenciais ecolégicos (EOs) (PALOU,
2009).

Interesse particular tem sido demonstrado pela poderosa acéo
antimicrobiana de Oleos essenciais e extratos vegetais que sao considerados
relativamente seguros pela sua origem natural e baixa toxicidade para o meio
ambiente (GATTO et al., 2011; CABRAL et al., 2013). Além disso, a sua utilizacdo se
encaixa bem com o conceito da agricultura sustentavel, porque a maioria explora
ciclos naturais com impacto ambiental reduzido.

Compostos naturais como compostos  organicos  volateis,
isotiocianatos, trans-2-hexal, cavacrol, timol, citral, acido trans-cinamaldeido e 6leos
essenciais, como ja documentados, possuem atividade antimicrobiana (SPADONI et
al., 2015). Tais métodos alternativos de controle para doencas pés-colheita de citros
podem ser aplicados individualmente ou combinados com tratamentos fisicos,
guimicos ou bioldgicos (CASALS et al., 2010).

A associacdo de métodos alternativos para o controle de doencas em
citros busca integrar dois ou mais métodos de controle, no caso compostos naturais
e termoterapia, mediante alcance de objetivos especificos, que incluem o aumento
da eficicia ou da persisténcia de tratamentos individuais; os efeitos complementares
gue combinam duas atividades: preventivas e curativas; 0 atraso no
desenvolvimento de isolados resistentes a fungicidas, visando ao controle de
isolados resistentes a fungicidas ja presentes nas embalagens; e, por fim, facilitar a
reducdo das taxas de fungicidas, de modo a minimizar os residuos nos frutos e os
custos com produtos quimicos (PALOU; SMILANICK; DROBY, 2008; SMILANICK et
al., 2008).

2.4.1 Termoterapia associada a outros métodos de controle de doencas

Os tratamentos fisicos para o controle de doencas poés-colheita tém
sido enfatizados no sentido de privilegiar a auséncia total de residuos no produto
tratado e o minimo impacto ambiental. As limitacbes podem incluir a baixa
persisténcia, o risco de efeitos adversos na qualidade do produto, bem como de
problemas tecnologicos para aplicacdo comercial (USALL et al., 2016).

O tratamento fisico mais conhecido é o calor. Tradicionalmente, pode

ser aplicado sob a forma de mergulho em agua quente, escovacdo em agua quente,
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vapor, ar quente e cura (FALLIK, 2004; BEN-YEHOSHUA; PORAT, 2005). E uma
técnica simples que pode ser facilmente usada para reduzir doencgas pés-colheita de
diversos tipos de frutos no controle de diferentes patdégenos.

O tratamento com a termoterapia em frutos pos-colheita inibe o
patdbgeno e ativa as respostas de defesa do metabolismo secundario dos frutos,
evitando a utilizacdo de produtos quimicos (SILVA et al., 2008). Este método de
termoterapia em frutos pos-colheita pode ser associado a outras combinacdes, que
podem incluir tratamentos quimicos ou biologicos no controle de doencas originadas
de patégenos (PALOU et al., 2009; CASALS et al., 2010a).

Considerando que tratamentos alternativos para o controle de doencgas
fungicas em frutos pés-colheita apresentam limitacdo em sua eficacia pela influéncia
de fatores ambientais, os estudos tém se concentrado em aprimorar esta eficacia, na
combinacgao de duas ou mais formas de tratamentos (SISQUELLA et al., 2013).

Estudo sobre utilizacdo da termoterapia realizado por Casals et al.
(2010a) para controlar a podriddo parda em péssegos e nectarinas utilizou agua
quente a 60 °C por 40 segundos. A mesma temperatura € com uma exposi¢éo de 20
segundos, foi observada reducéo de 80% da podriddo parda em frutos, que foram
passados por banho de agua sobre escovas rotativas (KARABULUT et al., 2002).

Para Ben-Yehoshua e Porat (2005), a termoterapia em frutas contribuiu
para a reducdo ou retardamento do crescimento de patdégenos, pela acdo de
fechamento completo ou parcial de fraturas ou ferimentos das cuticulas
compreendidas como vias de entrada para 0s agentes patogénicos, além da
remocao de parte da microflora epifita.

Estudo de Zhang et al. (2010) indicou que o tratamento com agua
quente a 50 °C por mais de 40 segundos inibiu a germinagéo de conidios de M. laxa,
confirmando que quando combinado o uso de acido paracético (PAA) e dgua quente
possibilita temperaturas mais baixas e menores concentracées de PAA no controle
do patdégeno, em comparacao com a aplicacao individual.

Ja Sisquela et al. (2013) realizaram experimento para avaliar a eficacia
da aplicacéo de 100 mg L™ de &cido paracético (PAA) a 40 °C por 40 segundos em
podriddo marrom causada por Monilinia spp. em frutos naturalmente infectados de
péssegos e nectarinas, com reducdo significativa da porcentagem de conidios
comparativamente a mesma concentracdo de PAA a 20 °C ou somente agua

aquecida a 40 °C. As combinagdes de diferentes concentragcbes de PAA, em
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diferentes temperaturas, foram conduzidas em condi¢des in vivo no estudo, de modo
que os resultados indicaram como condicdes 6timas de tratamento 200 mg L™ de
PAA a 40 °C por 40 segundos.

Mari et al. (2007) controlaram a podriddo parda em péssegos e
nectarinas com a combinacdo de bicarbonato de sodio com &agua quente,
observando o efeito sinérgico de produtos quimicos e calor. A eficacia de banhos em
agua aquecida de sorbato de potassio foi confirmada por Palou (2009) na reducéo
de incidéncia e severidade da podriddo parda, comparativamente aos mergulhos
aplicados a temperatura ambiente.

A imersao de frutas em agua quente possibilita observar aumento na
resisténcia do hospedeiro, bem como melhoria na eficacia de agentes de controle
bioldgico, pois, conforme dispde (ZHOU; DENG; ZENG, 2014), mesmo quando as
imersdes em agua quente a 45-55 °C foram de 2 a 5 min, verificaram-se reduc¢des
nos bolores verdes e azuis em frutas citricas.

Resultados semelhantes foram identificados com a aplicacdo de agua
quente a 55-65 °C por 10-30 segundos em maquinas de embalagem sobre escovas
rotativas. A aplicacdo comercial de dgua quente como um tratamento autbnomo ja
foi indicada como alternativa para controle de decomposi¢éo citrica, limitando-se
este procedimento a frutas pequenas, especialmente quando ocorre o consumo da
casca, ou quando as frutas sao cultivadas pelo sistema organico (BEN-YEHOSHUA,;
PORAT, 2005). Esta limitacdo pressupfe que o tratamento com agua quente, nao
sendo fungicidas e nem muito persistente, tem um intervalo de temperatura efetivo
muito estreito, dependente do tipo, idade e condicao fisioldgica da fruta (PALOU et
al., 2002).

Com relacao a utilizacao de agua quente para um patdgeno especifico,
o Penicillium expansum, Spadoni et al. (2015) relatam estudo que investigou a
aplicacdo de 4gua quente a 45 °C por 10 min sobre a resposta da infec¢do por bolor
azul em macas Gala, usando dois métodos diferentes. No primeiro método, macas
feridas foram inoculadas com uma suspensdo do patégeno, sendo depois tratadas
termicamente apds 1, 4 e 24h (Inoc-HT). O método seguinte realizou tratamento
térmico e apods inoculou as frutas com uma suspensédo de esporos do P. expansum.
Os resultados indicam reducdo na incidéncia de podriddo da fruta de 100% no

método de Inoc-HT, sem efeito letal para a germinacdo de conidios do P. expansum
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na aplicagdo de agua quente a 40 °C, indicando a alta tolerancia deste patégeno ao
calor.

Especificamente quando se trata do controle de bolor azul em laranjas
Navelate e Valéncia livres de ferimento, foi obtido com o tratamento térmico de 65°C,
embora estudos demonstrem que temperaturas semelhantes a essa podem causar
prejuizos ao fruto. Foi observado controle em 7 dias de armazenamento com
tratamentos entre 50 e 55 °C, mas, apos 14 dias, o controle foi significativamente
inferior (PALOU et al., 2001).

Métodos de controle podem ter a eficiéncia aumentada quando
associados, como por exemplo, 0 método fisico integrado ao quimico, utilizando o
tratamento com agua quente (56 °C por 2 min.) com baixas doses de imazalil (500
mg kg™) demonstrou controle sobre o P. digitatum (PUAWONGPHAT; NIAMJANG;
SANCHOTE, 2008). Sendo assim, acredita-se que a associagdo do método fisico
termoterapia que apresenta bons resultados, a um método alternativo com
compostos vegetais que demonstra significativa acdo microbiana deve ser
investigado e testado cientificamente, pois vem de encontro aos objetivos que se
buscam na reducdo de perdas poés-colheita, diminuicdo de patégenos resistentes,
bem como aumento na qualidade dos frutos oferecidos a sociedade.

2.4.2 Extratos vegetais e compostos volateis naturais no controle de fitopatdbgenos

pos-colheita

A natureza conservadora de alguns tipos de plantas é ha muito tempo
ja conhecida, fato que possibilita estudos acerca da utilizacdo de extratos vegetais
no controle de fitopatégenos, considerando a diversidade de substancias presentes
na composicdo das plantas e o potencial fungicida ou fungistatico que muitas
contém, apresentando em contrapartida ndo toxicidade, sistematicidade e
biodegrabilidade (GATTO et al., 2011).

Atualmente, a busca por produtos naturais, particularmente
relacionados ao manejo de pragas, € muito evidente. Plantas aromaticas e
medicinais tem atraido interesse no campo de controle de doengas de plantas,
principalmente extratos de plantas com propriedades antimicrobianas, pelo espectro
de metabdlitos secundarios que compde o vegetal, tais como, alcaldides, quinonas,

flavondides, glicosideos, saponinas, taninos e terpendides (TAIZ; ZEIGER, 2002).
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Devido a presenca dessas substancias, algumas plantas merecem maior atencao,
especialmente porque podem ser utilizadas por produtores que trabalham com
cultivo organico ou cultivo em ambiente protegido, podendo servir como matéria-
prima para sintese de novos produtos ou ainda serem utilizadas pela inducéo a
respostas das plantas as doencgas.

Dentre essas plantas se encontram o liméo, citronela, cravo, tomilho e
orégano, que foram referidas como agentes naturais contra fungos no controle de
doencas de plantas (VIUDA-MARTOS et al., 2007). Com a aplicacao de subprodutos
naturais, que compreendem metabdlitos secundarios, ocorre em muitos casos
significativa reducdo no dano causado pelas doencas pos-colheita (TRIPATHI et al.,
2007).

Com relacdo aos diversos compostos volateis com atividade
antifingica isolados de plantas, destacam-se acetaldeido, benzaldeido, &lcool
benzilico, etanol, salicilato de metilo, benzoato de etilo, formato de etilo, hexanal,
(E)-2-hexenal, lipoxigenases, jasmonatos, alicina, glicosinolatos e isotiocianatos,
dentre outros (TRIPATHI et al.,, 2004), alguns se mostram mais especificos no
controle do P. digitatum ou do P. italicum, a exemplo estdo os jasmonatos (DROBY
et al., 1999), e os componentes de aroma que compreendem acetaldeido,
benzaldeido, etanol, formato de etilo, nerolidol e 2-nonanona (UTAMA et al., 2002).
Porém pouca énfase € dada aos glicosinolatos e isotiocianatos para tais
patossistemas.

A aplicacdo de extrato aquoso da casca de roma em limdes na
concentracdo de 12 g/L, 6 horas depois da inoculagdo mecéanica do patégeno,
resultou na reducdo da infeccdo de P. italicum e P. digitatum em 60 e 76%,
enquanto a 1,2 g/L, a redugéo foi de 45% e 46,7%, respectivamente. Ensaios in vitro
revelaram atividade fungicida contra a germinacdo de conidios de B. cinerea, P.
digitatum e P. expansum com inibicdo quase completa da germinacédo de esporos
(NICOSIA et al., 2016).

E importante observar que os modos de obtencdo podem influenciar na
atividade antifungica dos extratos vegetais, pois podem reduzir a extragdo, deixar de
extrair alguns compostos ou inativar certas enzimas. Primeiramente € necessario
saber quais os principais compostos presentes nas plantas estudadas e depois

avaliar seu comportamento diante de variacbes como temperatura, solvente e
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método de extragdo, bem como a melhor forma de aplicacdo e a viabilidade da
associacdo de métodos para a eficiéncia de controle desejado.

A concentracdo dos compostos bioativos em cada uma das espécies
de plantas depende das condi¢cdes ambientais; com isto, influencia no modo de acéo
no metabolismo do patossistema, indicando a probabilidade de que a atividade
antimicrobiana ndo possa ser atribuida a um mecanismo especifico, mas a diversos
modos de acdo (CARSON; MEE; RILEY, 2002).

Diante da necessidade de preservacao dos alimentos, novos métodos
visando a este objetivo sdo estudados e desenvolvidos incluindo as embalagens
antimicrobianas com comprovada eficiéncia, disponibilizadas em forma de sachés
antimicrobianos que contém agentes volateis e estes permitem o controle do
desenvolvimento de microrganismos (MEDEIROS et al., 2011).

Sendo assim, estudos tem mostrado que o método de extragdo dos
principios quimicos tem um grande efeito sobre o isolamento dos compostos ativos,
havendo a necessidade de conhecimento do método mais apropriado para tal
finalidade. Neste sentido a investigacdo de métodos de extracdo se torna
imprescindivel em estudos que visem trabalhar com compostos ativos de plantas
gue podem ser usados como extratos ou compostos volateis no controle de

patdgenos especificos.

2.4.3 Controle de fitopatégenos com compostos derivados da Familia Brassicaceas

A familia Brassicaceae, também chamada de Cruciferae, inclui cerca
de 375 géneros e cerca de 3.200 espécies (LECOZ; DUCOMBS, 2006) dessa
familia tem mostrado eficiéncia no controle de fitopatogenos (DROBNICA, 1967;
BROWN; MORRA, 1997; ZASADA et al.,, 2003; MATTHIESSEN; KIRKEGAARD,
2006). Investigacdes sobre compostos da familia Brassicaceae demonstram que
praticamente todas sdo capazes de produzir um grupo de metabolitos secundarios,
chamados glicosinolatos (GSLs), cujas propriedades antifungicas foram relatadas
desde 1937 (KJAER, 1976; MOJTAHEDI et al., 1993; POTTER et al., 1998; ZASADA
et al., 2003).

Os GSLs séo considerados ésteres de (Z)Cis-N-hidroxiaminossulfato,
possuindo uma cadeia lateral (grupo R) e uma parte B-D-glucopiranose ligada ao

enxofre. S840 biossintetizados a partir de aminoacidos e a base da heterogeneidade
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estrutural dentro dos glicosinolatos (e das atividades biol6gicas de seus produtos de
clivagem quimica e/ou enzimética) € a diversidade estrutural, portanto, a reatividade
guimica esta associada a variacdo na estrutura da cadeia lateral (FENWICK et al.,
1983). A estrutura da cadeia lateral R pode conter substituintes alifaticos, aromatico
ou heterociclicos (por exemplo, inddlicos) (FAHEY et al., 2001).

Os GSLs de cada grupo sao sintetizados através de uma via
metabdlica independente e que partilha um conjunto comum de enzimas envolvidas
na formacdo da estrutura nuclear do GSL sob controle genético (FAHEY et al.,
2001). J& foram identificados cerca de 200 tipos diferentes de GSLs e os trés
subtipos formados tém os seus precursores correspondentes de forma que,
glicosinolatos alifaticos sédo derivados de alanina, leucina, isoleucina, valina, e
metionina. Glicosinolatos inddlicos e glicosinolatos aromaticos sdo derivados,
respectivamente, a partir do triptofano e fenilalanina ou tirosina (ZASADA et al.,
2003; ISHIDA et al., 2014).

Grande parte dos GSLs possui cadeia lateral linear ou ramificada.
Muitas destas substancias podem conter, também, ligacbes duplas (olefinicas),
grupos hidroxila ou carbonila ou ligagées de enxofre em varios estados de oxidacao,
sendo este Ultimo o maior grupo, compreendendo um ter¢co do total dos
glicosinolatos conhecidos, como, por exemplo, metiltioalquilas, metilsulfinil alquilas
ou metilsulfonil alquilas. Alguns glicosinolatos contendo o grupamento benzila
apresentam ligacao glicosidica com o anel aromatico, em que a molécula de agucar
pode ser a glicose, a ramnose ou a arabinose (FAHEY et al., 2001).

A composicao e o contetdo de GSLs no vegetal sdo influenciados pelo
genatipo, clima e condicbes de cultivo, incluindo fertilizacdo, época de colheita e
local de plantio. Eles diferem completamente entre os géneros de plantas e entre os
diferentes 6rgdos (ROSA et al., 1997). Em geral, varias partes de determinadas
brassicas (raizes, hastes, folhas, inflorescéncias, frutos e sementes) apresentam
qualitativamente o mesmo padréo, porém ocorrem mudancas em cada glicosinolato
das raizes para o0rgaos e sementes verdes (KJAER, 1980).

Plantas de canola (Brassica napus L.) foram submetidas a analises por
Cromatografia Liquida, onde foram detectados em folhas e sementes 12 tipos
diferentes de GSLs, pertencentes as trés classes quimicas: sete alifaticos
(progoitrina, epiprogoitrina, sinigrina, gluconapoleiferina, glucoalisina, gluconapina e

glucobrassicanapina), quatro indol (glucobrassicina, 4-hidroxilucobrassicina,
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neoglobrassicina, e 4-metoxiglucobrassicina) e um aromético (gluconasturtiin).
Entretanto, os glicosinolatos alifaticos foram predominantes em ambos os 6rgaos da
planta (VELASCO et al., 2008).

Os GSLs séao formados em todos os tecidos da planta e se degradam
via hidrélise enzimatica. Quando h& autdlise ou rompimento no tecido da planta, os
GLs entram em contato com a enzima (ou grupo de enzimas) mirosinase
(Tioglucosido glucohidrolase EC 3.2.3.1, Myr), presente endogenamente nos
tecidos, que € armazenada separadamente na célula. A partir desse contato os GLs
deixam de ser quimicamente estaveis (OERLEMANS et al., 2006). Com a atividade
da mirosinase ocorre a liberacdo de uma porcao de glicose e um fragmento de
aglicona, que forma um intermediario instavel (MITHEN et al., 2000), o qual se
reorganiza espontaneamente em um rearranjo de Lossen (Figura 1) para produzir
varios produtos biologicamente ativos (OERLEMANS et al., 2006).

Nesse processo de hidrolise ha producdo de compostos bioativos que
incluem as nitrilas, epinonitrilas, oxazolidinationas, tiocianatos e/ou isotiocianatos,
com diferentes proporcbes conforme a natureza quimica do GL precursor e de
acordo com as condi¢cbes de ocorréncia da hidrélise, que pode ser o pH, substrato
ou disponibilidade de ions metalicos e outros elementos proteicos (ROSA et al.,
1997; BONES; ROSSITER, 2006; MORRA et al., 2010).

Entre os produtos derivados (PDs) de hidrélise enzimatica de GLs (GL-
DPs), os isotiocianatos (ITCs) sdo os principais produtos formados pela reagcédo e
tém algumas propriedades bioldgicas importantes (ROSA et al., 1997; FAHEY et al.,
2001).

Os ITCs sdo compostos altamente tOxicos aos microrganismos, porém
alteram sua toxicidade em diferentes organismos, assim como entre os diferentes
compostos volateis que produzem. Por serem biocidas gerais sua atividade resulta
pela interacao irreversivel com proteinas (BROWN, 1997; SARWAR et al., 1998)

Os compostos volateis produzidos possuem caracteristicas inseticidas,
nematicidas e fungicidas (SMOLINSKA; HORBOWICZ, 1999; BLOK et al., 2000),
além de possuirem efeito herbicida.

Os isotiocianatos sdo compostos pungentes importantes que afetam o
sabor e odor de plantas da familia Brassicaceae (FAHEY et al., 2001; WILLIAMS;
PUN, 2011). Estes sdo compostos lipofilicos, com baixa solubilidade em agua e

guando em contato com o solo sédo rapidamente degradados (RUMBERGER,;
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MARSCHNER 2003), com tempo de meia vida de dois dias, em temperatura de
20°C (BOREK et al.,1995).

Quando em contato com o solo, a rapida absorcéao esta relacionada a
sua volatilizacdo, por ser degradado por microrganismos deste meio (GIMSING;
KIRKEGAARD, 2006), e, principalmente, pela capacidade do isotiocianato ligar-se
ao grupo nucleofilico encontrado em solos organicos (BOREK et al., 1995). Por isso
€ importante utilizar espécies que possuam no tecido alto teor de GSLs como é o
caso da Brassica napus (canola) e Brassica juncea (mostarda-da-india)
(KIRKEGAARD; SARWAR, 1998; GIMSING; KIRKEGAARD, 2006).

HO.
H,0 Glucose HSO,

OH Rw-S°
RopSm™-OH - Myrosinase —— Nogoy

[
NOSOy
Glucosinolate Isothiocyanate

Figura 1 — Formacao de isotiocianatos
Fonte: Zhang (2004).

As estruturas apresentadas na figura 2 sdo de ITCs oriundos da
Brassica napus, Brassica hirta, Brassica campestris, Brassica juncea, Brassica nigra
e outras (ZHANG, 2004).
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@CHZ—N:C:S BITC
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@—CI]g—CHg—CHz—CITg—Cﬂg—C.Hz—N:C:S PHITC

CH;=CH—CH,—N=C=S8 AITC
H3C —S —CH;—CH; —CH,—CH,—N=C=$ Erucin
H3C—S—CH—CH—CH>—CH;—N=C=5 Dehydroerucin
i
H;C—S—CH;—CH;—CH; —N=C=S Iberin
i
I 13(7—b!—C-Hg—CHQ—CHZ—CHQ—N:C:S Sulforaphane

Figura 2 — Formulas estruturais da PITC (Fenil ITC), BITC (Benzil ITC), PEITC (Fenetil ITC), PBITC
(4-fenilbutil ITC), PHITC (6-fenilhexil ITC), AITC (Alil ITC), Erucin, dehidroerucin, Iberin e
Sulforafane Fonte: Zhang (2004).

Diversos tipos de GLs sao encontrados nas brassicas, sendo que sua
concentracdo e composicao variam entre espécies e entre as diferentes partes da
planta. O acumulo de GLs alifaticos em B. rapa € aumentado pelo baixo teor de
nitrogénio e alto teor de enxofre (CHEN et al., 2015).

Os niveis de GLs em B. napus foram elevados por ferimento, metil
jasmonato e infeccdo fungica. Alguns resultados intrigantes foram obtidos para a
relacdo entre estresse de alta temperatura e sintese de GL. Sabe-se que a
exposicao de vegetais da familia Brassicaceae a altas temperaturas aumenta os
teores de GLs alifaticos superiores (PEREIRA et al., 2002).

Consequentemente, os isotiocianatos, também variam em sua toxidade
a diferentes organismos, dependendo das espécies de plantas, cultivares e estadios
de crescimento, composi¢cdo quimica da cadeia lateral, concentracdo e tempo de
exposicdo (BOREK et al., 1995; BROWN; MORRA, 1997; KIRKEGAARD et al.,
1998; FAHEY et al., 2001).

Em se tratando de mostarda-da-india (Brassica juncea L.), estudos
relataram que foi cultivada durante séculos em muitas partes da Eurasia, da qual se
origina. E comumente conhecida pelo uso de suas sementes em muitos paises

como especiaria picante tradicional (BJORKMAN et al., 2011). O principal GSL
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encontrado na mostarda-da-india é a sinigrina, que quando hidrolisada produz o alil
ITC (COOLS; TERRY, 2012). Este isotiocianato também pode ser encontrado em
altas concentracdes nas raizes de canola (SMOLINSKA et al., 2000). Enquanto que
para outro tipo de brassica como a S. alba, o principal GLS é a sinalbina que produz
o ITC de p-hidroxibenzil (ZASADA; FERRIS, 2004).

Considerando que o efeito fungicida dos ITC contra um fungo
especifico sofre variagdo conforme o ITC determinado, o relato € de que os ITCs
aromaticos apresentaram maior fungitoxidade com relacdo aos grupos R alifaticos
(CARTER et al., 1963). Estudo realizado por Borek et al. (1995) indicou que os ITCs
derivados de GSLs arométicos foram quarenta vezes mais toxicos para as doencgas
na videira preta (Otiorhynchus sulcatus F.) comparativamente a fragcéo alifatica.

A avaliacdo in vitro dos diferentes ITCs mostram que, na maioria dos
casos, as espécies de Brassicas contém em sua estrutura mais de um glicosinolato
(TRONCOSO-ROJAS et al., 2005).

Piva (2013) testou os extratos de po de canola obtidos por diferentes
formas de extracdo (alcodlico, infusdo, maceracdo e extrato aquoso), nas
concentragdes de 0, 3, 6, 9 ou 12%, no controle do oidio do pepino, e verificou que o
tratamento com melhor controle foi do extrato obtido por maceragdo, na
concentracéo de 12%, com reducdo na incidéncia e severidade da doenca acima de
50% e 90%, respectivamente.

Varios dados podem ser observados com relacdo ao éxito da utilizacéo
das brassicas no controle de fitopatégenos, todavia a utilizacdo de brassicas no
controle de fitopatdgenos na poés-colheita ainda tem sido pouco relatada, mas
trabalhos recentes ja mostram o efeito positivo dessas plantas contra alguns
patogenos.

O teste in vitro de alguns GL-PDs mostrou elevado nivel de atividade
contra agentes patogénicos pos-colheita em que o alil isotiocianato (AITC) produzido
por hidrélise do GL sinigrina foi altamente inibidor do crescimento de P. expansum
agente causador do bolor azul em peras (MARI et al., 1993; MARI et al., 1996).

Investigacdo de diferentes formas de extracdo e de aplicacdo dos
extratos de canola e de mostarda-da-india associados a termoterapia sobre a
podriddo parda (Monilinia fructicola) foram recentemente realizados. As formas de
extracdo testadas foram aquosa simples, maceracdo e infusdo. Os extratos com

concentracdo 12% (p/v) de duas espécies de brassicas na sua maioria reduziram
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significativamente o crescimento micelial e germinacdo de conidios de M. fruticola,
assim como a area da lesédo da podridao parda e a producao de conidios in vivo, ndo
confirmado o mesmo efeito com a aplicacdo do extrato de mostarda-da-india em
infusdo. Dentre varias combinac¢des, quando se realizou a aplicacdo dos respectivos
extratos (canola e mostarda-da-india) seguidas da inoculagédo dos frutos, aplicacdo
da termoterapia e aplicagéo do extrato novamente (EITE), observou-se que ocorreu
eficiéncia no controle da podriddo parda em péssego, reduzindo a doenca, em
meédia, 58 e 51%, respectivamente. A comparacao dos tratamentos entre si e com o
controle quimico confirmou a superioridade do tratamento EITE de canola e EITE de
mostarda-da-india, ndo diferindo do controle quimico sobre a producdo de conidios
nas lesdes de podriddo parda em péssego, com reducdo da area da lesdo em mais
de 84%, e a esporulacédo em mais de 90% (PAZZOLINI et al., 2016).

Alguns estudos determinaram e quantificaram isotiocinatos que de
forma isolada, mostraram seu efeito inibidor a certos fitopatégenos. Benzil
isotiocianato pode ser encontrado no mamao papaya e testes laboratoriais
confirmaram que sementes deste, podem matar, de forma efetiva, helmintos in vitro
e in vivo (CASTRO; ANJOS; OLIVEIRA, 2008), sendo o isotiocianato o composto
ativo responsavel por tal caracteristica (MATTHIESSEN; WARTON; SHACKLETON,
2004).

Segundo Potter, Davies e Rathjen (1998) o ITC formado em maior
quantidade na decomposicdo da canola é o 2-propenil também chamado de alil ITC,
sendo este 0 mais toxico aos microrganismos, mas ocorre a formacao de outros,
com menores concentracdes e menor poder de supressao de patdégenos. O estudo
evidencia que a influéncia na inibicdo dos microrganismos, ndo é necessariamente a
quantidade de ITC liberada pelo composto e sim o tipo formado (NICOLA et al.,
2013).

Muitos trabalhos relatam as dificuldades para identificar e quantificar
ITCs. De acordo com Cools et al. (2012), ITCs e nitrilas sdo frequentemente
extraidos usando hidrodestilacdo pelo sistema de clevenger e analisados por
cromatografia gasosa, a autora cita que € um processo trabalhoso, necessita de
grande volume de material vegetal e temperaturas elevadas podem degradar os
GSL em agliconas.

Smolinska e Horbowicz (1999) quantificaram ITCs em espécies de

brassicas usando para a extracdo o solvente diclorometano na presenca do padrao
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fenil ITC. A andlise foi realizada por cromatografia gasosa com detector de ionizacéo
de chama. A Brassica juncea apresentou alta quantidade de alil ITC e foi constatado
que durante a primavera a liberacdo desse ITC é duas vezes maior que no outono.
Andlise quimica por cromatografia gasosa de Brassica juncea confirma que alguns
compostos volateis estdo presentes em sementes com concentracao 10 vezes maior
do que em folhas (MALABED; NOEL, 2012). Estudo de Sharma, Rai e Prasad
(2018) identificou nas sementes da mostarda-da-india um perfil cromatografico com
32,46% do 2-butil isotiocianato e 28,01% de fenetil isotiocianato, com destaque para
a presenca de 24,24% de 2-butil isotiocianato nas folhas, confirmando que os
glicosinolatos com presenca dos grupos alil e feneletii na cadeia lateral s&o
compostos de maior predominancia em Brassica juncea (D’AQUINO et al., 2017).

Castro et al. (2008) quantificou o benzil ITC em amostras de maméao
papaya utilizando o solvente extrator acetato de etila e como método de analise a
cromatografia gasosa. As determinagcdes de BITC em mamao forneceram um valor
meédio de concentracdo em todas as amostras analisadas de 16,23 ug/g.

A metodologia empregada no processo extrativo para analise quimica é
fundamental para retirar de forma seletiva as fracbes ou substancias de interesse
para andlise. O estado de divisdo do vegetal, agitacdo do sistema, temperatura,
natureza do solvente extrator, pH, tempo de extracdo, sao fatores que influenciam
diretamente na eficiéncia da extracdo (MITHEN, 2001).

As brassicas canola e mostarda-da-india ainda néo foram testadas no
controle do bolor verde. Para tanto é necessario maior conhecimento sobre os
métodos extrativos, identificagdo e quantificacdo dos tipos de isotiocianatos que se
fazem presente nesses vegetais. Geralmente estas substancias sao testadas na sua
forma sintética e em alguns casos isoladamente, havendo poucas informacdes sobre
a acdo dos compostos extraidos das brassicas no controle de patdogenos em
condi¢cbes in vivo e in vitro. Ainda cita-se que compostos extraidos da canola e
mostarda-da-india podem ser considerados alternativas viaveis, pela facil obtencao
e baixo custo, ja que podem ser cultivados na pequena propriedade e seus

subprodutos produzidos pelo préprio produtor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Campus de Pato

Branco - Parana.

3.2 OBTENCAO DO PO DE CANOLA E DE MOSTARDA-DA-INDIA

A canola ‘Hyola 4333’ e mostarda-da-india ‘Q 6501’, foram cultivadas
na area experimental da UTFPR. A parte aérea das plantas foi coletada em pleno
florescimento e mantida em estufa a 50°C por 72 horas. Em seguida, foram
trituradas em moinho de facas tipo Willey (SOLAB) com peneira de 0,25 mm. O poé

foi armazenado no escuro em geladeira a 4 °C até a sua utilizacao.

3.3 PREPARO DO PO DE CANOLA E DE MOSTARDA-INDIA EM SACHE
ARTESANAL

Para os ensaios in vitro, foram utilizados filtros para chimarrdo Chicao
confeccionados de tecido voil, de 5 cm de comprimento x 4 cm de largura, nos quais
acondicionaram-se as quantidades de 0,11; 0,22; 0,33 e 0,44 g de p6 de canola ou
mostarda-da-india.

Nos ensaios in vivo, 0s sachés utilizados foram confeccionados de
tecido poliéster tipo voil, com fios finos e baixa densidade, no tamanho de 15 cm de
comprimento x 4 cm de largura, nos quais acondicionaram-se as quantidades de 6,

12, 18 e 24 g de po de canola ou mostarda-da-india.

3.4 PREPARO DOS EXTRATOS AQUOSOS COM PO DE CANOLA E DE
MOSTARDA-DA-INDIA
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Para a obtencdo dos extratos aquosos, 120 g de p6 seco de canola ou
mostarda-da-india e 880 mL de agua destilada foram adicionados em béquer de 1,5
L resultando em concentracdo de 12% (p/v).

Os extratos aquosos foram preparados da seguinte forma:

a) Aquoso simples (EAS) : o p6 vegetal de canola ou mostarda-da-
india foi misturado em &gua destilada (temperatura +25°C) e, em seguida, a
suspensao foi filtrada com dupla camada de gaze;

b) Infusdo (EAI): o po vegetal de canola ou mostarda-da-india foi
misturado a agua destilada (temperatura +100 °C) por 20 minutos em recipiente
escuro e fechado, em seguida a suspensao foi filtrada com dupla camada de gaze;

c) Maceracao (EAM) : o0 po vegetal de canola ou mostarda-da-india foi
misturado em agua destilada (temperatura +25 °C). A suspenséo foi mantida por um
periodo de oito horas no escuro, e filtrada com dupla camada de gaze.

Depois do preparo, os extratos foram utilizados imediatamente para
cada ensaio experimental separadamente, sem periodo de armazenamento, como

descrito a seguir.

3.5 OBTENGCAO E MULTIPLICACAO DO INOCULO DO PATOGENO

O fungo P. digitatum utilizado neste estudo foi isolado de frutos de
laranja Pera com sinais de bolor verde, coletados nos mercados locais de Pato
Branco, Parana.

Apés isolamento e identificacdo do patdgeno, a cultura pura do fungo
foi repicada para placas de Petri e tubos de ensaios contendo meios de cultivo BSA.

Os tubos de ensaio apos 7 dias foram armazenados em geladeira a 4 °C, no escuro.

3.6 OBTENCAO E DESINFESTACAO DOS FRUTOS

Os experimentos in vivo foram realizados com frutos de laranjas Pera
Citrus sinensis (L.) Osbeck obtidos da Distribuidora Comercial de Frutos e Verduras
Cantu, localizada na cidade de Vitorino, Paran&. Os frutos sem danos mecéanicos ou
microbioldgicos visiveis foram selecionados com base na uniformidade de tamanho

e maturacao.
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Os frutos foram imersos em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5% de
cloro ativo (v/v) por dois minutos para desinfestagcdo da superficie, seguido pelo
enxague com agua de torneira. Em seguida foram distribuidos em bancada para
secagem sobre papel toalha por aproximadamente 4 horas em temperatura
ambiente (x 23 °C).

3.7 EFEITO DOS COMPOSTOS FITOQUIMICOS OBTIDOS DO PO DE CANOLA
OU DE MOSTARDA-DA-INDIA SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL E
PRODUCAO DE CONIDIOS DE P. digitatum

Para avaliar o efeito das quantidades de p6 de canola e de mostarda-
da-india ou as formas de preparo de extratos aquosos obtidos dos mesmos produtos
vegetais sobre o desenvolvimento do patdgeno, foram realizados ensaios com
delineamento inteiramente casualizado e cinco repeticbes por tratamento. Os
ensaios foram executados separadamente com cada uma das brassicas e repetidos

por duas vezes (ensaio | e ensaio Il) conforme descrito a seguir:

3.7.1 Efeito de concentracdes de p6 de canola ou de mostarda-da-india no saché

artesanal sobre P. digitatum

Para este ensaio foram utilizados somente fundos de placas de Petri.
Discos de micélio de 5 mm de diametro, retirados de uma coldnia de P. digitatum de
13 dias de idade foram transferidos para o centro do fundo de uma placa de Petri (9
cm de diamentro) contendo meio de cultivo BSA. Sachés com 0,0; 0,11; 0,22; 0,33 e
0,44 g de po6 de canola ou mostarda-da-india foram colocados em placas de Petri,
contendo papel filtro Gmido (descrito modo de preparo no item 3.3). Essas
guantidades foram calculadas proporcionais ao volume da placa de Petri com
relacdo ao volume da bandeja, utilizada nos ensaios in vivo. Cada saché contendo
p6 foi umedecido com 0,11; 0,22; 0,33 e 0,44 mL de agua destilada,
respectivamente, de acordo com as quantidades em g de pO contido nos
tratamentos. Os fundos das placas foram sobrepostos, de modo que o disco de
micélio em meio de cultivo BSA ficasse na parte superior e, em seguida, selados

com plastico filme. O tratamento testemunha foi considerado a concentracao zero.
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3.7.2 Efeito da forma de preparo de extratos aquosos de pé de canola ou de

mostarda-da-india sobre P. digitatum

Neste estudo, 1 mL de extrato aquoso obtido por extracdo simples
aguosa, infusdo e maceracdo (item 3.4) foi acondicionado em fundo de placa de
Petri. Em outro fundo foi adicionado dicos de micélio de P.digitatum em meio BSA.
Os fundos das placas foram sobrepostos e selados com plastico filme. No

tratamento testemunha foi utilizada agua destilada.

3.7.3 Efeito de extratos aquosos de po de canola ou de mostarda-da-india sobre P.

digitatum

Neste ensaio, 0s extratos aquosos foram preparados por extracéo
aguosa simples, infusdo e maceracdo, mas na concentracdo de 24% (p/v). Em
seguida os extratos foram homogeneizados e adicionados ao meio de cultivo BSA
fundente (x 60 °C), de modo a se obter concentracao final de 12%, e vertidos em
placas de Petri. ApGs a solidificacdo dos meios de cultivo, discos de micélio de P.
digitatum (5 mm de diametro) foram transferidos para o centro das placas de Petri.

Em todos os ensaios, as placas de Petri foram seladas com plastico
filme (PVC) e mantidas a 25°C em camara de crescimento por 12 dias ou até o
crescimento micelial alcancar a borda de uma das placas neste periodo. Foram
feitas avaliagdes do crescimento micelial por meio de medi¢gbes (cm) do crescimento
radial da coldénia em dois eixos ortogonais e, posteriormente, calculada a média. Os
valores do crescimento micelial foram convertidos para porcentagem de inibicdo do
crescimento (PIC) onde: PIC = [(diametro da testemunha - diametro do
tratamento)/diametro da testemunha] x 100, para cada forma de extracdo em relagéo
a testemunha.

Para a contagem do numero de esporos, 10 mL de agua destilada
contendo 0,5% de Tween-80 foram adicionados em cada placa de Petri e com
auxilio de uma alga de Drigalski, o0 micélio de cada placa foi raspado. Na suspenséo
de conidios foi acrescentado o volume de 20 uL de lactofenol. Para determinar a
concentracdo de esporos, uma aliquota foi transferida para a camara de Neubauer e

a contagem foi feita com auxilio de microscopio optico no aumento de 400 x.
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3.8 EFEITO DE EXTRATOS DE CANOLA OU DE MOSTARDA-DA-INDIA SOBRE O
BOLOR VERDE EM FRUTOS DE LARANJA PERA

3.8.1 Preparo, ferimento, inoculacdo e armazenamento dos frutos

Para a realizacdo de todos os experimentos in vivo deste estudo,
bandejas de plastico (36 x 20 cm) tiveram o fundo revestido por folhas de papel
toalha umedecidas com agua destilada a fim de formar camara umida. Sobre o papel
toalha foram espalhados uniformemente anéis de policloreto de vinila (PVC) de 50
mm de didametro e 2 cm de altura em cima destes foram distribuidos 8 frutos de
laranja Pera, previamente selecionados e desinfestados (item 3.6), em cada
bandeja.

Para a inoculagao foi efetuado um ferimento mecéanico na casca dos
frutos de 2 a 3 mm, com um perfurador. Em seguida, 20 pL de suspensdo de
conidios calibrada com um hemocitdmetro na concentracdo 1 x 10° conidios.mL™,
foram depositadas no local do ferimento, com auxilio de uma micropipeta
automatica.

Logo apds a aplicagdo dos tratamentos, os frutos foram distribuidos
nas bandejas, as quais foram acondicionadas em sacos plasticos (50 x 35 cm) e
armazenadas em incubadora a 25°C por 96 horas.

Todos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente
casualizado e cada unidade experimental representada por uma bandeja, foram
compostas por oito frutos, com cinco repeticdes por tratamento. O experimento foi

conduzido por duas vezes.

3.8.2 Efeito de concentracdes de p6 de canola ou de mostarda-da-india no saché
artesanal sobre o bolor verde

Sachés contendo de 6, 12, 18 e 24 gramas de p6 de canola ou
mostarda-da-india foram avaliados quanto a sua acdo no controle do bolor verde. Os
sachés foram preparados conforme descrito no item 3.3 em seguida, umedecidos
com 0, 6, 12, 18 e 24 mL de agua destilada e cada saché distribuidos no centro das

bandejas contendo frutos inoculados com P.digitatum.
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Apds 96 horas, foram avaliadas as areas das lesdes (cm?) nos frutos,
causada pelo P. digitatum. Para isso, os frutos de todos os tratamentos foram
fotografados e a medicao foi feita por meio das imagens capturadas com o software
Image Tool. O percentual de inibicdo da doenca foi calculado pela reducéo da area
lesionada dos frutos tratados em relacdo a testemunha: Eficiéncia (%) = (area da
testemunha — area do tratamento) x 100/area da testemunha.

Todos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente
casualizado e cada unidade experimental foram compostas por oito frutos, com

cinco repeti¢coes por tratamento. O experimento foi conduzido por duas vezes.

3.8.3 Efeito do modo de preparo de extratos aquosos do p6é de canola ou de

mostarda-da-india sobre o bolor verde

Extratos aquosos simples, de maceracgéo e de infusdo do p6 de canola
e de mostarda-da-india foram avaliados quanto a sua acao nas diferentes formas de
extracdo no controle do bolor verde. Os extratos foram preparados conforme
descrito no item 3.4 e como testemunha foi utilizada apenas agua destilada. Os
frutos de laranja Pera previamente selecionados, desinfestados e secos, foram
imersos por 1 minuto em um recipiente de dois litros, contendo, separadamente 0s
diferentes extratos previamente preparados. No tratamento testemunha os frutos
foram mergulhados em agua destilada. Em seguida, os frutos permaneceram em
bandejas pelo tempo de dois minutos para secagem. Apds esse tempo, foram
inoculados e armazenados, conforme descrito no teste anterior.

Os experimentos foram avaliados conforme descricdo no item 3.8.2.
Todos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado e
cada unidade experimental foi composta por oito frutos, com cinco repeti¢coes por

tratamento. O experimento foi conduzido por duas vezes.

3.8.4 Efeito do saché ou extraro aquoso de pé canola ou de mostarda-da-india

associados a termoterapia no controle do bolor verde

Neste estudo foram testados os tratamentos selecionados nos testes

anteriores, (itens 3.8.2 e 3.8.3) associados ou ndo com termoterapia no controle do
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bolor verde. As metodologias de preparo, ferimento e inoculagdo dos frutos foram
realizadas conforme descrita no item 3.8.1.

Os tratamentos foram o0s seguintes: 1 — Saché artesanal (S) de canola
24 g ou de mostarda-da-india 24 g; 2 — Extrato aquoso simples (EAS) de canola ou
mostarda-da-india; 3 — Tratamento térmico (57°C) + saché artesanal (TTS) de
canola 24 g e de mostarda-da-india 24 g; 4 — Tratamento térmico (57°C) + extrato
aguoso simples (TTE) de canola ou de mostarda-da-india; 5 — Tratamento térmico
(TT); 6 — Extrato aquoso simples aquecido de canola ou mostarda-da-india (EA)
(57°C); 7 — Extrato aquoso simples de canola ou mostarda-da-india + Inoculacéo do
patdgeno + Tratamento térmico (57°C) (EITT); 8 — Testemunha (T).

Para o tratamento térmico, os frutos foram mergulhados em agua
destilada a 57 °C, por dois minutos em banho-maria (Modelo TBI 45/100).

Os tratamentos 1 e 2 seguiram a metodologia de preparo descrita nos
itens 3.8.2 e 3.8.3. Nos tratamentos 3, 4, 5 e 6, primeiramente foi efetuada a
inoculacdo e, apos repouso de uma hora para a secagem da gota do inoculo do
patogeno, os frutos foram submetidos a aplicacao da termoterapia e posteriormente
foram tratados com o saché artesanal (tratamento 3 e 4) e extrato aquoso simples
(tratamento 5).

No tratamento 7 os frutos foram imersos no extrato aquoso, seguido da
inoculacao e tempo de espera de uma hora para secagem da gota do inoculo, antes
do tratamento térmico. No tratamento testemunha os frutos de laranja Pera foram
imersos em agua destilada.

Apés os tratamentos, os frutos foram distribuidos nas bandejas,
acondicionados em sacos plasticos e armazenados. Os experimentos foram
avaliados conforme descricdo no item 3.8.2. Todos os ensaios foram montados em
delineamento inteiramente casualizado e cada unidade experimental foram
compostas por oito frutos, com cinco repeticdes por tratamento. O experimento foi

conduzido por duas vezes.

3.8.5 Efeito de tratamentos alternativos com o p6 de canola ou de mostarda-da-india
e fungicida no controle do bolor verde

Os tratamentos selecionados no item 3.8.4 foram comparacdo com o

fungicida imazalil 1g i.a/L (grama de ingrediente ativo por litro), grupo quimico
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imidazole, indicado para o controle de bolor verde em pds-colheita na cultura de
citros.

Os tratamentos foram: 1 — Saché artesanal (S) de canola 24 g ou de
mostarda-da-india 24 g; 2 — Extrato aquoso simples de canola ou de mostarda-da-
india (EAS); 3 — Fungicida (F) 4 — Testemunha (T). No tratamento com o fungicida,
os frutos foram mergulhados por um minuto sob agitacdo, num recipiente fechado,
contendo 2 L de solucéo de imazalil e, apés dois minutos de secagem em bandeja,
procedeu-se a metodologia descrita no item 3.8.1 preparo, inoculacao,
acondicionamento e armazenagem.

Os experimentos foram avaliados conforme descricdo no item 3.8.2. e
neste ensaio também foram avaliados o nimero de conidios produzido nos frutos.
Os conidios da area da leséo dos frutos foram retirados por raspagem completa com
alca de Drigalski e lavagem com agua destilada e esterilizada contendo 10 pL de
Tween-80 e recolhida em tubos de ensaio, completando o volume final de 10 mL de
agua destilada e esterilizada e 10 pyL de lactofenol para impedir o processo de
germinacao dos conidios do fungo. Em seguida essa suspensao foi utilizada para
determinar o niumero de conidios, onde uma aliquota foi transferida para a camara
de Neubauer e procedeu-se a contagem em microscoépio 6ptico no aumento de 400
X.

Todos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente
casualizado e cada unidade experimental foram compostas por oito frutos, com

cinco repeti¢cdes por tratamento. O experimento foi conduzido por duas vezes.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos ensaios in vivo e in vitro foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e comparados pelo teste F (p<0,05).

Os dados quantitativos foram avaliados por meio de analise de
regressao e os dados qualitativos foram submetidos ao teste de médias, pelos testes
de Tukey ou Scott-Knott (p<0,05). Para analise estatistica, quando os dados dos
ensaios nao atenderam as pressuposicées da ANOVA de normalidade dos erros

pelo teste de Lilliefors e homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett, foram
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transformados por X = log(X). A andlise estatistica foi executada com auxilio do
programa computacional Assistat 7.7 Beta (SILVA; AZEVEDO, 2016).
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DOS COMPOSTOS FITOQUIMICOS OBTIDOS DO PO DE CANOLA
OU DE MOSTARDA-DA-INDIA SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL E
PRODUCAO DE CONIDIOS DE P. digitatum

4.1.1 Efeito de concentracGes de p6 de canola ou de mostarda-da-india no saché

artesanal sobre P. digitatum

Sachés com pé de canola inibiram (p<0,05) de 33,2 a 82,0% o
crescimento micelial de P. digitatum nos ensaios | e Il (Figura 3A-3B - Apéndice A).
O aumento da concentracdo de p6 aumentou a inibicdo do fungo. Enquanto que a
concentragéo de 0,11 g de p6 de canola reduziu o crescimento do fungo em 52,4%
na concentracdo de 0,44 g as reducgbes foram de 82,0% (Figura 3B), conforme
ilustrado na Figura 5. O modelo de regressao linear foi o0 que melhor se ajustou para
os dois ensaios.

O saché com as quantidades de 0,33 e 0,44 g de p6 de canola inibiram
expressivamente a producdo de conidios em 75,5 e 82,2%, no ensaio | e o modelo
de regressdo que melhor se ajustou foi o quadratico (Figura 3C - Apéndice A). No
ensaio I, os tratamentos com as quantidades de 0,33 e 0,44 g, inibiram a producéao
de conidios em 81,7 e 91,1%, em relacdo a concentracdo zero. No entanto, o

modelo de regressdo que melhor se adequou foi o linear (Figura 3D - Apéndice A).
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Figura 3 — Efeito das concentra¢gfes de canola em saché artesanal nas concentragées (0,0 g, 0,11 g,
0,22 g, 0,33 g e 0,44 g) sobre o crescimento micelial (cm) (A e B) e producéo de conidios
(mL) (C e D) do fungo Penicillium digitatum. UTFPR, Campus Pato Branco, PR. 2016.

O saché artesanal de mostarda-da-india apresentou resultados
similares ao da canola quando se testou diferentes quantidades de p6 sobre o
crescimento micelial do fungo P. digitatum (Figura 4 - Apéndice B). A inibicdo no
crescimento micelial do patégeno ocorreu conforme o aumento da concentracdo do
po entre 23,6 a 82,8%, nos ensaios | e Il (Figura 4A - 4B). O modelo de regressao
gue melhor se adequou foi o linear no ensaio | e o quadratico no ensaio Il.

Também se observou que conforme aumentou a quantidade de p6 de
mostarda-da-india no saché, diminuiu a produgdo de conidios, ficando entre 22,2 e
88,9% nos dois ensaios, com 0 modelo de regresséo linear sendo o mais adequado

para ambos.
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Figura 4 — Efeito das concentracbes de pé de mostarda-da-india em saché artesanal nas

concentracdes (0,0 g, 0,11 g, 0,22 g, 0,33 g e 0,44 g) sobre o crescimento micelial (cm)
(A e B) e producao de conidios (mL) (C e D) do fungo Penicillium digitatum. UTFPR,
Campus Pato Branco, PR. 2016.
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Figura 5 — Efeito das concentragbes (0,0 g, 0,11 g, 0,22 g, 0,33 g e 0,44 g) de p6 de canola e
mostarda-da-india em saché artesanal sobre o crescimento micelial de Penicillium
digitatum. UTFPR, Campus Pato Branco, PR. 2016.
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4.1.2 Efeito da forma de preparo de extratos aquosos de po de canola ou de

mostarda-da-india sobre P. digitatum

Entre os diferentes modos de preparo, apenas o0 extrato aquoso
simples do pé de canola reduziu o crescimento micelial e a producdo de conidios em
32,1 e 54,7%, respectivamente, em comparagcdo com a testemunha, no ensaio |
(Figura 6 - Tabela 1 - Apéndice C).

No ensaio Il todas as formas de preparo de extratos reduziram o
crescimento micelial em relagdo a testemunha em até 42,6%, no entanto, ndo
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1). Resultados similares ao crescimento
micelial foram observados na producdo de conidios, onde os diferentes modos de
preparo de extratos reduziram o numero de conidios em até 66,7% quando

comparados a testemunha.

Tabela 1 — Efeito de diferentes formas de preparo de extratos aquosos de p6 de canola (aquoso
simples, maceracao e infusdo) sobre o crescimento micelial (cm) e producao de conidios (x106'mL'1)
do fungo Penicillium digitatum in vitro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio I
Tratamento Crescimento Producéo de Crescimento Producéo de conidios
micelial (cm) conidios (x106'mL'l) micelial (cm)? (x106'mL'l)
Testemunha 8,08 a 12,6 a 747 a 135 a
Aquoso simples 549 b 57 b 429 b 45 b
Infusdo 6,69 ab 8,4 ab 464 b 57 b
Maceracéo 6,65 ab 7,7 ab 499 b 6,4 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. ® Dados transformados por X=log(X).

Todos o0s extratos aquosos de mostarda-da-india diferiram da
testemunha nos ensaios | e Il, sem diferirem entre si (Tabela 2 - Apéndice D). O
extrato aquoso simples de mostarda-da-india inibiu em 25,9 e 34,7% o crescimento
micelial de P. digitatum, enquanto a infusdo inibiu em 37,9 e 36,3% e 0 extrato
obtido por maceracdo reduziu o crescimento do fungo em 28,3 e 33,4%,
respectivamente.

O namero de conidios do fungo foi reduzido em até 83,2% pelo extrato
aguoso simples de mostarda-da-india e em até 55,8% pelo extrato da planta

preparado por infusédo (Tabela 2 — Figura 6).
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Tabela 2 — Efeito de formas de preparo de extratos aquosos de p6é de mostarda-da-india (aquoso
simples, maceracao e infusdo) sobre o crescimento micelial (cm) e producao de conidios (x106'mL'l)
do fungo Penicillium digitatum in vitro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Tratamento Crescimento Producéo de Crescimento Producéo de conidios
micelial (cm)® conidios (x10°mL™) micelial (cm)® (x10°mL™)
Testemunha 8,10 a 11,8 a 761 a 11,3 a
Aquoso simples 6,00 b 48 c 497 b 19 b
Infusdo 503 b 6,1 bc 485 b 50 b
Maceracgao 581 b 10,6 ab 507 b 8,7 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. ® Dados transformados por X=log(X)

Canola

Mostarda-da-india
Testemunha EAS

Figura 6 — Efeito de formas de preparo de extratos obtidos do p6 de canola e mostarda-da-india:
aquoso simples (EAS), aquoso infusdo (EAl) e aquoso maceracdo (EAM), na
concentracdo de 12% sobre o crescimento micelial de Penicillium digitatum. UTFPR,
Cémpus Pato Branco, PR. 2016.

4.1.3 Efeito direto de extratos aquosos de pd de canola ou de mostarda-da-india

sobre P. digitatum

O crescimento micelial de P.digitatum n&o foi inibido apés o cultivo com
meio BSA contendo extratos de p6 de canola ou mostarda-da-india (Tabela 3 e 4 -
Figura 7 - Apéndice M e N). Nos ensaios | e Il, os extratos de ambas as plantas
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preparados por infusdo e maceragcdo aumentaram o crescimento do micélio (Tabela
3ed).

Tabela 3 — Efeito de formas de preparo de extratos aquosos com o p6 de canola (aquoso simples,
maceracao e infusdo) em meio de cultivo BSA, sobre o crescimento micelial (cm) do fungo Penicillium
digitatum in vitro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

Tratamento Ensaio | Ensaio I
Crescimento micelial (cm)
Testemunha 528 b 3,86 b
Aquoso simples 543 b 1,84 b
Infuséo 6,37 ab 73 a
Maceracéo 7,95 a 76 a

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Tabela 4 — Efeito de formas de preparo de extratos aquosos com o pé mostarda-da-india (aquoso
simples, maceracao e infusdo) em meio de cultivo BSA, sobre o crescimento micelial (cm) do fungo
Penicillium digitatum in vitro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

Tratamento Ensaio | Ensaio Il
Crescimento micelial (cm)
Testemunha 445 b 529 b
Aquoso simples 6,57 a 6,34 ab
Infusdo 71 a 7,28 a
Maceracao 7,26 a 6,55 ab

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
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Testemunha

Mostarda-da-india
EAS

Figura 7 — Efeito de formas de preparo de extratos obtidos do p6 de canola e mostarda-da-
india: aquoso simples (EAS), aquoso infusdo (EAI) e aquoso maceracéao (EAM)
em meio fundente, na concentracdo de 12% sobre o crescimento micelial de
Penicillium digitatum. UTFPR, Campus Pato Branco, PR. 2016.

4.2 EFEITO DE EXTRATOS DE CANOLA OU DE MOSTARDA-DA-INDIA SOBRE O
BOLOR VERDE EM FRUTOS DE LARANJA PERA

4.2.1 Efeito de concentracfes de p6 de canola ou de mostarda-da-india no saché

artesanal sobre o bolor verde

O aumento das concentragdes de pd de canola em sachés artesanais
(p<0,05), reduziu a severidade do bolor verde em laranjas Pera e 0 modelo de
regressao que melhor se ajustou aos dois ensaios foi o linear (Figura 8 - Apéndice
E). Na menor concentracdo do p6 de canola, 6 g por saché, o controle foi de 6,1 e
12,4%, nos ensaios | e Il, enquanto que na maior concentracéo, 24 g por saché, a
reducdo da doenca foi de 40,0 e 31,5% (Figura 10).
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Figura 8 — Efeito da concentracdes de p6 de canola em saché artesanal sobre o bolor verde (cm) em
laranjas Pera (Ensaio | e IlI). UTFPR, Campus Pato Branco, PR. 2016.

O aumento da concentracdo de pd de mostarda-da-india em saché
artesanal também reduziu (p<0,05) a severidade do bolor verde em frutos de laranja
Pera e o0 modelo de regressado que melhor se adequou para os dois ensaios foi o
quadratico (Figura 9 - APENDICE F). Da menor para a maior concentra¢éo de p6 no
saché (6, 12, 18 e 24 g) o controle da doenca nos frutos de laranja Pera foi de 32,4 e
47,9%, 41,1 e 76,7%, 35,0 e 56,4%, 34,6 e 73,4%, respectivamente, nos ensaios | e
Il (Figura 10).
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Figura 9 — Efeito da concentracdes de pé de mostarda-da-india em saché artesanal sobre o bolor
verde (cm) em laranjas Pera (Ensaio | e IlI). UTFPR, Campus Pato Branco, PR. 2016.
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Figura 10 — Efeito do saché artesanal com (0, 6, 12, 18 ou 24 g) de p6 de canola ou mostarda-da-
india no controle do bolor verde, em po6s-colheita de laranja Pera. UTFPR, Campus Pato
Branco, PR. 2016.

4.2.2 Efeito do modo de preparo de extratos aquosos de p6é de canola ou de

mostarda-da-india sobre o bolor verde

Todos os extratos aquosos obtidos a partir do p6 de canola reduziram o
didametro da area da lesdo causada pelo bolor verde em laranja Pera, sem efeito
significativo entre as formas de preparo nos ensaios | e Il (Tabela 5 Figura 11 —
Apéndice - G). A reducédo do diamentro da lesdo em frutos de laranja Pera tratados
com extratos de p6 de canola foi em média 48,5% no aquoso simples, 44,2% no

extrato de infusédo e 44,3% no extrato macerado, conforme ilustrado na figura 11.
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Tabela 5 — Efeito de formas de preparo de extratos com p6 de canola (aquoso simples, infuséo e
maceracao) no controle do bolor verde em pds-colheita de laranja Pera. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Tratamento Diametro da les&o (cm)
Testemunha 3489 a 4157 a
Aquoso simples 19,24 b 19,89 b
Infuséo 23,28 b 18,72 b
Maceracgéao 18,86 b 2393 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os extratos aquosos obtidos do pé de mostarda-da-india, também
reduziram o diametro da leséo causada pelo bolor verde em laranjas Pera. Todos os
modos de preparo diferiram (p<0,05) do tratamento testemunha, no entanto, nao
diferiram entre si (Tabela 6 — Figura 11 - Apéndice H). Os modos de preparo aquoso
simples, infusdo e maceracéo controlaram a doenca em média 43,1% no ensaio | e

52,1% no ensaio Il.

Tabela 6 — Efeito de formas de preparo de extratos com pé de mostarda-da-india (aquoso simples,
infusdo e maceracao) no controle do bolor verde em pdés-colheita de laranja Pera. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il *
Tratamento Diametro da les&o (cm)
Testemunha 39,75 a 4536 a
Aquoso simples 1981 b 23,17 b
Infusdo 2547 b 2325 b
Maceragéo 2253 b 18,75 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. ® Dados transformados por X=log(X).
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Mostarda -da-india

Ensaio Il Ensaio Il
Figura 11 — Efeito de formas de preparo de extratos aquosos de canola e mostarda da india,
no controle do bolor verde em pdés-colheita de laranja Pera. Testemunha (T)
aquoso simples (EAS), infusdo (EAI) e maceracdo (EAM). UTFPR, Campus
Pato Branco, PR. 2016.

4.2.3 Extratos de p6 de canola ou de mostarda-da-india associados a termoterapia

no controle do bolor verde

Com base em experimentos realizados previamente, a quantidade de
24 g de p6 de canola em saché artesanal e o extrato aquoso simples foram
selecionados para compor combinacdes associadas ao tratamento térmico para o

controle do bolor verde. Os tratamentos com sachés artesanais e extratos aquosos
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associados ou ndo a termoterapia diferiram (p<0,05) do tratamento testemunha e
foram eficientes na reducao do bolor verde, com excecao do extrato aquoso simples
seguido da inoculacdo do patdgeno e termoterapia, que se igualou ao tratamento
testemunha no ensaio Il (Tabela 7 - Apéndice ).

A maior eficiéncia de controle do bolor verde observada com o uso de
sachés com 24 g de canola, isoladamente, com reducdo de 63,1% no ensaio | e
75,3% no ensaio Il, e quando associado com a termoterapia com 24 g de canola a
reducdo da doenca foi de 56,4 e 84,0% (Tabela 7).

O tratamento extrato aquoso simples (EAS) reduziu o bolor verde em
32,2 e 36,5%. Quando associado a termoterapia (TT+EAS) a reducdo na doenca foi
de 36,7 e 26,6%. Quando os frutos de laranja Pera foram imersos somente em agua
aguecida (TT) na temperatura de 57 °C, o controle foi de 15,6 e 29,0%, nos ensaios |
e Il, respectivamente (Tabela 7). O tratamento com extrato aquoso simples
aquecido, com posterior inoculagdo e tratamento térmico (EAS+I+TT) obteve
reducdo no bolor verde de 37,0 e 45,3% quando comparados a testemunha (Tabela
7 - Figura 12).

Tabela 7 — Efeito do p6 de canola associados a termoterapia no controle do bolor em pés-colheita de
laranja Pera. UTFPR, CaAmpus Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Tratamento Diémetro da leséo (cm)
T 2853 a 27,05 a
S 1054 d 6,57 c
EAS 19,34 ¢ 17,18 b
TT+S 12,45 d 435 c
TT+EAS 18,05 c 19,86 b
TT 2409 b 19,20 b
EAS+A 17,96 c 1480 b
EAS+I+TT 29,62 a 18,90 b

T- Testemunha; S - Saché; EAS — Extrato aquoso simples; TT+S — Termoterapia + saché; TT+EAS —
Termoterapia + Extrato aquoso simples; TT — Termoterapia; EAS+A — Extrato aquoso simples
aquecido e EAS+I+TT — Extrato aquoso simples + inoculacdo + Termoterapia. *Médias seguidas pela
mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 12 — Efeito do p6 de canola associado a termoterapia no controle do bolor verde em pds-
colheita de laranja Pera. T- Testemunha; S - Saché; EAS — Extrato aquoso simples;
TT+S — Termoterapia + saché; TT+EAS — Termoterapia + Extrato aquoso simples; TT —
Termoterapia; EAS+A — Extrato aquoso simples aquecido, EAS+I+TT — Extrato aquoso
simples + inoculagéo + Termoterapia. UTFPR, Campus de Pato Branco, 2016.

No ensaio |, o controle do bolor verde nos tratamento saché (24 g de
mostarda-da-india) foi de 39,8%, Termoterapia + Saché (24 g de mostarda-da-india)
34,7%, extrato aquoso simples isolado (EAS) 24,1%, extrato aquoso simples
associado a termoterapia (TT+EAS) 28,1%, extrato aquoso simples aquecido
(EAS+A) 35,2% comparados a testemunha (Figura 13).

Novamente o saché se destacou no ensaio Il nos tratamentos Saché

(24 g de mostarda-da-india) com reducéo de 63,9% e Termoterapia +Saché (24 g de
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mostarda-da-india) com reducdo da doencga de 66,4%. Os demais tratamentos néao
diferiram entre si e o controle do bolor verde no extrato aquoso simples isolado
(EAS) foi 28,7%, extrato aquoso simples associado a termoterapia (TT+EAS) 28,1%,
Termoterapia (TT), 42,6%, extrato aquoso simples aquecido (EAS+A) 46,5% e
extrato aquoso simples + inoculagdo e termoterapia (EAS+I+TT) 36,9%, quando
comparados a testemunha, conforme ilustrado na Figura 13. Exceto o tratamento
térmico (TT) e o tratamento com extrato aquoso simples + inoculacao do patdgeno e
termoterapia (EAS+I+TT) que se igualaram a testemunha no ensaio |, os resultados
indicam, que os demais tratamentos diferiram (p<0,05) da testemunha e foram
eficientes na reducgéo do bolor verde (Apéndice J — Tabela 8 — Figura 13).

Assim com base nos resultados, constituiu-se como melhores para a
etapa final o tratamento com saché artesanal de mostrada-da-india de 24 g e extrato

aguoso simples.

Tabela 8 — Efeito do p6 de mostarda-da-india associados a termoterapia no controle do bolor em pés-
colheita de laranja Pera. UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Tratamento Diémetro da lesé&o (cm)
T 2771 a 29,61 a
S 16,69 b 10,69 c
EAS 21,04 b 18,32 b
TT+S 18,10 b 9,96 c
TT+EAS 1993 b 21,11 b
TT 22,23 a 16,99 b
EAS+A 1796 b 1585 b
EAS+I+TT 23,61 a 18,69 b

T - Testemunha; S - Saché; EAS — Extrato aquoso simples; TT+S — Termoterapia + saché; TT+EAS —
Termoterapia + Extrato aquoso simples; TT — Termoterapia; EAS+A — Extrato aquoso simples
aquecido e EAS+I+TT — Extrato aquoso simples + inoculacdo + Termoterapia. * Médias seguidas pela
mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 13 — Efeito do pé-de-mostarda-da-india associado a termoterapia no controle do bolor verde
em pos-colheita de laranja Pera. T- Testemunha; S - Saché; EAS — Extrato aquoso
simples; TT+S — Termoterapia + saché; TT+EAS — Termoterapia + Extrato aquoso
simples; TT — Termoterapia; EAS+A — Extrato aquoso simples aquecido, EAS+I+TT —
Extrato aquoso simples + inoculacdo + Termoterapia. UTFPR, Campus Pato Branco,
2016.

4.2.4 Efeito de tratamentos alternativos com o p6 de canola ou de mostarda-da-india

e fungicida no controle do bolor verde

Quando as estratégias de controle obtidas do p6 de canola e mostarda-
da-india em saché artesanal (S) e extrato aquoso simples (EAS) foram comparadas
ao tratamento com fungicida (imazalil), observou-se que o saché artesanal de canola

e de mostarda-da-india se destacaram como alternativa (ensaio |), igualando-se ao
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tratamento quimico no controle do bolor verde e produgédo de conidios (Tabela 9 -
Apéndice K).

No ensaio |, destacou-se o0 tratamento com o saché (SC) na
concentracdo de 24 g de p6 de canola que controlou 97,6 e 100% e o tratamento
com o saché (SM) na concentracdo de 24 g de p6 de mostarda-da-india, 65,0 e
96,5% a area da leséo e producéo de conidios, respectivamente. No mesmo ensaio,
0 extrato aquoso simples de canola (EASC), controlou 20,3 e 51,7% e o extrato
aguoso simples de mostarda-da-india (EASM) 29,7 e 65,7% a éarea da lesédo e
producdo de conidios. O fungicida, como esperado, controlou quase que
completamente o bolor verde e a producéo de conidios nos frutos de laranja Pera.

No ensaio Il, o tratamento de 24 g de po de canola e de 24 g de p6 de
mostarda-da-india, ndo igualou seu controle ao fungicida, mas diferiram da
testemunha em 72,4 e 72,8% e 61,3 e 60,7% no controle da area da lesdo e
producdo de conidios, respectivamente. Todos os tratamentos diferiram da
testemunha na producao de conidios, com reducéo significativa para esta variavel. O
fungicida obteve 100% de controle nas variaveis analisadas neste estudo (Figura
14).

Tabela 9 — Comparacédo entre o pé em saché artesanal (g), extrato aquoso simples de canola e
mostarda-da-india, fungicida e testemunha sobre o controle da area da lesao e producao de conidios
(x10°/cm?) causada por Penicillium digitatum em frutos de laranja Pera. UTFPR, Campus de Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Tratamento Didmetro da Producéo de Diametro da Producgéo de
lesdo (cm) conidios (x10°) lesdo (cm) conidios (x10°)
T 31,22 a 1,70 b’ 47,14 a 9,77 a
SC 0,73 ¢ 0 d 12,99 d 265 b
SM 1091 ¢ 0,06 d 18,27 d 384 b
EASC 24,70 b 082 c 25,43 ¢ 419 b
EASM 2196 b 0,60 c 30,70 b 459 Db
F 333 ¢ 0 d 0,00 e 0 c

TC - Testemunha da canola; TM — Testemunha da mostarda-da-india; SC — Saché da canola; SM —
Saché da mostarda-da-india; EASC — Extrato aquoso simples da canola; EASM — Extrato aquoso
simples da mostarda-da-india; F - Fungicida. * Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 14 — Frutos de laranja Pera tratados com saché artesanal, extrato aquoso simples de
pé de canola e mostarda-da-india e um fungicida no controle do bolor verde
(TC) Testemunha canola; (TM) Testemunha mostarda; (SC) saché canola; (SM)
saché mostarda; (EASC) extrato aquoso simples canola; (EASM) extrato
aquoso simples mostarda. UTFPR, Campus de Pato Branco - PR, 2016.
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5 DISCUSSAO

Estudos relatando a atividade dos compostos presentes na canola e na
mostarda-da-india, no controle de patégenos pos-colheita sdo raros na bibliografia
nacional e internacional. Sendo assim, os dados obtidos no presente trabalho
utilizando canola e mostarda-da-india no controle do bolor verde em laranja Pera
séo inéditos.

Os compostos volateis obtidos das brassicas B. napus e B. juncea, em
sua maior eficiéncia, foram capazes de reduzir o bolor verde em frutos de laranja
Pera em 85,0% (canola) e 63,1% (mostarda-da-india). Tais compostos também
foram efetivos na reducdo no numero de conidios de P. digitatum, atingindo 86,4 e
78,6%, respectivamente, sendo possivel comparar esses resultados aos melhores
controles alternativos para esse patossistema.

Neste sentido, muitos trabalhos na literatura tém comprovado a acéo
de métodos alternativos de controle do patdgeno P. digitatum, incluindo, os 6leos
essenciais de Citrus aurantium, com reducgéo superior a 94,4% (CRUZ et al., 2014);
aditivos alimentares geralmente conhecidos como seguros (GRAS), a exemplo do
etilparabeno de sodio, com 57,0% de controle do bolor verde (MOSCOSO-
RAMIREZ; MONTESINOS-HERRERO; PALOU, 2013); filmes bioativos contendo
leveduras, com controle de mais de 73,0% em frutas inoculadas (ALOUI et al.,
2015); e extratos vegetais, como 0 extrato aquoso de casca de roma, que resultou
na reducdo da infeccdo de P. digitatum em 76,0%. Além do mais, os compostos
extraidos das brassicas e empregados neste trabalho, destacam-se pelo controle
proximo ao alcancado pelo controle quimico.

Na etapa inicial do presente estudo, nos ensaios in vitro, verificou-se
efeito fungitéxico dos compostos volateis liberados do pé de canola e de mostarda-
da-india na placa de Petri, em diferentes concentragdes. Esse efeito foi observado
pela inibicdo do crescimento micelial e da producdo de conidios do patégeno, onde
0s tratamentos nao tiveram contato direto com o fungo, em nenhum momento. Foi
bastante evidente o efeito da maior concentracdo de pd de canola no crescimento
micelial de P. digitatum, em que inibiu acima de 82,0% essa variavel. O po de
mostarda-da-india também diminuiu o crescimento do micélio em 63,7%, assim
como o numero de conidios nas maiores concentragdes, no entanto, esse resultado

nao se equiparou ao controle alcangado pelo pé de canola.
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Do mesmo modo que nos testes in vitro, as varias concentracdes das
brassicas foram claramente eficientes no controle da severidade do bolor verde em
frutos de laranja Pera, com maiores respostas de reducdo para as concentracdes
mais elevadas, em todos os ensaios. Entretanto, nos testes in vivo, a mostarda-da-
india promoveu maior reducdo que a canola, na area da lesdo causada por P.
digitatum, diferentemente do que ocorreu nos testes in vitro. Nos ensaios com
canola, quando os frutos foram expostos a diferentes quantidades de pé em sachés
artesanais, observou-se que a lesdo diminuiu em relacdo ao aumento da quantidade
de p6 utilizado.

Os dados dos ensaios comprovam a eficiéncia de compostos volateis
no controle pés-colheita de bolor verde. A hipdtese mais provavel pelos efeitos
positivos se deve a acdo de metabdlitos secundarios, uma vez que, investigactes
cientificas tém demonstrado que os metabdlitos produzidos pelas brassicas tém
efeito inibitério sobre o crescimento de diversos patégenos poés-colheita (MARI,
NERI; BERTOLINI, 2011). Em concordancia, a reducao do crescimento do micélio,
producdo de conidios e da doenca, apresentada nos ensaios in vitro e in vivo, pode
estar relacionada a presenca de compostos bioativos oriundos do metabolismo
secundario caracteristico a Familia Brassicaceae, especificamente 0s compostos
organicos conhecidos como glicosinolatos, que durante o processo de
decomposicdo formam gases biocidas (MAYTON et al., 1996; MORRA; BOREK,
2010).

A ocorréncia desses volateis no pé de canola e de mostarda-da-india,
se da por meio da atividade da enzima mirosinase, que esta presente nos tecidos
das brassicas, dentro dos vacuolos. A quebra do tecido em presenca de agua
transporta a enzima até o local onde se encontram os glicosinolatos. Dessa forma
inicia-se a degradacao do composto organico e a formagéo de uma combinacao de
isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos e oxazolidinationas em proporcdes variaveis de
acordo com as condicdbes em que ocorre a hidrélise e a natureza quimica do
glicosinolato (FAHEY et al., 2001; MORRA; BOREK, 2010).

Em meio as substadncias formadas como ja citado, estdo os
isotiocianatos (ITCs), compostos volateis fungitoxicos (MARI et al., 2008; AL-GENDY
et al.,, 2010; SOTELO et al., 2014; MANYES et al., 2015), visto que ja tiveram seu
efeito comprovado sobre diversos patdégenos de pos-colheita (MARI et al., 2008;
WANG et al., 2010; WU et al., 2011; UGOLINI et al., 2014; PAZOLINI et al, 2016).



65

Os ITCs geralmente sdo testados na forma quimica pura e
isoladamente, havendo poucos relatos na literatura de resultados sobre a atividade
antifingica de brassicas, como a canola e mostarda-da-india, no controle de
patdbgenos pos-colheita, especialmente P. digitatum. Neste estudo, embora néo
determinados 0s constituintes quimicos presentes nos compostos extraidos dos
tecidos vegetais, em suas diferentes formas de extragdo, infere-se que os ITCs
foram os principais responsaveis pelo controle do patégeno.

Na segunda etapa do presente estudo, quando observados os modos
de preparo de extratos aquosos com po de canola e de mostarda-da-india em uma
Unica concentragdo, sobre a reducdo do bolor verde, evidenciou-se que o efeito do
modo de extracdo, foi semelhante em todos os tratamentos testados, quando
comparados 0s extratos aquosos simples, de infusdo ou maceracdo, com reducao
significativa em média de 45,0%, do bolor verde nos frutos de laranja Pera.

O mesmo efeito ndo foi observado em testes in vitro, quando os
diferentes modos de preparo de extratos aquosos foram adicionados ao meio de
cultivo, os quais nao inibiram P. digitatum e, ao contrario, em alguns tratamentos
estimularam o crescimento micelial do patégeno. Provavelmente quando os extratos
foram inseridos no meio de cultivo, ndo ocorreu a volatilizagdo dos compostos
biocidas.

Entretanto, quando os mesmos extratos foram testados in vitro, em
relacdo ao efeito dos compostos volateis, observou-se novamente a inibicdo do
patdgeno, sem que este tivesse contato direto com os tratamentos. O crescimento
micelial e producdo de conidios foram inibidos em até 42,6 e 66,7% (canola) e 37,9
e 83,2% (mostarda-da-india), respectivamente, evidenciando efeito da liberacao de
volateis presentes na brassicas em uma forma de extracdo diferente que a do saché
artesanal. Resultados similares em ensaios in vitro foram obtidos por Pazzolini et al.
(2016) quando testou os extratos aquosos na inibicdo de M. fructicola, e observou
qgue houve reducéo no crescimento do miceélio e na germinacdo de conidios quando
exposto a diferentes modos de extracdes do pd de canola e de mostarda-da-india,
sem gue houvesse contato com o patdgeno. Ainda, quando os mesmos modos de
preparo de extratos foram testados no controle de podridao parda em péssegos, 0
extrato aquoso simples de canola teve destaque e foi efetivo no controle da doenca
(PAZZOLINI et al., 2016).
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Quando observado o efeito do pé das brassicas contido no saché
artesanal houve fator de inibicdo mais pronunciado ao fungo, em todos 0s ensaios.
Isso pode ser um indicativo que esse modo de extracdo, proporcionou retirar
guantidades ou até tipos diferentes de ITCs, com maior poder biocida ao P.
digitatum.

Porém, deve-se considerar que quando os sachés foram
acondicionados nas bandejas contendo os frutos de laranja Pera inoculados, o
sistema imediatamente foi envolvido em sacos plasticos e fechado. Esse
procedimento certamente impediu que os gases formados a partir do contato do p6
com a agua fossem liberados em menor quantidade para o ambiente externo.
Diferentemente do preparo dos extratos aquosos, em gue 0 processo extrativo foi
realizado antes dos banhos com a aplicacdo direta dos extratos sobre os frutos
inoculados, para posterior armazenagem em sistema fechado, em que
provavelmente, no processo de manipulacdo causou maior perda dos volateis ao
ambiente externo.

No preparo dos extratos, o solvente extrator para ambos o0s
tratamentos foi & Agua, entretanto as caracteristicas distintas entre eles, no modo de
preparo, podem também ter influenciado tanto na extragdo dos compostos
qualitativos como quantitativos, e consequentemente, no percentual de reducao do
patdogeno sob os diferentes modos. Na extracdo por infusdo o0 po permaneceu por
vinte minutos em contato com agua aquecida (temperatura de fervura), na extracao
por maceracdo o po teve contato com agua fria pelo tempo de oito horas e a
extracdo aquosa simples foi a Unica preparada no momento da utilizacdo e em
temperatura aproximadamente de 23 °C a 25 °C, caracterizando-se como a forma
mais facil de preparo para a utilizagcdo e com menores perdas de compostos volateis
durante o processo extrativo. Segundo Ugolini et al. (2014), os ITCs sdo compostos
volateis e, portanto, diferentes quantidades destas substancias podem ser
volatilizadas durante as diferentes formas de preparo dos extratos. Desta forma,
acredita-se também que, quando aplicados os tratamentos, os ITCs mais volateis,
supostamente presentes nos extratos, podem ter volatilizado para o ambiente
externo com maiores perdas de compostos bioativos, durante a imersdo e
manipulacéo dos frutos até o momento do acondicionamento em sistema fechado.

Como ja citado, diferentes processos extrativos, podem causar

disparidade nos efeitos apresentados ao patdgeno. Isso também pode ocorrer pelo



67

fato da toxicidade dos ITCs para o0s microrganismos serem dependentes da
estrutura do composto, agentes patogénicos alvo do controle e efeito da composicéo
do extrato no hospedeiro (MARI et al., 2008).

Porém, os resultados observados no estudo, também evidenciam os
efeitos diferenciais da canola e da mostarda-da-india sobre o patdgeno,
pressupondo existir quantidades e tipos diferentes de ITCs formados nas brassicas.
Provavelmente pela diferenca de seus constituintes, pois as brassicas podem formar
em sua composicao diferentes tipos e quantidades de ITCs, conforme as condi¢cdes
de hidrélise e composicao quimica da planta (MARI et al., 2008).

Além do mais, a eficiéncia comprovada dos produtos volateis téxicos
pode estar relacionada a conversao efetiva dos glicosinolatos para isotiocianatos,
que especificamente, pode variar de 10 a 60% dependendo ndo sé da estrutura
quimica, mas também das condicbes ambientais em que as brassicas sao
produzidas (ISHIDA et al., 2012a). Deve-se levar ainda em consideracao que 0s
extratos podem conter outras substancias além dos ITCs, tais como nitrilas e
tiocianatos, que podem interagir na sensibilidade do patossistema, ja que, néo foi
realizada uma caracterizacdo quimica especifica dos compostos testados neste
estudo. Ainda, os teores de glicosinolatos, consequentemente, ITCs na brassicas,
séo influenciados por fatores ambientais como o solo, clima e condi¢des de cultivo,
incluindo fertilizacao e tempo de colheita, além da composicao da planta, como ja foi
citado. Resultados de outras investigacdes justificam a informacéo citada quando
mostram que os niveis de glicosinolatos em B. napus foram elevados por ferimentos,
jasmonato de metilo e infeccdo por fungos. Alguns resultados interessantes foram
obtidos para a relacdo entre o estresse de alta temperatura e a sintese de
glicosinolatos, isto porque a exposicdo dos vegetais de Brassicaceae a altas
temperaturas é conhecida por aumentar o teor de glicosinolato alifatico (PEREIRA et
al., 2002).

Ainda, com relacdo aos modos de preparo dos extratos aquosos, foi
observado claramente, que o extrato aquoso simples e a infusdo onde, a principal
diferenca esta na temperatura da 4gua misturada ao p6 de canola ou de mostarda-
da-india, ndo diferiram no efeito na inibicdo do patdgeno P. digitatum. Assim também
ficou evidenciado no estudo de Touba et al. (2012) em que a eficiéncia da
temperatura do solvente extrator utilizado nos tratamentos com extratos brutos de

sete especiarias, quais sejam, cardamomo, pimentdo, coentro, cebola, alho,
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gengibre e galanga preparados a partir da extracdo com agua fria e 4gua aquecida
(infusédo) e seus efeitos antifiungicos foram testados no controle de trés patdégenos
Roselle, ou seja: Phoma exigua, Fusarium nygamai e Rhizoctonia solani. Todas as
especiarias apresentaram significativa atividade antifingica em concentracdes de
atée 30% do extrato bruto, em ensaios in vitro, no entanto, a extragcdo com agua fria
foi mais efetiva do que a extragdo com agua quente no controle dos patdgenos
(TOUBA et al., 2012). Além do que ja foi pontuado, ressalta-se que os efeitos dos
principios ativos presentes nas plantas sao influenciados por muitos fatores que
incluem a idade da planta, o solvente de extragdo, o método de extragdo e o tempo
de colheita dos materiais vegetais (OKIGBO; OGBONNAYA, 2006).

O controle apresentado, principalmente pelo saché artesanal, esta
claramente embasado nos efeitos dos volateis liberados pelas brassicas. Esse efeito
manifestou-se mais acentuado nas concentragcfes mais elevadas, tanto para a
canola como para a mostarda-da-india, com a maior inibicAo do patégeno P.
digitatum, confirmado nos testes in vivo com a concordancia dos testes in vitro.

Caracteristica semelhante para outro patdégeno do género Penicillium
foi observada sobre a eficiéncia do mesmo ITCs, obtido de diferentes substancias,
em ensaios realizados para avaliar a fungitoxicidade em diferentes concentracdes
(entre 3 e 5 mg L™) no controle de bolor azul em frutos de pera. Os resultados foram
satisfatorios para a exposicdo dos frutos em atmosfera enriquecida em AITC,
confirmando in vivo os resultados de testes anteriores realizados in vitro (MARI et al.,
1993). O AITC sintético (5mg.L™), proporcionou o melhor controle da doenca, em
frutos inoculados com 10* conidios mL™. O AITC produzido por hidrélise enzimatica
da sinigrina mostrou-se igualmente eficaz ao AITC sintético. No entanto, o
tratamento com AITC produzido a partir do pé de B. juncea foi menos eficaz ao
patégeno (57%), em comparacdo com o controle (93%), provavelmente como
consequéncia da interacdo de proteinas do p6 com AITC, o que pode reduzir a
concentracdo de AITC abaixo do esperado com base no teor de sinigrina do
conteudo (MARI et al., 2002).

Haja vista que no estudo com canola e mostarda-da-india no controle
do bolor verde os ensaios foram realizados com p6 das brassicas, a interacdo de
proteinas citada por Mari et al. (2002) também pode ter ocorrido nos tratamentos em
saché artesanal, impedindo maior supressdo da doenca quando comparado ao

fungicida sintético. Além disso, esse fato pode estar relacionado as caracteristicas
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de volatilidade, reatividade e estabilidade de cada ITC, ja que esses compostos séo
fortes reagentes eletrofilicos e podem reagir facilmente com nucledfilos, como
aminas, aminoacidos, alcoois, agua e sulfitos durante o tratamento e sob condi¢cdes
fisiolégicas (MORIMITSU et al., 2002).

Dentre os tratamentos avaliados para a canola e mostarda-da-india,
neste estudo, mesmo que os melhores resultados tenham sido obtidos com o p6 das
brassicas no saché artesanal, a utilizacdo dos extratos ndo deve ser descartada,
pois quando aplicados em frutos de laranja Pera, também reduziram a doenca. Visto
que a aplicacdo de extratos pode ser mais apropriada para estabelecimentos como
packinghouses. Em outros patossistemas os extratos aguosos foram eficientes como
no caso do estudo de Pazzolini et al. (2016), em que o0 extrato aquoso simples
controlou M. fruticola. No entanto, para esse mesmo patossistema o0 método com
saché artesanal, n&o controlou a doencga (dados nao publicados).

Supde-se que o controle mais elevado nos tratamentos poderia ter sido
alcancado em testes com densidades menores de inoculo. Nos ensaios com P.
digitatum em laranjas Pera, a concentracdo do inéculo foi de 10° conidios.mL™,
portanto, deduz-se que as quantidade de indculo em pdés-colheita, desde o campo,
armazenamento e comercializagao dos frutos nem sempre sdo tao elevadas como a
utilizada em tais ensaios. Mari et al. (2002) em suas investigacdes observou que o
aumento na concentragdo do inéculo de P. expansum a uma concentragao
constante de AITC, resultou em aumento da incidéncia da doenca. Em frutos
inoculados com maior concentracdo de P. expansum (10° conidios.mL™) e tratados
com 5 mg.L" de AITC, as lesdo foram reduzidas em apenas 20% em relacdo ao
controle, sendo que quando a concentracdo do inéculo foi 10* conidios.mL™, a B.
Juncea atestou controle de até 57%.

Sendo assim, quando os frutos contiverem quantidades naturais de
in6culo, o saché ou os extratos aquosos poderdo mostrar-se mais eficientes no
controle do bolor verde, ocorrendo a reducdo na infec¢cdo e no acumulo de inéculo,
evitando a proliferacéo do patdégeno. Ja que neste estudo, as condi¢des laboratoriais
durante a conducdo dos experimentos, foram ideais para o desenvolvimento da
doenca em temperatura e umidade, além da alta concentracdo de in6culo, o que
pode ndo ocorrer num ambiente natural, onde nem sempre as condi¢cdes serao tao
favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno, contribuindo para o controle da doenca

por métodos alternativos, como o apresentado neste estudo.
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A eficiéncia dos compostos volateis das brassicas, em tese, poderia ser
intensificada com a associacdo a termoterapia. No entanto, a inclusdo deste método
fisico de controle quando associada as brassicas, nao teve efeito adicional no
controle do bolor verde (Tabela 5). Ou seja, a atuacdo das temperaturas altas
afetando o metabolismo do patégeno néo foi suficiente para deixa-lo mais vulneravel
a acdo dos volateis biocidas liberados pelas brassicas. Por outro lado a termoterapia
€ uma alternativa que pode ser utilizada como método ja consagrado para diversos
fungos, entre eles Penicillium ssp. e Monilinia ssp (LIU et al., 2012; FORNER et al.,
2013; SPADONI et al., 2014), mas que ndo superou a utilizacdo das brassicas em
guestao.

A eficiéncia do sache também foi evidenciada na comparacdo com o
controle obtido pelo fungicida que embora ndo se igualaram nos dois ensaios, mas
foram muito proximos. Além do que, o uso dos fungicidas esta cada vez mais restrito
pelos problemas ambientais, de saude e de resisténcia do patdgeno.

Além da reducdo na area da lesdo, foi possivel observar nos
tratamentos com po das brassicas, que mesmo quando ocorreu o desenvolvimento
micelial na superficie do fruto, a producdo de conidios foi significativamente
reduzida, mostrando uma inibicdo bem sucedida na esporulacdo, sugerindo que 0s
isotiocinatos liberados pela canola e mostarda-da-india apresentam potencial
mecanismo de acdo como tratamento alternativo ao bolor verde. Uma atividade anti-
esporulante é essencial para controlar o numero de esporos que se disseminam das
frutas infectadas para as outras saudaveis na mesma embalagem ou meio. Dessa
forma um tratamento imediatamente antes ou logo apos a colheita poderia ser Util
para reduzir as infecgcbes nos frutos durante os estagios criticos de colheita e
acondicionamento em que o0s patégenos fangicos podem penetrar através de
ferimentos e estabelecer infec¢cbes (TAYEL et al., 2009; IPPOLITO et al., 1997).

A canola com maior destague e a mostarda-da-india se adequam ao
conceito de agricultura sustentavel, pois sdo produtos vegetais que podem ser
produzidos, processados e utilizados na pequena propriedade pelo agricultor. A
bioatividade dos compostos volateis na fase de vapor os torna Gteis como possiveis
fumigantes de origem organica, com pressdo de evaporacgao favoravel para protecédo
dos frutos de laranja Pera contra o bolor verde. Esse mesmo método de controle, em
especial, a utilizacdo do p6 de canola em saché, podera ser promissor em outros

patossistemas de frutos pds-colheita, onde os produtos sdo comercializados em



71

embalagens fechadas. No entanto, deve-se levar em consideracao que o efeito dos
compostos das brassicas nao é igual para todos os patégenos e por isso devem ser
previamente testados.

Por fim, os resultados relatados confirmam a possibilidade de reduzir a
incidéncia de bolor verde em pds-colheita de citros com volateis baseados em ITCs
tornando este tratamento promissor para a producdo de frutas tradicionais e

organicas.
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6 CONCLUSOES

Entre as concentracbes de pd das brassicas testadas em saché
artesanal, a canola na maior concentracdo obteve destaque, no entanto o po de
mostarda-da-india, também apresentou eficiéncia no controle de bolor verde, em
pos-colheita.

A eficiéncia dos extratos aquosos no controle do bolor verde ndo se
compara ao saché artesanal, no entanto o extrato aquoso simples obtido do po6 das
brassicas pode ser aplicado a frutos de laranja Pera com maior facilidade.

O efeito da termoterapia em suas combinagdes nao influenciou no
controle do fitopatégeno

Os compostos volateis liberados pelas brassicas em saché artesanal,
principalmente de canola, apresentaram controle semelhante ao do fungicida na

esporulacdo de P. digitatum e area lesionada em laranjas Pera.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou uma técnica alternativa eficiente no
controle de patdégenos pos-colheita, especificamente para o bolor verde em laranjas
Pera. As formas de extracdo dos compostos volateis das brassicas podem ser
aplicadas desde em pequenas propriedades, como estratégia eficiente de manejo da
doenca, com facil obtencéo e custo reduzido.

No entanto, € necessario um trabalho adicional no que diz respeito as
aplicacbes em diferentes cultivares, bem como estddio de maturacdo e
caracteristicas de diferentes temperaturas de armazenamento de frutos citricos,
assim como identificacdo dos compostos presentes nas brassicas e quais partes do
vegetal contém maior producéo de ITCs.

Embora o presente estudo indique que existe potencial para a
utilizacdo desses compostos vegetais alternativos, sdo necessarios mais estudos
para examinar 0 mecanismo de acao e os possiveis efeitos no patdogeno estudado,
assim como associar esses tratamentos a certos compostos que podem atuar
sinergicamente para aumentar a inibicdo do desenvolvimento da doenca.

E também necessario investigar mais os métodos de distribuicdo para
estratégias de utilizacdo eficazes, incluindo a aplicacdo por aspersdo durante o
manuseamento pos-colheita ou a sua aplicagdo como fumigante em instalacdes de
armazenamento. Também, pela eficiéncia demonstrada no controle do patégeno P.
digitatum, sugere-se que a metodologia seja estudada em outros patossistemas de

pos-colheita.
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APENDICE A — Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio
para verificar a influéncia das concentracdes do p6 de canola no
saché artesanal (g) sobre as variaveis crescimento micelial (cm) e
producdo de conidios de P.digitatum, em dois ensaios in vitro

conduzidos com delineamento

Branco, 2016.

inteiramente casualizado. Pato

Ensaio | Ensaio Il
Causas de variagéo Crescimen Produgéo de Crescimento  Producao
to micelial conidios® micelial® de
conidios®
GL QM QM
Tratamentos 4 24,74 4358003,72 0,37 3954021,22
Regresséo de 1° grau 1 77,42* 12123207,7* 1,27* 12553468,92*
(RL)
Regress&o de 2° grau 1 1,46™ 1287449,51*  0,06™ 783930,58™
(RQ)
Regress&o de 3° grau 1 4,19* 311742,12™ 0,01™ 846473,75™
(RC)
Desvios 1 - - - -
Residuo 15 0,72 103461,87 0,01 282120,20
Total 19 - - - -
Coeficiente de variacdo (%) 20,96 19,63 32,81 44,26

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro. ™ n&o significativo em nivel de 5% de
probabilidade de erro. °Dados transformados por X=log(X). ® Dados transformados por Vx+1.

APENDICE B — Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio
para verificar a influéncia das concentracbes de p6 de mostarda-
da-india (g) sobre as variaveis crescimento micelial (cm) e
producdo de conidios (x10°.mL™) de P. digitatum in vitro em um
experimento conduzido em dois ensaios com delineamento
inteiramente casualizado. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de variagéo Crescimento Producdo de  Cresciment Produgéo de
micelial conidios” o micelial® conidios”
GL QM QM
Tratamentos 4 22,83 12425190,94 0,45 3738239,64
Regresséo do 1° grau 1 73,17* 37547841,05* 1,69* 14584031,12*
(RL)
Regress&o do 2° grau 1 0,80™ 200683,21™ 0,08* 0,30™
(RQ)
Regressao do 3° grau 1 3,72 11876352,91* 0,00 169387,60™
(RC)
Desvios 1 - - - -
Residuo 15 0,98 418775,69 0,01 299290,31
Total 19 - - - -
Coeficiente de variacdo (%) 21,15 23,29 26,26 36,25

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro. ™ néo significativo em nivel de 5% de
probabilidade de erro. ®Dados transformados por X=log(X). ® Dados transformados por vx+1.
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APENDICE C — Anélise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio de
guatro tratamentos referente a forma de preparo de extrato aquoso
de p6 de canola (g) sobre as variaveis, crescimento micelial (cm) e
producdo de conidios (mL) de P. digitatum in vitro em um
delineamento inteiramente casualizado, em dois ensaios. Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de Cresciment Producéo de Crescimento  Produgéo de conidios
variacao o0 micelial conidios micelial®
GL QM QM
Tratamentos 3 16,84 41672528645833, 0,06 81226570312500,0
3
Residuo 16 11,27  7817421875000,0 0,00 5930199218750,0
Total 19 - - - -
Coeficiente de variacéo 12,47 32,36 6,45 32,29
(%0)

" significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro. * Dados transformados por X=log(X).

APENDICE D — Anélise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado médio de
guatro tratamentos referente a forma de preparo de extrato aquoso
do p6 de mostarda-da-india (g) sobre o variavel crescimento micelial
(cm) e producdo de conidios (mL) in vitro de P. digitatum em um
delineamento inteiramente casualizado, em dois ensaios. Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de Cresciment Producéo de Crescimento  Produc¢é&o de conidios
variacao o micelial® conidios micelial®
GL QM QM
Tratamentos 3 0,04 57573070312500, 0,04 83842945312500,0
0
Residuo 16 0,00 6549628906250,0 0,00 3947285156250,0
Total 19 - - - -
Coeficiente de variacéo 4,56 30,72 10,29 29,45
(%)

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro. ® Dados transformados por X=log(X).

APENDICE E — Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio de
trés ensaios com diferentes concentracdes de po de canola (g) sobre
a variavel area de lesdo (cm) do bolor verde em frutos de laranja
Pera em um delineamento inteiramente casualizado, para trés
ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio lll
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 4 138,04 96,48
Regress&o do 1° grau (RL) 1 517,33 232,72
Regressé&o do 2° grau (RQ) 1 26,84™ 12,95™
Regressao do 3° grau (RC) 1 1,33™ 11,58™
Desvios 1 - -
Residuo 20 34,66 34,79
Total 24 - -
Coeficiente de variagao (%) 24,52 23,18

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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APENDICE F — Anélise de Variancia com Graus de liberdade e Quadrado médio de
trés ensaios com diferentes concentracdes de pdé de mostarda-da-
india (g) sobre a variavel area da lesdo (cm) de P. digitatum em
frutos de laranja Pera em um delineamento inteiramente
casualizado, para trés ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 4 779,71 169,47
Regress&o do 1° grau (RL) 1 1977,45 326,40
Regress&o do 2° grau (RQ) 1 721,67 293,89
Regress&o do 3° grau (RC) 1 261,15™ 56,28™
Desvios 1 - -
Residuo 20 60,22 42,76
Total 24 - -
Coeficiente de variagao (%) 38,96 25,63

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.

APENDICE G - Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado médio de
diferentes formas de preparo de extratos de p6 de canola (g) sobre a
variavel diametro da lesdo (cm) de P. digitatum em frutos de laranja
Pera em um delineamento inteiramente casualizado, para trés
ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio I
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 3 280,14 561,86
Residuo 16 21,32 46,67
Total 19 - -
Coeficiente de variacdo (%) 19,18 26,25

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.

APENDICE H — Anélise de variancia com Graus de liberdade e Quadrado médio de
guatro formas de preparo de extratos de pé de mostarda-da-india (g)
sobre a variavel crescimento micelial (cm) de P. digitatum em frutos
de laranja Pera em um delineamento inteiramente casualizado, em
trés ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio I1?
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 3 394,35 0,13
Residuo 16 20,75 0,01
Total 19 - -
Coeficiente de variacdo (%) 16,94 7,81

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro. ® Dados transformados por X=log(X).

APENDICE | - Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio do
saché artesanal (g), ha melhor concentragdo e mais eficiente forma de
preparo do extrato aquoso do pO de canola, associados a
termoterapia sobre a variavel area da lesdo (cm) provocada por P.
digitatum em frutos de laranja Pera em um delineamento inteiramente
casualizado, para trés ensaios. Pato Branco, 2016.
Ensaio | Ensaio I
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 7 240,76* 273,67*
Residuo 32 8,69 9,06
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Total 39 - -
Coeficiente de variacdo (%) 14,69 18,82
* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.

APENDICE J - Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio do
saché artesanal (g), na melhor concentracdo e mais eficiente forma
de preparo do extrato aquoso do p6 de mostarda-da-india (g),
associados a termoterapia sobre a variavel area da lesdo (cm) de P.
digitatum em frutos de laranja Pera em um delineamento
inteiramente casualizado, para trés ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de variagédo GL QM
Tratamentos 7 64,75 191,34
Residuo 32 15,79 7,21
Total 39 - -
Coeficiente de variacdo (%) 19,01 15,22

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.

APENDICE K — Analise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio da
melhor concentracdo do p6é em saché artesanal (g) e melhor forma
de preparo do extrato aquoso de canola e mostarda-da-india,
comparados com o fungicida sobre a variavel area da lesado (cm) de
P. digitatum em frutos de laranja Pera em um delineamento
inteiramente casualizado, para trés ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio I
Causas de variagdo GL QM
Tratamentos 6 758,49 1419,70°
Residuo 28 77,37 35,47
Total 34 - -
Coeficiente de 50,67 23,33

variacao (%)
* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.

APENDICE L - Andlise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio da
melhor concentracdo do saché artesanal (g), extrato aquoso simples
do p6 de canola e mostarda-da-india, fungicida e testemunha sobre
a variavel producdo de conidios (x10°cm?®) de P. digitatum em frutos
de laranja Pera em um delineamento inteiramente casualizado, em
trés ensaios. Pato Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causas de variagao GL QM
Tratamentos 6 86736026429,1° 719299418074,1°
Residuo 28 1011904869,05 25280756341,3
Total 34 - -
Coeficiente de variacao (%) 32,73 31,27

* significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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APENDICE M — Anélise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio de
quatro tratamentos referente a forma de preparo de extrato aquoso
de po6 de canola (g) em meio de cultivo BSA, sobre as variaveis,
crescimento micelial (cm) de P. digitatum in vitro em um
delineamento inteiramente casualizado, em dois ensaios. Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio Il
Causa da variagdo G.L. Q.M.
Tratamentos 3 7,529125* 38,742*
Residuo 16 1,153688 1,3318125
Total 19 - -
Coeficiente de Variacdo 17,16 22,41

* Significativo a 5% de probabilidade de erro.

APENDICE N — Anélise de Variancia com Graus de Liberdade e Quadrado Médio de
guatro tratamentos referente a forma de preparo de extrato aquoso
de p6 de Mostarda-da-india (g) em meio de cultivo BSA, sobre as
variaveis, crescimento micelial (cm) de P. digitatum in vitro em um
delineamento inteiramente casualizado, em dois ensaios. Pato
Branco, 2016.

Ensaio | Ensaio I
Causa da variagdo G.L. Q.M.
Tratamentos 3 7,529125* 38,742*
Residuo 16 1,153688 1,3318125
Total 19 - -
Coeficiente de Variagdo 17,16 22,41

* Significativo a 5% de probabilidade de erro.



