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RESUMO - A cultura dos citros enfrenta varios problemas de natureza fitossanitaria e, dentre
esses, destacam-se as doencas que ocorrem na poés-colheita. Os bolores causados pelos fungos
Penicillium digitatum e P. italicum s&o responsaveis por grandes perdas de frutos citricos na
comercializacdo, tornando-se muitas vezes um fator limitante na producdo. O controle dessas
doencas € geralmente realizado pela utilizagdo de produtos quimicos durante o beneficiamento dos
frutos citricos, sendo o imazalil o fungicida mais utilizado. Porém, com o crescente aumento pelo
consumo de alimentos isentos de residuos de agrotoxicos, por consumidores preocupados com
maior qualidade de vida e salde, produtores tém buscado novas alternativas de controle de
doencas e, dentre essas, encontra-se a utilizacdo de produtos naturais para o controle de doengas.
Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de quitosana no controle de Penicillium
digitatum e P. italicum, agentes causais do bolor verde e bolor azul, respectivamente. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram que quitosana inibe a germinacdo e o crescimento
micelial de Penicillium spp. O produto, em concentracdes de 0,05% e 0,10%, quando aplicada de
forma curativa sobre frutos de laranja péra, apresentou eficiéncia no controle do bolor azul; ndo

apresentando efeito preventivo para o controle da doenca.
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ABSTRACT- The orange crop faces several problems of phytosanitary nature and, among these,
there are the diseases that occur in postharvest. The mold caused by Penicillium digitatum and P.
italicum are responsible for large losses of citrus fruits in the market, making it often a limiting factor
in production. The control of these diseases is usually accomplished by the use of chemicals during
the processing of citrus fruits, being the most widely used fungicide imazalil. However, with
increasing the consumption of foods free from pesticide residues, preoccupied with higher quality of
life and health consumers, producers have pursued new alternatives for disease control and, among
these, are the use of natural products for disease control. Therefore, this study aimed to evaluate
the efficiency of chitosan in the control of Penicillium digitatum and P. italicum, the causal agent of
green mold and blue mold, respectively. The results of this study showed that chitosan inhibits
germination and mycelial growth of Penicillium spp. The product, in concentrations of 0.05% and
0.10% when applied curatively on orange fruits “Péra”, was efficient in controlling blue mold;
showing no preventive effect for the disease control.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, respondendo por cerca de 37% da producao
da fruta e 57% da producdo de suco. O cinturéo citricola (Estado de Sao e Triangulo Mineiro) é
responsavel por 80% da produc¢éo nacional (Agrianual, 2013). No entanto, o setor citricola enfrenta
varios problemas de natureza fitossanitaria e, dentre esses, encontram-se as doenc¢as que ocorrem
na fase de pds-colheita. Os bolores, causados pelos fungos Penicillium digitatum e P. italicum, sao
responsaveis por grandes perdas de frutos citricos, tornando-se muitas vezes um fator limitante na

producéo da cultura.

Em geral, o controle dessas doengas € realizado por produtos quimicos, 0s quais s&o
aplicados aos frutos durante o beneficiamento. Porém, em decorréncia dos efeitos negativos de
tais aplicacdes, como o acumulo de residuos nos frutos, problemas de saude publica e ao
desenvolvimento de linhagens resistentes dos patdégenos pelo uso indiscriminado de fungicidas
(Palou et al., 2002; Duffy et al. 2003; Zhu et al., 2006; Kinay et al., 2007), tém-se tornado

imprescindivel a busca de novas alternativas de controle.

Neste contexto, o uso de produtos naturais, como a quitosana, se apresenta como uma
alternativa de controle promissora ao uso de produtos quimicos, resultando em aplicacdo de

revestimento natural, seguro e ecologicamente correto.
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A quitosana é um polissacarideo de alta massa molecular, solavel em acidos organicos, é
comestivel e segura para os seres humanos (Bautista-Bands et al., 2006) e oferece um promissor e
versatil polimero biodegradavel para embalagens de alimentos (Dutta et al.,, 2007). Tal produto
natural tem se mostrado efetivo para o controle de doencas devido a capacidade para formar filmes
protetores, similares as ceras empregadas no revestimento de frutas e, assim, atuar na regulacéo
das trocas de gases e de umidade entre o produto e 0 ambiente, além da possibilidade de induzir

respostas de resisténcia nos tecidos vegetais (El Ghaouth et al., 1992b).

A quitosana tem apresentado efeito, quando aplicada em frutos de morango durante a pés-
colheita, para o controle dos fungos Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e Penicillium spp., os
quais sao responsaveis pelas doencas: mofo cinzento, podriddo mole e mofo azul, respectivamente

(Romanazzi et al., 2013).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de quitosana no
controle de P. digitatum e P. italicum, agentes causais do bolor verde e bolor azul,

respectivamente, em frutos citricos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Efeito de quitosana, em diferentes concentragdes, na germinacgéo de Penicillium spp.

Para esse ensaio foi utilizado quitosana com baixo peso molecular e grau de desacetilagdo
de 75-85% (Sigma-Aldrich Co). Diferentes concentracdes de quitosana foram obtidas por meio da
diluicAo do produto em &gua destilada com adi¢cdo de &cido acético glacial, de acordo com a

metodologia descrita por Jiang & Li (2001).

Para determinacgéo do efeito de quitosana na germinagéo dos fitopatégenos, gotas de 10 pL
do produto, nas concentra¢des de 0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%, juntamente com 10 pL da
suspensdo do fungo (1 x 10° conidios/mL), foram depositadas em areas demarcadas de |aminas,
previamente preparadas, com meio agar-agua. Para o tratamento testemunha foram colocadas
gotas de agua destilada e esterilizada no lugar do produto (Kupper et al., 2009). As culturas foram
incubadas em estufa para B.O.D., no escuro a 25°C por 14 e 18 horas, para P. digitatum e P.
italicum, respectivamente. A avaliacdo correspondeu a contagem de conidios germinados e néo
germinados, em um total de 100 conidios, efetuando-se o célculo da porcentagem de germinacao.
Considerou-se germinado o conidio cujo tamanho do tubo germinativo estava maior ou igual a
largura do conidio. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento

composto por 10 repeticdes.
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2.2. Efeito de quitosana, em diferentes concentragdes, no crescimento micelial de
Penicillium spp.

Para determinacdo do efeito de quitosana no crescimento micelial dos patégenos,
adicionou-se quitosana ao meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) nhas seguintes
concentracdes: 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%, seguindo a metodologia de
Kupper et al. (2009). Como testemunhas foram utilizados os meios contendo BDA acrescido de
agua no lugar do produto. Depois de vertidos os meios nas placas de Petri, discos de 05 mm de
didametro, obtidos de coldnias ativas de cada fitopatégeno, foram transferidos para o centro das
mesmas, justapondo-se a face contendo a coldnia diretamente sobre o meio de cultivo. A
incubacdo das culturas se deu em estufa para B.O.D a 25°C = 1°C, fotoperiodo 12/12h. A
determinagdo do crescimento micelial foi realizada quando a colénia do patdégeno, no tratamento
testemunha, atingiu a extremidade da placa. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
com cinco repeticdes para cada ensaio. Para comparacao das médias foi utilizado o teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

2.3. Efeito de diferentes concentragfes de quitosana no controle do bolor azul, em frutos de

laranja Péra.

Para realizacao deste estudo foi utilizado o isolado de P. italicum pertencente a colecéo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Bioldégico do Centro de Citricultura
“Sylvio Moreira”/IAC — Cordeiropolis/SP.

Frutos de laranja Péra foram esterilizados superficialmente com hipoclorito de sédio a 2% e,
feridos em dois pontos equidistantes, na regido equatorial dos frutos, com agulhas esterilizadas a
uma profundidade de 03 mm. Em seguida, os frutos foram inoculados com o fitopatégeno (1 x 10°

conidios/ml), 24h antes e 24h depois da realizacdo dos tratamentos com quitosana.

Os tratamentos corresponderam a aplicacdo de diferentes concentragdes de quitosana
(0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25%). Como tratamento quimico utilizou-se o fungicida Imazalil, na dose
recomendada pelo comerciante para o controle da doenca (2,0 mL L) e, como tratamento

testemunha, utilizou-se frutos tratados somente com agua destilada e esterilizada.

Ap6s a inoculacéo e realizacdo dos tratamentos, os frutos foram armazenados por 15 dias,
em camara fria (10°C +/- 2°C e com 90% de umidade relativa (UR)). A incidéncia foi avaliada pela
porcentagem de frutos doentes observados no Udltimo dia de avaliacdo. Foi utilizado um

delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento composto por 3 repeticbes com 20
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frutos por repeticdo. Os resultados foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) usando o
software de estatistica ASSISTAT 7.7 e a comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Efeito de quitosana, em diferentes concentra¢des, na germinagao de Penicillium spp.

Todas as concentracdes de quitosana testadas (0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25%) inibiram
100% a germinacdo dos conidios de P. digitatum e P. italicum. Camili et al. (2007) também
observaram efeito positivo de quitosana sobre conidios de Botrytis cinerea, porém, em
concentragdes mais elevadas (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%). Os autores mencionam ainda, que as hifas do

fungo se apresentavam deformadas, possuindo ramificacdo excessiva ou atrofiadas.

Hernandez-Lauzaro et al. (2008) relataram diferencas entre as quitosanas com baixa e alta
massa molecular sobre Rhizopus stolonifer. De acordo com os autores, quitosana de baixa massa
teve maior efeito na reducdo do crescimento micelial enquanto que, a de alta massa molecular
afetou o formato do esporo, a esporulagdo e a germinagdo. No presente ensaio, utilizando
quitosana de baixa massa molecular, além do efeito sobre o crescimento micelial dos
fitopatdgenos, houve, também, acédo sobre a germinacdo dos fungos, embora, aparentemente nao
tenha apresentado nenhuma deformacdo dos conidios. Por outra lado, Rapussi et al. (2009),
também observaram falhas e deformidades na germinacdo de conidios e na formacédo de
apressorios de Guignardia citricarpa a partir de concentragfes de 1% de quitosana. EL Ghaouth et
al. (1992a) observaram que concentragfes de quitosana acima de 1.5mg/ml causaram alterages
morfologicas nas hifas de R. stolonifer, efeito ndo observado em B. cinerea. Esse fato indica que os

efeitos da quitosana podem variar conforme o fungo.

3.2. Efeito de quitosana, em diferentes concentra¢des, no crescimento micelial de

Penicillium spp.

Todas as concentrac¢des de quitosana testadas (0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e
2,0%) inibiram 100% o crescimento das colbnias de P. digitatum e P. italicum. Os dados obtidos
neste trabalho corroboram com os obtidos por outros autores. De acordo com CIA et al. (2010),
guitosana em concentracfes a partir de 0,5% inibiram completamente o crescimento micelial de R.
stolonifer sob condi¢des in vitro. Camili et al., 2007 relata que B. cinerea evita o contato com
quitosana, cujo produto apresenta um efeito téxico para o seu desenvolvimento. Dados

semelhantes foram obtidos por Rapussi et al. (2009), onde todas as concentracbes de quitosana
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utilizadas (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0%) mostraram efetividade na inibicdo do crescimento micelial de
Guignardia citricarpa. Segundo Bautista-Bafios et al. (2003), ha inibicdo total do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides quando utilizado concentracdes de quitosana de 2 a 3%,

no qual também houve alteracdes morfolégicas dos conidios e reducao na esporulagao.

3.3. Efeito de diferentes concentra¢gdes de quitosana no controle do bolor azul, em frutos de

laranja Péra.

Os resultados apresentados na Figura 01 indicam que ndo houve controle preventivo de
guitosana para o controle do bolor azul em frutos de laranja péra. Entretanto, quando os frutos
foram tratados curativamente, as menores concentracdes de quitosana 0,05% e 0,10%
proporcionaram 67% e 54% de controle, respectivamente, em relagdo ao tratamento testemunha.

O tratamento com imazalil apresentou 100% de controle, tanto curativamente como

preventivamente.
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Figura 1: Porcentagem de frutos doentes, apds tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com
diferentes concentracdes de quitosana, sob condi¢bes de armazenamento a 10°C e 90% de UR, por 15 dias.

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

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os dados relatados por Camili et
al. (2007), segundo os autores, tratamento com quitosana para o controle de mofo cinzento em uva
se mostrou mais eficiente quando aplicado de forma curativa quando comparado ao tratamento
preventivo. Constataram ainda, que a ocorréncia da podriddo foi menor nos cachos de uva tratados

com 1,5 e 2,0% de quitosana.

Por outro lado, Capdeville et al. (2002) ao avaliarem o efeito de quitosana no controle do

mofo azul em macé, causado por P. expansum, verificaram controle da doenca quando os frutos
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foram tratados preventivamente com concentracdes do produto a 1 e 2%. Segundo, os autores as
atividades de quitinase, B-1,3-glucanase, fitoalexina, peroxidase e polifenoloxidase aumentaram em
frutos tratados com quitosana. Portanto, acredita-se que, o potencial de controle da quitosana
sobre a doenca pode estar ndo so relacionada com o efeito fungicida sobre o fitopatdgeno, mas,
também sobre a capacidade de induzir resisténcia no fruto, ou, pela combinacédo destes modos de
acao. (El Ghaouth et al., 1991; RAPUSSI et al., 2009).

Tendo em vista as possiveis variaveis em torno das metodologias a serem empregadas
para o controle de doencas por meio de produtos naturais e, 0s possiveis modos de acao que
possam estar envolvidos, novos estudos devem ser realizados na busca de informacdes sobre a

concentracao ideal e a forma mais eficiente de aplicagdo do produto em frutos citricos.
4, CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, € possivel concluir que:
a) Quitosana inibe a germinacéo e o crescimento micelial de Penicillium spp.;

b) Quitosana, nas concentracbes de 0,05% e 0,10%, quando aplicada de forma curativa sobre

frutos de laranja Péra, apresentou eficiéncia no controle do bolor azul;

¢) O produto ndo proporcionou controle da doenga, quando aplicado preventivamente em frutos de

laranja Péra.
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