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Extrato de alga no manejo do bolor verde em pds-colheita de citros
Management of green mold in postharvest citrus with seaweed extract

Extracto de algas em el manejo del moho verde em poscosecha de citricos
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Resumo

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a eficicia de diferentes dosagens de um produto a base de extrato da alga
Ascophyllum nodosum no manejo do bolor verde em pds-colheita de citros. Utilizou-se as dosagens de 0; 25; 50; 75 e
100 mL L*do produto comercial a base do extrato da alga, como comparativo, um fungicida sistémico do grupo dos
benzimidazéis. Foram realizados experimentos in vitro para verificar o efeito do produto a base do extrato da alga e
seus possiveis mecanismos de acdo, por meio das seguintes analises: crescimento micelial, esporulacdo, perda de
eletrolitos e atividade fungicida e/ou fungistatica. Em seguida, realizou-se experimento in vivo a fim de se avaliar a
incidéncia e severidade do bolor verde nos frutos de laranjeira ‘Valencia’ tratados com o produto. Foi observado que
as dosagens de 75 e 100 mL L™ foram as mais eficazes na reducdo do crescimento micelial e da produgdo de conidios
do patdgeno, sendo constatado um efeito fungistatico do produto. Verificou-se que o produto altera a permeabilidade
da membrana plasmatica do fungo na dosagem de 100 mL L™, podendo ser um possivel mecanismo de acdo sobre o
patégeno, além de ser capaz de reduzir a incidéncia e a severidade do bolor verde em p6s-colheita nos frutos de
laranjeira na dosagem de 75 mL L. Portanto, conclui-se que o produto a base de extrato da alga A. nodosum pode ser
incluido ao manejo integrado de doencas em p6s-colheita de citros.

Palavras-chave: Citricultura; Penicillium digitatum; Ascophyllum nodosum; Fitopatologia; Controle alternativo.

Abstract

This study aimed to evaluate the effectiveness of different dosages of a product based on seaweed extract from
Ascophyllum nodosum in the management of green mold in citrus postharvest. Dosages of 0; 25; 50; 75 and 100 mL L
were used of the commercial product based on seaweed extract and, as a comparison, a systemic fungicide from the
benzimidazole group was used. In vitro experiments were carried out to check the effect of the product and its possible
mechanisms of action, the following parameters being evaluated: mycelial growth, sporulation, electrolytes leakage and
fungicidal and/or fungistatic activity. Then, an in vivo experiment was carried out in order to assess the incidence and
severity of green mold in 'Valencia' orange fruits. It was observed that the dosages of 75 and 100 mL L* were the most
effective in reducing mycelial growth and the production of conidia of the pathogen, with a fungistatic effect of the
product based on the seaweed extract. It was found that the product modify the plasma membrane permeability of the
fungus at the dosage of 100 mL L1, which may be a possible mechanism of action on the pathogen. In addition to being
able to reduce the incidence and severity of green mold in postharvest on orange fruits at dosage of 75 mL L. Thus, it
is concluded that the product based on the A. nodosum seaweed extract can be included in the integrated management of
diseases in postharvest of citrus.

Keywords: Citriculture; Penicillium digitatum; Ascophyllum nodosum; Phytopathology; Alternativecontrol.

Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la efectividad de diferentes dosis de um producto a base de extracto de
alga Ascophyllum nodosum em el manejo del moho verde em poscosecha de citricos. Dosis de 0; 25; 50; 75 y 100 mL
Lt del producto comercial a base de extracto de algas y, a modo de comparacion, un fungicida sistémico del grupo de
los benzimidazoles. Se realizaron experimentos in vitro para verificar elefecto del producto y sus posibles mecanismos
de accion, evaluando los siguientes parametros: crecimiento del micelio, esporulacion, pérdida de electrolitos y
actividad fungicida y/o fungistatica. Luego, se realizun experimento in vivo para evaluar la incidencia y severidade del
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moho verde en frutos de naranja 'Valéncia' tratados com el producto. Se observd que las dosis de 75 y 100 mL L*
fueron las mas efectivas em la reduccion del crecimiento del micelio y la produccién de conidios del patégeno, com
efecto fungistatico del producto a base del extracto del alga A. nodosum. Se encontrd que el producto aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmatica del hongo a dosis de 100 mL L, lo que puede ser un posible mecanismo de
accion sobre el patégeno, ademas de poder reducir la incidencia y severidade del moho verde poscosecha en frutos de
naranja a una dosis de 75 mL L. Por tanto, se concluye que el producto a base del extracto del alga A. nodosum puede
incluirse en el manejo integrado de las enfermidades poscosecha de los citricos.

Palabras clave: Citricultura; Penicillium digitatum; Ascophyllum nodosum; Fitopatologia; Control alternativo.

1. Introducéo

A citricultura possui grande importancia econdmica para o Brasil, sendo este 0 maior produtor e exportador de laranja
do mundo. A producdo dos citros na safra 2020/21 foi de 14.610.788 toneladas em um total de 585.065 hectares colhidos
(IBGE, 2021).

Apesar de ser uma espécie com alto potencial produtivo, os citros sdo suscetiveis a varias doengas (Vieira, 2018).
Dentre elas destaca-se o bolor verde, sendo a principal doenca que acomete os frutos principalmente na etapa de pds-colheita.

As lesBes nos frutos causadas pela falta de cuidados durante processos de colheita, transporte e armazenamento sdo
portas de entrada para o fungo Penicillium digitatum, que é o agente causal do bolor verde. Durante a infeccéo, esse patdgeno
provoca a desintegracdo dos tecidos do hospedeiro, que associada ao odor caracteristico, tornam os frutos improprios para
consumo (Maro, 2010).

No Brasil, o controle quimico ainda é o mais utilizado, sendo os fungicidas do grupo dos benzimidaz6is os mais
empregados na pos-colheita de citros. Entretanto, o mercado mundial esta cada dia mais exigente com relagdo ao uso de
produtos quimicos nos alimentos. E ainda, o uso indiscriminado de fungicidas acaba selecionando estirpes do patégeno
resistentes a estes (Teixido et al., 2001).

Por meio do manejo integrado, ferramentas como o controle alternativo tem apresentado resultados relevantes no que
tange ao manejo de doencas, visando minimizar os impactos causados pelo uso continuo de produtos no controle quimico,
evitar a selecdo de patdgenos resistentes e em alguns casos reduzir os custos de producéo (Barboza et al., 2013).

Algumas estratégias de manejo alternativo de doengas tendem a manter a qualidade dos frutos em pos-colheita, sem
alterar os seus valores nutricionais. Dentre os produtos usados como controle alternativo de doencas de plantas, destacam-se 0s
extratos de algas, que além de auxiliar no manejo de doengas ainda influenciam positivamente na produtividade (Carvalho &
Castro, 2014). Ademais, embora poucos, é possivel encontrar na literatura resultados promissores na utilizacdo do extrato da
alga Ascophyllum nodosum no manejo de doengas em pos-colheita (Gomes& Serra, 2013; Mafra, et al. 2020; Melo, 2017
Ribeiro; Serra& Aradjo, 2016).

Nesse sentido, com o presente trabalho objetivou-se avaliar a eficacia de diferentes dosagens de um produto a base de

extrato da alga A. nodosum no manejo do bolor verde em pos-colheita de citros.

2. Metodologia

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Sul de Minas Gerais (IFSULDEMINAS) — Campus Machado. O P. digitatum foi isolado a partir de frutos sintomaticos obtidos
no comércio de Machado-MG. Apés o isolamento do fungo, este foi mantido em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) a 25°C,
em cémara tipo B.O.D., a fim de propiciar condi¢cGes para o seu desenvolvimento. Os frutos de laranjeira “Valéncia”
[Citrussinensis (L.) Osbeck] foram obtidos no pomar do IFSULDEMINAS - Campus Machado.

Utilizou-se um produto comercial & base de extrato da alga A. nodosum denominado neste estudo como produto
alternativo, por ndo ser comumente utilizado no controle quimico tradicional de doencas de plantas. O produto é uma
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formulacdo SL (Suspensédo Liquida) com 100% de concentracdo de extrato da alga, equivalente a 48% de matéria seca. Para
efeito de comparacdo foi utilizado um produto quimico (fungicida) registrado para o controle p6s-colheita do bolor verde em
citros, sendo um fungicida sistémico do grupo quimico benzimidazol, que possui em sua composi¢do o tiabendazol (2-(thiazol-
4-yl) benzimidazole) na concentragéo de 485 g L™ (48,5% m/v).

Os experimentos foram executados em duas etapas, in vitro e in vivo. Nos experimentos in vitro, foi verificado o
efeito do produto a base de extrato da alga A. nodosum sobre o desenvolvimento do patégeno e um de seus possiveis
mecanismos de acdo. Para tanto, foram avaliados os seguintes parametros: crescimento micelial, perda de eletrolitos,
esporulacdo e atividade fungicida e/ou fungistatica. Com relacdo a possibilidade de uso do extrato de alga no manejo do bolor
verde em poés-colheita foi realizado um experimento in vivo no qual foi avaliada a incidéncia e severidade da doenca nos frutos

de laranjeira ‘Valéncia’ tratados com o produto e posteriormente inoculados com o patégeno.

2.1 Experimentos in vitro
2.1.1 Crescimento micelial

Foi realizado um experimento in vitro para avaliar o crescimento micelial do P. digitatum submetido a diferentes
dosagens do produto a base de extrato de alga A. nodosum (0; 25; 50; 75 e 100 mL L) e o fungicida na dose indicada pelo
fabricante (10,3 mL LY).

Em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio BDA fundente (batata-dextrose-agar) esterilizado, separadamente
foram pipetadas as diferentes dosagens do extrato de alga e do fungicida e posteriormente vertidos 10 mL para cada placa de
Petri de 85 mm de didmetro.

Ap0bs 24 horas foi realizada a raspagem do micélio e conidios oriundos de colbnias com sete dias de idade do P.
digitatum em meio BDA com auxilio de um palito de dente autoclavado. Em seguida a extremidade do palito contendo as
estruturas do patégeno foi introduzida no centro da placa de cada tratamento. O material foi mantido em cadmara do tipo B.O.D
com temperatura ajustada para 25° C (£ 2° C) e fotoperiodo de 12 horas (luz/escuro).

O crescimento micelial foi avaliado diariamente com o auxilio de um paquimetro digital, durante sete dias. As placas
foram marcadas com duas linhas perpendiculares, com a finalidade de mensurar o crescimento do didmetro da coldnia, onde
foram calculadas as médias diarias por placa.

Com as medicdes diarias dos sete dias, foi avaliado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), como
proposto por Oliveira (1999):

Ivem = ZP-Da)

Sendo:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = Diametro médio atual;

Da = Diametro médio do dia anterior;

N = Ndmero de dias apés a inoculagdo.

O experimento foi instalado em blocos casualizados (DBC), contendo uma placa por parcela, seis tratamentos e oito
repeti¢des. Os dados coletados foram submetidos & andlise de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott (Scott e Knott, 1974) a 5% de probabilidade (p < 0,05), empregando-se 0 software SISVAR (Ferreira, 2019). Além
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disso, foi realizada andlise de regressao a partir da significancia dos tratamentos, a fim de se definir a dose ideal do produto. Os
dados foram ajustados & equagdo polinomial de 3° grau (y = ax® + bx? + cx + d) e, portanto, a dose ideal do produto foi

estimada por meio da equacdo:

; —b + Vb2 — 4ac
Dose ideal (32 grau) = —

2.1.2 Esporulacdo

Em frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de meio BDA fundente esterilizado, separadamente foram pipetadas as
diferentes dosagens do extrato de alga A. nodosum (0; 25; 50; 75 e 100 mLL™) e a dosagem do fungicida (10,3 mLL™) indicada
pelo fabricante. Posteriormente foram vertidos 10 mL para cada placa de Petri de 85 mm de diametro e, apo6s 24h foi
adicionado um disco (5mm) de meio de cultura contendo micélio do patégeno P. digitatum no centro da placa. As placas foram
mantidas por cinco dias em camara tipo B.O.D. com temperatura ajustada para 25° C e fotoperiodo de 12 horas.

Ao final do tempo de incubacdo, cada placa recebeu 20 mL de 4gua destilada autoclavada e teve as estruturas do
patdgeno ali presentes delicadamente retiradas com o auxilio de uma alca de Drigalski. As suspensdes obtidas foram filtradas
em gaze para a obten¢do apenas dos conidios, posteriormente, 0 nimero de conidios foi quantificado com o auxilio de camara
de Neubauer em microscopio de luz.

O experimento foi instalado em delineamento experimental de blocos casualizados (DBC), contendo uma placa de
Petri por parcela, seis tratamentos e oito repeticdes. Os dados coletados foram submetidos as analises de varidncia e as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (Scott e Knott, 1974) a 5% de probabilidade (p < 0,05) empregando-se 0 software

SISVAR (Ferreira, 2019). Além disso, foi realizada anélise de regressdo a partir da significancia dos tratamentos.

2.1.3 Perda de eletrolitos

Para avaliagdo do possivel mecanismo de agdo do extrato de alga sobre o micélio do patogeno, foi realizado um
experimento para mensurar a perda de eletrolitos por parte do P. digitatum exposto ao produto a base de extrato de alga.

Em frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de meio liquido BD (batata-dextrose) esterilizado, foram inseridos trés
discos (5mm) de meio de cultivo contendo micélio oriundos de col6nias com 7 dias de idade do P. digitatum. O material foi
mantido sob agitacdo constante por cinco dias & 80,4 rpm e temperatura de 25° C (+ 2° C).

Apos a obtencdo do micélio, o mesmo foi filtrado com auxilio de bomba a vacuo, kitassato e papel filtro, pesado em
balanga analitica e transferido para béqueres de 50 mL. Para verificar o efeito do extrato da alga A. nodosum na permeabilidade
da membrana plasmatica do patégeno, os béqueres contendo o micélio receberam 10 mL de agua destilada contendo os
tratamentos por um periodo de 30 min, posteriormente, 0 micélio do patégeno foi coletado e transferido para copos plasticos
(150 mL) contendo 50 mL de solu¢do de sacarose 0,2 M (Rezende et al., 2020a).

Os tratamentos utilizados foram:

1) Tratamento com o micélio macerado: micélio do patégeno submetido & maceracdo com auxilio de bastdo de vidro,
levando a ruptura fisica da membrana do mesmo, alterando sua permeabilidade;

2) Tratamento com extrato de alga: micélio do patégeno submetido aos tratamentos de extrato de alga nas dosagens 0;
25;50; 75e 100 mL LY,

3) Tratamento com fungicida: micélio do patégeno submetido ao fungicida na dosagem indicada pelo fabricante (10,3
mLL™?).
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Foi realizada a leitura da condutividade elétrica das solucdes ao longo do tempo (0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos) com
auxilio de condutivimetro de bancada, com o objetivo de detectar a perda de eletrolitos por parte do micélio. Os resultados
foram expressos em pS.g micélio™.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com sete tratamentos (cinco
concentragOes de extrato de alga, fungicida benzimidazol e micélio macerado) e quatro repetigdes, onde cada copo plastico
constituiu de uma parcela, totalizando 28 copos. Os dados coletados foram submetidos as anélises de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (Scott e Knott, 1974) a 5% de probabilidade (p < 0,05) empregando-se 0 software

SISVAR (Ferreira, 2019). Além disso, foi calculado o erro padrédo da média.

2.1.4 Atividade fungicida e/ou fungistatica

O P. digitatum foi cultivado em meio de cultura BDA com os tratamentos conforme mencionado no item 2.1.2. Ao
final do periodo de incubacdo, um disco (5mm) de meio de cultura contendo o patégeno submetido aos tratamentos foi
transferido para placas de Petri de 90 mm de didmetro com apenas meio de cultura BDA e observou-se por trés dias o
desenvolvimento do fungo (Rezende, 2010).

As avaliagbes foram feitas visualmente, quando observado o desenvolvimento do patégeno sob o meio de cultivo
BDA foi atribuida & caracteristica fungistatica e, se ndo houve desenvolvimento do patégeno, foi atribuida a caracteristica

fungicida.

2.2 Experimento in vivo

Os frutos de laranjeira ‘Valéncia’ obtidos no pomar do Campus foram higienizados com solucéo de hipoclorito de
sodio a 0,5% por trés minutos, lavados em agua destilada autoclavada e deixados secar em temperatura ambiente por 24 horas
(Mafra et al., 2020).

Posteriormente, os frutos foram imersos por 5 minutos em solug¢Ges contendo os tratamentos: 0; 25; 50; 75 e 100 mL
L de extrato de alga A. nodosum e 10,3 mL L* de fungicida. Ap6s a imersdo, os frutos foram submetidos a secagem em
temperatura ambiente por 24 horas. Passado o tempo de secagem foram realizados quatro ferimentos (0,8 mm de
profundidade) nos frutos em regies equidistantes com auxilio de agulha histoldgica e, em seguida, pulverizada suspensdo
contendo o P. digitatum na concentragdo de 108 conidios.mL™* até o ponto de escorrimento. Os frutos foram incubados em
camara Umida por 36 horas e posteriormente avaliados quanto a incidéncia (% de frutos doentes) e severidade (n° de
ferimentos com presenca dos sintomas provocados pela presenca do patégeno) da doenga a cada 24h, durante sete dias.

A partir dos resultados alcancados, foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), por meio

da equacdo definida por Shaner e Finney (1977):

n-1

4y
AACPD = Z (%) (tis1 — )
i=1

Em que n é o nimero total de avaliag@es; yie yi+1580 duas avaliagdes consecutivas de severidade realizadas nos tempos
t e tj+1, respectivamente.

O experimento foi instalado em blocos casualizados (DBC), contendo trés frutos por parcela, seis tratamentos e oito
repeticdes. Os dados coletados foram submetidos as andlises de varincia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott (Scott e Knott, 1974) a 5% de probabilidade (p < 0,05) empregando-se o software SISVAR (Ferreira, 2019). Além

disso, foi calculado o erro padrdo da média.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Experimentos in vitro

Foi realizada a avaliacdo da velocidade de crescimento micelial do patégeno sob a adi¢do do produto a base de extrato
de alga. Verificou-se que em todos os tratamentos onde houve ou néo a adi¢do de produto a base de extrato de alga o fungo P.
digitatum se desenvolveu, conforme Figura 1. Na concentracdo de 25 mL L™ do extrato de alga, houve aumento na velocidade
do crescimento micelial do patégeno em comparagdo a dose 0 mL L. As dosagens 75 e 100 mL L foram as que mais
prejudicaram e reduziram a velocidade do crescimento micelial do P. digitatum comparado as demais dosagens, porém nao
foram capazes de inibir totalmente o desenvolvimento do patégeno. Além disso, a partir do céalculo de regresséo, foi possivel
inferir sobre a dose ideal do produto a base do extrato de A. nodosum. Dentro das concentracGes testadas, a dose de 99,17 mL

L seria capaz de proporcionar o menor crescimento do patégeno.

Figura 1. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Penicillium digitatum sob adi¢do de produto comercial &
base de extrato da alga Ascophyllum nodosum nas concentracdes de 0; 25; 50; 75 e 100 mLL™* apds serem avaliados por sete
dias de incubacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

12 4

d
*

v = 3E-05%% - 0,0049x2 + 0,1056x + 10,133
R*=0,9805

Indice de Velocidade de Crescimento
Micelial
(=

100

L

50 7
Extrato de Alga (mL L-1)

L=
b2 |
LN

Estimativa de dose ideal do produto.

Fonte: Dados originais da pesquisa.

Segundo Pascholati e Dalio (2018), a presenca de carbono organico, agua e minerais no produto, podem proporcionar
condigdes 6timas para o crescimento do fungo. Portanto, dependendo da concentragdo do extrato da alga A. nodosum utilizada,
pode haver inducao no crescimento de patdgenos e favorecimento da esporulacéo (Melo, 2017), ao invés de efeito inibitorio.

Diferente disso, em trabalho realizado por Santos (2017) foi verificado que a velocidade do crescimento micelial de P.
digitatum foi totalmente inibida pela adicdo de 60 e 80 mL L™ de produto a base de extrato de alga em meio BDA. Também
foram testadas dosagens de 20 e 40 mL L e estas ndo foram capazes de inibir a velocidade do crescimento do patégeno.

Quando o produto a base de extrato de alga causa efeito inibitdrio no crescimento de alguns microrganismos,

possivelmente se deve ao fato de que as algas marinhas que comp&em a base do produto testado, ficam expostas a condi¢des
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ambientais extremas e a indmeras interacBes bioldgicas. Por consequéncia, sdo capazes de desenvolver um mecanismo de
defesa e produzir substancias biologicamente ativas como os terpenos e fendis (Peres et al., 2012).

A partir da Figura 2, é possivel observar que o tratamento com adicdo de 25 mL L™ do produto a base de extrato de
alga ndo houve reducédo do crescimento micelial do patdgeno, onde o crescimento do mesmo foi semelhante ao tratamento na
dosagem de OmL L. Para os demais tratamentos, a medida em que se aumentou a concentracdo do produto comercial a base
de extrato de alga o crescimento do patogeno foi reduzindo. No tratamento com adicdo de fungicida, o crescimento de P.
digitatum foi menor em relagéo ao tratamento 0 mL L.

Figura 2. Influéncia da adicdo de diferentes concentraces de produto comercial a base de extrato da alga Ascophyllum
nodosum e fungicida benzimidazol (10,3 mL L) em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) no crescimento micelial de

Penicillium digitatum apds sete dias de incubagéo.

icids
0mL L1 25 mL L S50 mL L! 75mLL! 100 mLL?! Ful.lgl.“( '
benzimidazol

Fonte: Dados originais da pesquisa.

O efeito inibitdrio do mesmo produto comercial utilizado no presente trabalho foi constatado por Ribeiro, Serra e
Araljo (2016). O produto foi capaz de reduzir o didmetro do crescimento micelial de C. gloeosporioides quando comparado
com o tratamento testemunha (0 mL L), nas dosagens de 40 mL L*e 60 mL L, sendo esta tltima, a concentracdo mais eficaz
no que diz respeito a inibigdo do fitopatdégeno. O produto & base de A. nodosum também foi utilizado por Aradjo (2014), para
avaliar seu efeito sob diferentes fitopatdgenos importantes para agricultura. Foram obtidos resultados promissores na inibicéo
in vitro de Fusarium pallidoroseum causador da podriddo em sementes, Colletotrichum musae e C. gloeosporioides que
causam antracnose em banana e em outras diversas frutas, respectivamente. Além disso, foi eficiente principalmente na
inibicdo de Rhizoctonia solani, agente causal de podrid&o radicular em diversas culturas de interesse agronémico.

Semelhante aos resultados obtidos, em uma pesquisa realizada por Paiva et al. (2020), o extrato de alga foi eficaz na
inibicdo no crescimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer, agente causal da podriddo mole em frutos de morangueiro,
quando utilizado na concentragdo de 40 mLL ™ do produto.

E possivel observar na Figura 3 que o produto & base de extrato de alga foi capaz de reduzir a reproducéo de P.
digitatum, pois diminui a esporulacdo do fungo nas doses de 75 e 100 mL L. Os dados referentes a esporulagdo nas
concentracdes de 25 e 50 mL L do produto foram semelhantes estatisticamente ao tratamento controle (0 mL L™). Quando a
esporulagdo do fungo é reduzida, significa que o fitopatogeno teve sua reproducdo de alguma forma prejudicada e como

consequéncia menor nimero de infecgdes bem sucedidas e menor nimero de lesdes nos frutos ele conseguird realizar.
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Figura 3. Producdo de conidios por Penicillium digitatum ap6s cinco dias de inoculacdo em meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) com adicdo de produto comercial a base de extrato de alga Ascophyllum nodosum nas concentracdes de 0; 25;
50; 75 e 100 mL L. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Estas avaliagfes sdo importantes para comprovar que produtos menos toxicos & salde humana e ao ambiente podem
ser aliados em programas de manejo integrado de doencas de plantas. No caso do presente trabalho, por se tratar de manejo de
doenga pos-colheita, estudos nessa linha de pesquisa sdo ainda mais relevantes. 1sso devido a proposta de reducdo da
frequéncia e quantidade de defensivos quimicos aplicados diretamente nos frutos e muitas vezes sem respeito ao periodo de
caréncia que irdo para a mesa do consumidor.

Com intuito de verificar possiveis mecanismos de a¢do do extrato de alga no desenvolvimento de P. digitatum, foi
avaliada a perda de eletrolitos ao longo do tempo por parte do micélio do patdégeno na presenca dos tratamentos. Houve
diferenca entre os tratamentos para os valores de condutividade do micélio de P. digitatum no tempo 0 e 5 minutos conforme
ilustrado na Figura 4. O tratamento com a dosagem de 100 mL L teve condutividade elétrica média de 66,09 e 315,755 uS.g
micélio™ nos tempos de 0 e 5 minutos respectivamente, sendo superior aos demais tratamentos que ndo tiveram diferenca. Isso
significa que, quanto maior o tempo de exposicdo do patdgeno ao produto a base de extrato de alga, menor a capacidade

seletiva da membrana plasmaética das hifas do mesmao.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentra¢des de produto comercial a base de extrato da alga Ascophyllum nodosum e fungicida
benzimidazol (10,3 mL L) sobre a perda de eletrélitos do micélio de Penicillium digitatum cultivado em meio liquido BD
(batata-dextrose) ao longo do tempo. Os dados sdo expressos em micro-Siemens.g micélio fresco (uS.g micélio fresco™).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).As barras indicam o erro padrdo da
média.
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Uma nova avaliagéo foi realizada apés 10 minutos, na qual os tratamentos 0 mL L, fungicida e micélio macerado
tiveram menores valores de condutividade sendo eles de 8,86; 10,55 e 21,91 uS.g micélio?, respectivamente. Nas seguintes
avaliacdes, aos 20, 30 e 60 minutos, nos tratamentos com adigdo de 25 mL L™ de produto a base de extrato de alga, fungicida e
micélio macerado foram observados menores valores de condutividade elétrica em comparagdo com os demais tratamentos,
ndo havendo diferenga entre eles. Em todos os tratamentos, foi possivel observar que, com o passar do tempo, a condutividade
elétrica da solugdo contendo o patdgeno submetido a crescentes concentragdes do produto, aumentou. A partir dos resultados
obtidos, ¢ possivel inferir que um dos mecanismos “alvo” do produto utilizado nesse estudo seja 0 dano a membrana
plasmatica da hifa do fungo P. digitatum. O tratamento com a dosagem de100 mL L de produto & base de extrato de alga foi 0
que teve maiores valores de condutividade elétrica durante todas as avaliagfes. Portanto, essa dosagem possivelmente interfere
na permeabilidade seletiva da membrana plasmética do fungo, uma vez que quanto maior o tempo de exposicdo a ela, maior
foi a condutividade elétrica observada, conforme a Figura 4.

Em pesquisas realizadas com extrato de alga, foi constatado que o mesmo pode interferir na permeabilidade da
membrana da hifa do fungo diminuindo a capacidade celulolitica, prejudicando sua morfologia e fisiologia e como
consequéncia reduzindo seu crescimento, de acordo com a concentracdo utilizada (Melo, 2017). Em trabalho realizado por
Rezende et al. (2020b), os autores verificaram que o0 uso de produto a base de fosfito de potassio, também considerado produto
alternativo, foi capaz de alterar a permeabilidade da membrana do oomiceto P. nicotianae.

Além dos estudos referentes ao efeito direto do produto a base de extrato de alga sobre o P. digitatum realizados, foi
avaliado adicionalmente a atividade fungicida e/ou fungistatica do mesmo e do fungicida (Figura 5). Nota-se que em todos 0s

tratamentos onde o fungo esteve anteriormente em meio contendo extrato de alga, e que posteriormente foi adicionado em
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meio sem a presenca do produto, 0 mesmo se desenvolveu normalmente. Neste caso, é possivel inferir que o extrato de alga
possui caracteristica fungistatica. Por outro lado, no meio onde houve a adi¢do de fungicida, o patégeno ndo se desenvolveu
quando transferido para 0 meio sem o0 agrotéxico, comprovando assim, seu efeito fungicida. Essa caracteristica foi evidenciada
no experimento in vivo no qual o fungicida benzimidazol foi mais eficiente na reducdo da incidéncia e severidade causada pelo

bolor verde ao longo de todo periodo de avaliacao.

Figura 5. Desenvolvimento de Penicillium digitatum advindo de cultivo em meio com adi¢do de produto a base de extrato de
alga Ascophyllum nodosum e fungicida benzimidazol (10,3 mL L™)sob o meio de cultivo BDA (Batata-Dextrose-Agar) ap6s 3

dias de inoculacao.

Fungicida
benzimidazol

0 mL L 25 mL L1 S0omLL! 75mLL?! 100 mL L!

Fonte: Dados originais da pesquisa.

A atividade fungistatica causada pelo produto a base de extrato de alga significa que 0 mesmo néo tem efeito letal ao
patdgeno, pois ainda haviam estruturas de reproducdo que possibilitaram o seu desenvolvimento apds a adicdo em meio de
cultura. Contudo, o desenvolvimento do patégeno, mesmo que nao interrompido completamente, foi reduzido. Nesse sentido, o
ciclo das relagbes patdgeno-hospedeiro desse patossistema tende a ser maior e como consequéncia maiores periodos de
incubacdo e laténcia da doenga. Diante disso, 0 tempo para o surgimento de lesdes no fruto é maior, 0 que consequentemente

aumenta o tempo de prateleira do fruto tratado com o produto alternativo.

3.2 Experimento in vivo

Foi realizado experimento com laranjas tratadas ou ndo com o produto & base de extrato de alga e posteriormente
inoculadas com o P. digitatum para avaliar a eficAcia do mesmo no controle preventivo da doenca. Verificou-se por meio do
experimento in vivo que ndo houve desenvolvimento de doenga no grupo de laranjas ‘Valéncia’ que nio foram inoculadas com
o P. digitatum, agente causal do bolor verde. As laranjas tratadas com fungicida tiveram menor incidéncia da doenca durante
todo o periodo de avaliacdo, quando comparadas com os demais tratamentos, porém o mesmo nao foi capaz de inibir
totalmente o desenvolvimento do bolor verde nos frutos (Figura 6). A partir dos resultados advindos das laranjas tratadas com
fungicida é possivel inferir que podem existir popula¢fes do P. digitatum resistentes ao mesmo ou que de alguma forma o

agrotdxico vai perdendo sua eficiéncia ao longo do tempo.
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Figura 6. Incidéncia de bolor verde causado por Penicillium digitatum em frutos de laranjeira ‘Valéncia’ tratados com produto
a base de extrato de alga Ascophyllum nodosum em diferentes concentracdes e fungicida benzimidazol (10,3 mL L), mantidos
sob temperatura de 25° C e avaliados ao longo de sete dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

100 -

c
- 0mL L com inoculacio

90 -

I

80 -
: /l € 25mLL?

70 -

—~ 50 mL L}
60 -
b

b+ 75mL L1

100 mL L!

Incidéncia (% de frutos acometidos)
w
o

Fungicida (benzimidazol)

=% 0 mL L sem inoculagio
a

K ‘ Z
3 4
Dias de avaliacdo

10 - %
0 +—— :

va
7

b S —
W X
o ¥

-

Fonte: Dados originais da Fonte: Dados originais da pesquisa.

No primeiro dia de avaliacdo, ndo houve diferenca entre os tratamentos avaliados. Ja no segundo dia, as laranjas
submetidas as doses de 50, 75 e 100 mL L do extrato de alga tiveram resultados semelhantes entre si e os tratamentos com
dose de 25 mL L'e de 0 mL L inoculado tiveram maior incidéncia quando comparados aos demais tratamentos. No terceiro
dia de avaliagdo os frutos com menor incidéncia da doenca foram aqueles tratados com 75mL L™ do produto a base do extrato
da alga A. nodosum, j& nos demais tratamentos ndo foi verificada diferenga significativa os mesmos. No quarto dia de
avaliacdo, nos tratamentos onde foram utilizadas 50 e 75 mL L do produto alternativo, houve reducéo da incidéncia da doenca
comparado aos demais tratamentos. Do quinto ao sétimo dia a dose de 75 mL L do produto foi a mais eficaz em reduzir a
incidéncia de bolor verde nos frutos de laranjeira ‘Valéncia’ e foi semelhante estatisticamente ao tratamento com adicéo de
fungicida.

Em trabalho realizado por Vienczet al. (2020), utilizando de uma dosagem bem menor do que as testadas no presente
trabalho, verificou que o produto Algamare®, a base de extrato de A. nodosum na concentragdo de 0,4 mLLfoi capaz de
reduzir a incidéncia e a severidade da podriddo parda (Monilinia fructicola) em ameixas ‘Reubennel’ com um nivel de controle
semelhante ao do fungicida iprodione.

Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho realizado por Mafra et al. (2020), onde ndo houve incidéncia
de bolor verde em frutos de laranjeira ‘Valéncia’ ndo inoculados com P. digitatum e tratados com produto a base de extrato de
alga A. nodosum. Além disso, os frutos tratados com extrato da alga na dose de 91,5 mL L™ tiveram reducgdo de 30% da
incidéncia da doenc¢a quando se comparou com o tratamento controle.

Em relacéo a severidade, observa-se por meio da Tabela 1 que os frutos do tratamento 0 mL L* inoculados tiveram
maior numero de lesdes quando comparados com os frutos submetidos aos demais tratamentos. Os frutos tratados com

fungicida e com a dosagem de 75 mL L de produto a base de extrato de alga tiveram resultados de severidade da doenca
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semelhantes entre si durante todos os dias de avaliacdo. Os demais tratamentos tiveram resultados inferiores no que diz

respeito a reducdo do nimero de lesdes por fruto.

Tabela 1. Médias do nimero de lesdes de bolor verde (severidade) em frutos de laranjeira ‘Valéncia’ tratados com produto a
base de extrato de alga Ascophyllum nodosum nas concentrag@es de 0; 25; 50; 75 e 100 mL L e fungicida benzimidazol (10,3

mL L), mantidos sob temperatura de 25° C e avaliados ao longo de sete dias.

Médias do nimero de lesdes de bolor verde/fruto

Tratamentos

1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7° dia
0 mLL com Inoculagio 01la 08c 15b 1,7¢ 2,1d 2,4d 3,2d
25 mLL? 0,la 0,4b 11b l4c 16¢ 16¢c 23c
50 mLL™? 0,0a 0,4b 10b 11c l4c l4c 22¢c
75 mLL? 0,0a 0,3a 04a 0,7b 08b 08b 15b
100 mLL? 0,0a 0,3a 10b l4c 15¢c 15¢c 2,1lc
Fungicida Benzimidazol 0,0a 01a 05a 05b 0,8b 10b 1,4b
OmLL* sem Inoculacio 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
Fonte: Dados originais da pesquisa.

Semelhante a estes resultados, Gomes e Serra (2013), evidenciam que a severidade das lesBes causadas por C.
gloeosporioides foi reduzida quando frutos de pimenta da cultivar ‘dedo de moga’ (Capsicum baccatum) foram imergidos em
solugdo contendo extrato de A. nodosum, 48 horas antes da inoculagdo com o patogeno.

A éarea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) foi reduzida nos tratamentos com a utilizacéo de produto a
base de extrato de alga, quando comparado com o tratamento 0 mL L inoculado com o patdgeno. Os resultados da AACPD
das laranjas submetidas a dose de 75 mL L foram semelhantes aos resultados em que as mesmas foram tratadas com o
fungicida. Nos frutos do tratamento no qual ndo foi realizada a inoculacdo, ndo houve sintomas da doenca durante o todo o
tempo de avaliagdo (Figura 7).
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Figura 7. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) bolor verde em frutos de laranjeira ‘Valéncia’, tratados com
produto a base de extrato de alga Ascophyllum nodosum nas concentracles de 0; 25; 50; 75 e 100 mL L* e fungicida
benzimidazol (10,3 mL L), mantidos sob temperatura de 25° C e avaliados ao longo de sete dias. Colunas seguidas da mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Fonte: Dados originais da pesquisa.

Forneret al. (2013) avaliaram o uso de agentes de biocontrole sob o manejo do bolor verde em pés-colheita de
laranjas. Contrario aos resultados obtidos no presente trabalho, o uso desses agentes ndo controlou a doenga e ndo reduziu a
AACPD. Porém, quando o uso de agentes foi associado ao tratamento térmico todos os produtos biolégicos tiveram eficiéncia
aumentada no controle da doenca.

O uso de produtos alternativos como o extrato de alga A. nodosum, assim como no presente trabalho, também
proporcionou redugdo da AACPD do bolor verde quando frutos de laranjeira ‘Valéncia’ foram tratados com produto a base do

extrato e inoculados com P. digitatum (Mafra et al., 2020).

4. Conclusao

Conclui-se que o produto a base de extrato da alga Ascophyllum nodosum, nas dosagens de 75 e 100 mLL™, é capaz
de reduzir o crescimento micelial e a producdo de conidios do fungo Penicillium digitatum, sendo assim, foi constatado que o
produto possui efeito fungistatico. Ademais, o produto possui efeito sobre a permeabilidade da membrana plasmatica, na
dosagem de 100 mL L, indicando um possivel mecanismo de agdo do produto sobre o patégeno.

O extrato da alga A. nodosum na dosagem de 75 mL L é capaz de reduzir a incidéncia e a severidade do bolor verde
em pos-colheita nos frutos de laranjeira, podendo ser incluido no programa de manejo integrado dessa importante doenga em

pos-colheita de citros.
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