INSTITUTO AGRONOMICO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM AGRICULTURA TROPICAL E SUBTROPICAL

DISSERTACAO DE MESTRADO

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE
PODRIDOES E NA QUALIDADE
POS-COLHEITA DE UVA ‘ITALIA’

VANESSA CAROLINE LOPES

Campinas — SP
Marco/ 2022



INSTITUTO AGRONOMICO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM AGRICULTURA TROPICAL E SUBTROPICAL

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE
PODRIDOES E NA QUALIDADE POS-COLHEITA
DE UVA ‘ITALIA’

VANESSA CAROLINE LOPES

Orientadora: Dra Patricia Cia
Coorientadora: Dra Eliane Aparecida Benato Rodrigues Da Silva

Dissertacdo submetida como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Agricultura
Tropical e  Subtropical, Area de
Concentracdo em Tecnologia da Producao
Agricola.

Campinas — SP
Margo/ 2022



Ficha elaborada pela bibliotecaria do Nucleo de Documentacéo Cientifica
do Instituto Agronémico

L8640 Lopes, Vanessa Caroline
Oleos essenciais no controle de podridées e na qualidade pos-
colheita de uva ‘ltalia’’ Vanessa Caroline Lopes. Campinas,
2022. 60 fls

Orientadora: Patricia Cia

Co-orientadora: Eliane Aparecida Benato Rodrigues da Silva
Dissertacao (Mestrado) Agricultura Tropical e Subtropical —
Instituto Agrondémico

1. Oleos essenciais. 2. Uva ‘Italia’ — pos-colheita 3. Controle .
de Podriddes. 4. Tomilho. 5. Capim-lim&o. 6. Botrytis cinerea,
7. Colletotrichum gloeosporioides. I.. Cia, Patricia. II. Silva, Eliane
Aparecida Benato Rodrigues da. lll. Titulo

CDD 634.8




SECRETARIA DA AGRICULTURA E ABASTECIMENTO AGENCIA PAULISTA DE ~ N
TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS P S
INSTITUTO AGRONOMICO
Pds-Graduagdo Agricultura Tropical e Subtropical AGRICULTURA
Fone: (19) 2137.0659/2137.0601 e
Avenida Bardo de

ltapura, 1.48113020-
902 - Campinas, SP

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO

Aos 10 dias do més de janeiro de 2022, as 14:00 horas reuniu-se a Banca
examinadorahomologada pelo Programa de Pdés-Graduacdo em Agricultura Tropical e
Subtropical, composta pelos membros abaixo listados visando a defesa de dissertacao de
mestrado de Vanessa Caroline Lopes para obtencado do titulo de "MESTRE", conforme
Processo SAA n° 1.155/2019. A sesséao presidida pela Dr2. Patricia Cia, orientadora da
aluna, foi realizada em sessdo publica aberta. Iniciados os trabalhos, o candidato
submeteu-se ao exame de sua dissertacio, intitulada “OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE
DE PODRIDOES E NA QUALIDADE POS-

COLHEITA DE UVA ‘ITALIA”’. Terminado o exame, procedeu-se ao julgamento, cujo
resultado foio seguinte:

Dr2. Patricia Cia aprovado (X) reprovado ()
Dr2. Silvia Antoniali do Carmo aprovado (X) reprovado ()
Dr2. llana Urbano Bron aprovado (X) reprovado ()

Apurados os resultados, constatou-se que o(a) candidato(a) foi habilitado(a), fazendo jus,
portanto, ao titulo de “MESTRE EM AGRICULTURA TROPICAL E SUBTROPICAL”, na
area deconcentracdo: Tecnologia de producado Agricola, do que, para constar, lavrou-se
a presente ata, assinada pelo Presidente da Comissdo Examinadora representando os
demais membros da sessdo remota.

Patricia Cia



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, pela oportunidade de desenvolver este projeto e por permitir chegar a
lugares onde nem imaginaria,

Aos meus pais Sénia e Cléber, por todo amor, cuidado, confianga, incentivo, aconchego e
abraco em dias dificeis,

A minha irma Giovanna, simbolo de grande orgulho e forca para mim, pelo incentivo e
pelas nossas conversas,

Ao0s meus amigos, por serem seres de luz na minha vida, pelo apoio, conversas, incentivo e
que mesmo a distancia fazem a diferenca na minha vida,

Ao meu namorado Leonardo, por todo companheirismo, paciéncia, amor, carinho e
incentivo a sempre buscar ser uma pessoa melhor,

A Dra Patricia Cia, por ter aceitado ser minha orientadora no desenvolvimento deste
projeto, por todos os conhecimentos transmitidos, paciéncia e incentivo,

A Dra Eliane Aparecida Benato Rodrigues Da Silva, minha coorientadora, fundamental ao
desenvolvimento deste projeto, aos conhecimentos transmitidos, paciéncia, amizade,
incentivo e apoio,

Ao Programa de Pés-Graduacdo do Instituto Agronémico, por essa enorme oportunidade e
pelo conhecimento e suporte ao desenvolvimento deste projeto,

A Capes, pela concess&o da bolsa de mestrado e suporte,

A toda equipe do laboratdrio de Fisiologia e P6s-colheita, servidores, pesquisadores,
mestrandos, doutorandos, pds-doutorandos e estagiarios, pelo apoio e suporte na conducao
dos experimentos, troca de experiéncias e momentos compartilhados; em especial a
Bérbara Marcon e Julia Veiga pelo suporte, incentivo e amizade,

A Embrapa Uva e Vinho pela colaborag&o com as cepas dos patdgenos isolados e
identificados,

A todos que de alguma forma participaram ou colaboraram ao desenvolvimento deste
projeto.

Muito Obrigada !



“Nossas costas contam historias que nenhum livro tem lombada para carregar”

Rupi Kaur

Vi



SUMARIO

LISTADE TABELAS ...ttt sttt sttt nne s viii
LISTA DE FIGURAS ..ottt sttt e e e et e e snr e e e nnae e e e IX
RESUMO ...ttt ettt st s et sttt et e e be st et anennes Xii
A B ST RACT e e e e e e e e e e nnreeaas xiil
(O [ \NB 200 ] 51607 X @ TS 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt e st 2
2.1 A ProdUGED 0B UVAS.......eciueeiieiiiiieeie ettt e ta et e s be e be e s e nesraesreenteaneennes 2
2.2 Breve histOrico da VIAEITA .......cc.evveiveiieiiiicecieese et 3
2.2.1 UVA THALIA” 1ot 5
2.3 PodridBes pds-colheita M UVAS 08 MESA........ccoriririeieererieeee e 5
2.3.1 MOTO CINZENTO. ... .eiviiiieiieieie e et sb bbb 6
2.3.2 POdridao da UVa MadUIa.........cceiieiieieiienie et ae e ans 7
2.4 Controle de podridGes pos-colheita em uvas de MESa ........c.ccvevvviveeieeriesieseeie e, 8
2.4.1 Oleos essenciais no controle de podriddes pds-colheita ...........c.cocevvueeeerrunene. 10
3. MATERIAL E METODOS .....coooiieieeeeeteeese st sssses s tsses st sss s sssanenanns 15
3.1 Obtencdo e cultivo dos fItOPAtOGENOS .......c.eiveieerierieie et 15
3.2 Atividade antifungica, in vitro, de 6leos essenciais, por contato.............cccceveeveennen, 16
3.3 Atividade antifungica in vitro dos compostos volateis dos 6leos essenciais............. 17
3.4 Efeito curativo e protetivo dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e
Colletotrichum gloeosporioides em bagas individualizadas de uva ‘Italia’ .................... 18
3.4.1 Efeito curativo doS 0l€0S ESSENCIAIS .......ccveieierieiieiiesiiseeieie et 18
3.4.2 Efeito protetivo dos Ole0S ESSENCIAIS. ........vevririeiririeieise e 19
3.5 Efeito dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e sobre a qualidade de
Lor: 1 s o TSI e [ D AT N £ 7: 1 T AR PPO 20
4. RESULTADOS ... ..ottt e e et e et e e e nae e e nne e e e nnaeeanneas 22
4.1 Atividade antifangica in vitro de 6leos essenciais, por contato.............ccccevevveeveennenn 22
4.2 Atividade antifungica in vitro dos compostos volateis de dleos essenciais............... 24
4.3 Efeito curativo e protetivo de 6leos essenciais sobre o desenvolvimento de B. cinerea
e C. gloeosporioides em bagas individualizadas de uva ‘Italia’...........ccoceveverveiriennnnnn. 28
4.3.1 Efeito curativo d0S 0l€0S ESSENCIAIS .....cveveverieiieiiieieiieieie et 28
4.3.2 Efeito protetivo dos Ole0S ESSENCIAIS. ..........evriierieirierieieeseee e 32
4.4 Efeito dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e sobre a qualidade de
cachos de uvas ‘Italia’ sob armazenamento refrigerado e ambiente............c.c.cccevvrrnee 35
B, DISCUSSAD ...ttt 42
B.  CONCLUSOES.......cooiiiicisiie ettt 47
7. REFERENCIAS ........ooiieieieeeeeee e eeeee ettt s st st sas e enessenaanenaas 48
ANEXOS ... e e are e e raeeareeeanes 56

vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Solidos sollveis (SS, °Brix), acidez titulavel (AT, % acido tartarico), ratio
(SS/AT) em cachos de uva ‘Italia’ tratados com 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ de
tomilho e blend (500 mg L™ tomilho + 100 mg L capim-lim&o), e armazenados sob
AITErENtES CONTIGOES. ...t 39

Tabela 2- Perda de massa e incidéncia de podriddes naturais em cachos de uva ‘Italia’
tratados com 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg L™ tomilho + 100 mg
L capim-lim&o), e armazenados sob diferentes CONAiGOES...........covvveverereeeeeireresereeeeeens 39

Tabela 3- Degrana e aparéncia da raquis em cachos de uva ‘Italia’ tratados com Oleo
essencial de tomilho a 800 mg L e blend (500 mg L tomilho + 100 mg L™ capim-liméo),
e armazenados sob diferentes CONAICOES. .........covviveeieiieie e 40

Tabela 4- Luminosidade (L*), Chroma (C*) e Angulo hue em cachos de uva ‘Itlia’ tratados

com 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg L™ tomilho + 100 mg L™ capim-
lim&o), e armazenados sob diferentes CONAICOES. .........c.cvveiieiiere i 40

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Indice da velocidade de crescimento micelial (IVCM) e inibi¢o do crescimento
micelial (ICM, %) de Botrytis cinerea (A e C) e Colletotrichum gloeosporioides (B e D),
cultivados em meio BDA incorporado com os 6leos essenciais de tomilho (A e B) e capim-
limdo (C e D). Média de seis repeticdes e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p<0,05)...c.ccciviiininieniinineseeees 23

Figura 2- Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio BDA incorporado com 0leo
essencial de capim-liméo (A) e de tomilho (B) em diferentes concentragdes (mg L), apds 5

Figura 3- Crescimento micelial de Colletrotrichum gloeosporioides em meio BDA
incorporado com 6leo essencial de capim-limdo (A) e de tomilho (B) em diferentes
concentragdes (Mg L), ap0s 17 diasS @ 25 OC.....civrieerereeeeieeieieeeeee e, 24

Figura 4- indice da velocidade do crescimento micelial (IVCM) e inibicdo do crescimento
micelial (ICM, %) de B. cinerea (A, C e E) e C. gloeosporioides (B, D e F) expostos aos
volateis dos OEs de tomilho (A e B), capim-liméo (C e D) e ao blend dos OEs (10 pL de
tomilho + 10 pL de capim-lim&o) (E e F), sendo 10 uL=180 pL L™ ar livre e 20 pL=360
uL Lt ar livre. As placas foram mantidas a 25 °C, por 8 e 3 dias para C. gloeosporioides €
B. cinerea, respectivamente. Média de seis repeti¢cfes e barra de erro padrdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p <0,05)............. 26

Figura 5- Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio de cultura BDA exposto aos
volateis de capim-liméo (A), e tomilho (B) a 10 e 20 pL e ao blend (C) dos OEs a 10 pL
cada, apds 3 dias a 25 °C, em incubadora BOD (10 puL=180 pL L*ar livre e 20 uL=360 pL
T 1Y/ 1= TR 27

Figura 6- Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em meio de cultura BDA
exposto aos volateis de capim-limédo (A) e de tomilho (B) a 10 e 20 pL e ao blend (C) dos
OEs a 10 pL cada, ap6s 8 dias a 25 °C, em incubadora BOD (10 uL=180 pL L* ar livre e
20 L3600 L L2 A5 TIVIE) ittt 27

Figura 7- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A) e
severidade da podridao de C. gloeosporioides (B), em bagas de uvas ‘Italia’ inoculadas 4 h
antes dos tratamentos com Oleos essenciais aplicados por aspersdo. As bagas foram
armazenadas a 25 + 2 °C/75 £ 5% UR por 8 dias. Média de quatro repeticbes com 9 bagas
por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (Tukey, P <0,05)...cciiiiiiiiiii e 28

Figura 8- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A e C) e
severidade de B. cinerea (B e D); submetidos ao tratamento por aspersdao dos OEs em bagas
de uvas ‘Italia’ inoculadas 4 h antes dos tratamentos. As bagas foram armazenadas a 25 + 2
°C/75 £ 5% UR, sendo ensaio | (A e B) por 9 dias e Ensaio Il (C e D) por 8 dias. Média de
quatro repeticGes com 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p<0,05).....cccccovriiiiniiiniiice 29



Figura 9- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A) e
severidade de B. cinerea (C); incidéncia (B) e severidade de C. gloeosporioides (D) em bagas
de uvas ‘Italia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por aspersao dos OEs de
tomilho a 0; 600; 800; 1000 mg L e blend a 100 mg L de capim-lim&do com 500 mg L* de
tomilho 4 h apds a inoculacdo com os patogenos. As bagas foram armazenadas a 25 + 2
°C/75 = 5% UR, por 6 e 11 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente.
Média de quatro repeticdes, sendo 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p <

Figura 10- Quantidade de conidios germinados de B. cinerea (A) e de C. gloeosporioides
(B) em bagas de uvas ‘Itdlia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por
aspersdo dos OEs de tomilho a 0; 600; 800; 1000 mg L™ e blend a 100 mg L™ de capim-
limdo com 500 mg L* de tomilho, 4 h ap6s a inoculagdo dos patdgenos. As bagas foram
armazenadas a 25 £ 2 °C/75 £ 5% UR, por 6 e 11 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides,
respectivamente. Média de quatro repeticGes, sendo 9 bagas por parcela e barra de erro
padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p

Figura 11- Sintomas do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ inoculadas com Botrytis
cinerea e tratadas 4 h antes com OE de tomilho e blend a 100 mg L™ de capim-lim&o e 500
mg L' de tomilho apds 6 dias de armazenamento a 25 * 2 °C/75 = 5%

Figura 12- Sintomas de podriddo da uva madura em bagas de uvas ‘Italia’ inoculadas com
C. gloeosporioides e tratadas 4 h antes com OE de tomilho e blend a 100 mg L™ de capim-
limdo e 500 mg L™ de tomilho ap6s 11 dias de armazenamento a 25 + 2 °C/75 + 5%

Figura 13- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A) e
severidade de B. cinerea (C); incidéncia (B) e severidade de C. gloeosporioides (D) em bagas
de uva ‘Italia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por aspersao dos OEs a
400 mg L e blend (200 mg L de capim-limdo + 200 mg L™ de tomilho) 24 h antes da
inoculacdo dos patdgenos. As bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75 + 5% UR, por 8 e
13 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente. Média de cinco repeticdes,
sendo 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra nao
diferem significativamente entre si (Tukey, p <0,05)......ccccoviiiiiiiiiini, 33

Figura 14- Quantidade de conidios germinados de B. cinerea (A) e de C. gloeosporioides
(B) em bagas de uvas ‘Itdlia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por
asperséo dos OEs a 400 mg L™* e blend (200 mg L* de capim-lim&o + 200 mg L* de tomilho)
24 h antes da inoculagdo. As bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75 + 5% UR, por 8 e 13
dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente. Média de cinco repeti¢ées, sendo
9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (TuKey, P < 0,05)..c..ciiiiiiiiiiiieeee s 34

Figura 15- Sintomas do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ tratadas com os OEs 24h
antes da inoculagdo com B. cinerea, sem tratamento (controle absoluto); sem tratamento
(4gua); 400 mg Lt de tomilho; 400 mg Lt de capim-lim&o; e blend dos 6leos equivalente a

X



200 mg L* de capim-lim&o e 200 mg L™* de tomilho, apds 8 dias de armazenamento a 25 +
2 °CITE E 5% UR...ciiiie ettt et e e e sb e e st e e s be e srte e saeeanaeearee s 34

Figura 16- Sintomas da podridao da uva madura em bagas de uva ‘Italia’ tratadas com OEs
24 h antes da inoculagcdo com C. gloeosporioides, sem tratamento (controle absoluto); sem
tratamento (agua); 400 mg L* de tomilho; 400 mg L de capim-liméo; e blend dos 6leos
equivalente a 200 mg L™ de capim-limdo e 200 mg L™ de tomilho. Apds 13 dias de
armazenamento 825+ 2 °C/75 £ 5% UR......ooiiiiiiiiiece e 35

Figura 17- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A e C)
e severidade de B. cinerea (B e D), em cachos de uva ‘Italia’ armazenados sob a 25 °C/80%
UR por seis dias (A e B), a1 °C/90% UR por 14 dias e a 1 °C/90% UR por 14 dias, seguido
de transferéncia para 25 °C/80% UR por mais trés dias (C e D). Os tratamentos foram
realizados por asperséo dos cachos com OE de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg Lt de
tomilho e 100 mg L de capim-lim&o), 4 h ap6s inoculagdo do patdgeno. Média de nove
cachos, sendo 10 bagas inoculadas com ferimento por unidade experimental, e barra de erro
padrdo. Médias seguidas de mesma letra para cada condicdo de armazenamento ndo diferem
estatisticamente entre Si (TUKEY, P < 0,05) . .uiiiiiiiieiiieie e 36

Figura 18- Incidéncia (%) da massa de bagas apresentando sintomas de mofo cinzento em
cachos de uva ‘Italia’ inoculadas com ferimento (A) e sem ferimento (adjacentes) (B), apds
armazenamento a 25 °C/80% UR por seis dias, a 1 °C/90% UR por 14 dias e a 1 °C/90%
UR por 14 dias, seguidos por mais trés dias a 25 °C/80% UR. Os tratamentos foram
realizados por asperséo dos cachos com OE de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg Lt de
tomilho e 100 mg L de capim-lim&o), 4 h ap6s inoculacdo do patdgeno. Média de nove
repeticdes (10 bagas com ferimento; um cacho por parcela para inoculagdo sem ferimento)
e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra para cada condicdo de
armazenamento ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). Para efeito de

analise estatistica, os dados foram transformados em / (x + 0,5)....ccccccerrriiniinniiinnienens 37

Figura 19- Cachos de uva ‘Italia’ inoculados com Botrytis cinerea e tratadas por aspersao
ap6s 4 h, com agua e Tween® (testemunha, A, D e G), com 6leo essencial de tomilho a 800
mg L (B, E e H) e blend (500 mg L de tomilho e 100 mg L* de capim-limdo, C, F e I).
Os cachos foram armazenados a 25 °C/80 % UR durante seis dias (A, B e C), a1 °C/90
%UR durante 14 dias (D, Ee F) e a 1 °C/90 % UR durante 14 dias, seguidos por mais trés
diasa25 °C/B0 % UR (G, H E 1)...vcuicuiiiiceciecieese e 38

Figura 20- Cachos de uva ‘Italia’ ndo inoculados e submetidos aos tratamentos: testemunha
(Agua e Tween®) (A, D, e G), 6leo essencial de tomilho a 800 mg L (B, E e H) e blend
(500 mg L de tomilho com 100 mg L de capim-limio) (C, F e 1). Os frutos foram
armazenados a 25 °C/80 %UR durante seis dias (A, B e C), a1 °C/90 %UR durante 14 dias
(D,EeF),eal°C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR

Xi



Oleos essenciais no controle de podriddes e na qualidade pds-colheita de uva 'ltalia’
RESUMO

Um dos fatores que contribuem para a elevada quantidade de perdas em uvas de mesa é a
ocorréncia de podridfes durante o armazenamento, transporte e comercializacao dos cachos.
Recentemente, com a retirada do SO- da lista de substancias geralmente reconhecidas como
seguras (GRAS) por determinagdo do Food and Drug Administration - FDA, alternativas a
esse produto tém sido estudadas, como o uso de éleos essenciais (OEs). O objetivo deste
estudo foi testar a hipdtese de que os OEs de capim-lim&o e tomilho controlam o mofo
cinzento e a podriddo da uva madura em uvas 'ltalia’, induzindo mecanismos de defesa nos
frutos e / ou agindo diretamente sobre os patdgenos. A avaliagdo dos OEs no
desenvolvimento in vitro de Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides foi realizada
por meio do crescimento micelial dos patdgenos submetidos aos volateis dos OEs e quando
cultivados em meio de cultura incorporado com os 6leos em diferentes concentracfes. Para
avaliar os OEs no controle de patégenos em uva, bagas individualizados da raquis foram
inoculadas por meio de injecdo subcuticular de suspensdo de conidios de B. cinerea e C.
gloeosporioides e, apés 4 h, tratadas com spray de OE de capim-lim&o e tomilho (0, 100,
200, 400, 800 e 1000 mg L), e com uma mistura de 6leos (500 mg L de tomilho +100 mg
L de capim-limo) e armazenadas a 25 ° C/80% RH. As bagas de uva foram avaliadas
periodicamente quanto a incidéncia e severidade da doenca. A possibilidade de os 6leos
induzirem respostas de defesa em uva 'ltalia' também foi investigada. As uvas foram
pulverizadas com os 6leos a 400 mg L e com um blend (200 mg L™ de cada 6leo) e, apds
24 h, inoculadas com os patégenos. Em cachos, o efeito do OE de tomilho aplicado por spray
a800 mg L ! e do blend dos OEs (500 mg L™ OE de tomilho + 100 mg L OE de capim-
lim&o) sobre o desenvolvimento de B. cinerea também foi avaliado, bem como os atributos
de qualidade, em frutos armazenados a 25 ° C por seis dias e a 1 ° C por 14 dias, seguidos
de mais trés dias a 25 °C. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com nove repeti¢cbes e um cacho de uvas 'ltalia’ como unidade experimental
para avaliacdo da doenca e quatro repeticGes, com um cacho por parcela, para avaliacdo da
qualidade. In vitro, o 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ atuou como fungicida para B.
cinerea e C. gloeosporioides e o 6leo de capim-limao apresentou efeito fungicida para B.
cirerea a 400 mg L ! e fungistatico para C. gloeosporioides. Ambos os OEs, aplicados por
volatilizacdo, tiveram efeito fungistatico sobre os patdgenos. O spray do OE de tomilho a
800 mg L* e o blend (500 mg L™ de 6leo de tomilho + 100 mg Lt de 6leo de capim-lim&o)
atrasou o progresso da doenca, agindo diretamente sobre B. cinerea. Ndo se verificou efeito
protetor dos 6leos essenciais em bagas de uva. Em cachos de uva, a aplicacdo de OE de
tomilho a 800 mg L™ reduziu a severidade da doenga apenas em frutos mantidos a 1 °C, e
ndo causou alteracdo na qualidade. O uso de 6leos essenciais pode ser uma alternativa para
o controle de B. cinerea em uvas.

Palavras-chave: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, tomilho, capim-limé&o.
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Essential oils in rot control and postharvest quality of *Italy* grapes
ABSTRACT

One of the factors that contributes to the high amount of losses in table grapes is the
rot occurrence during the storage, transport and sale of bunches. Recently, with the removal
of SO, from the list of substances generally recognized as safe (GRAS) by determination of
the Food and Drug Administration - FDA, alternatives to this product have been studied,
such as the use of essential oils (EOs). The aim of this study was to test the hypothesis that
lemongrass and thyme EOs control gray mold and ripe grape rot in 'ltaly’ grapes, by inducing
defense mechanisms in the fruits and/or acting directly on pathogens. The evaluation of EOs
on the in vitro development of Botrytis cinerea and Colletotrichum gloeosporioides was
carried out through the mycelial growth of pathogens subjected to essential oil volatiles and
when cultivated in a culture medium incorporated with oils at different concentrations. To
evaluate the EOs in the control of pathogens, individualized rachis grape berries were
inoculated by means of a subcuticular injection of a suspension of conidia of B. cinerea and
C. gloeosporioides, and after 4 h treated with spray of lemongrass and thyme EOs (0, 100,
200, 400, 800, and 1000 mg L), and as a blend of oils (500 mg L* thyme +100 mg L*
lemongrass) and stored at 25 °C / 80% RH. Grape berries were periodically evaluated for
disease incidence and severity. The possibility that the oils induce defense responses in 'ltaly’
grape berries was also investigated. Grape berries were sprayed at 400 mg L ! of each oil
and another blend (200 mg L  of each oil) and, after 24 h, inoculated with the pathogens.
In bunches, the effect of thyme OE applied by spray at 800 mg L * and blend (500 mg L™
OE of thyme + 100 mg L™ OE of lemongrass) on the development of B. cinerea and also
was evaluated on quality attributes in fruits stored at 25 °C for six days and at 1 °C for 14
days, followed by another three days at 25 °C. The experimental design used was completely
randomized, with nine replications and one bunch of 'ltalia’ grapes as experimental unit for
disease assessment and four replications, with one bunch per plot, for quality assessment. In
vitro, thyme essential oil acted fungicidal for B. cinerea and C. gloeosporioides at 800 mg
L't and lemongrass oil acted fungicidal for B. cinerea at 400 mg L * and fungistatic for C.
gloeosporioides. Both EOs, applied by volatilization, had a fungistatic effect on the
pathogens. In 'ltalia’ grape berries, thyme EO spray at 800 mg L ** and blend (500 mg L*
thyme oil + 100 mg Lt lemon grass oil) delayed the disease's progress, acting directly on B.
cinerea. No protective effect of essential oils on grape berries was found. In grape bunches,
the spray of thyme EO at 800 mg L™ reduced disease severity only in fruits kept at 1 °C, and
did not cause changes in quality. The use of essential oils can be an alternative to control
B.cinerea in grapes.

Keywords: Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, thyme, lemongrass.
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1. INTRODUCAO

As doencas pos-colheita representam sério problema as uvas de mesa, destacando-se
o mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, e a podriddo da uva madura, causada por
Colletrotrichum gloeosporioides, principalmente nas regides quentes e Umidas. O dano
causado por patégenos, apesar de baixo, é 0 mais grave; estima-se que atinja 1,8%, enquanto
danos mecanicos podem chegar a aproximadamente 30%. Aberturas naturais causadas por
ferimentos e danos mecanicos podem ser porta de entrada para fitopatdgenos. Permitindo
que eles invadam o tecido imaturo e permanecam quiescentes até o amadurecimento dos
frutos (Ribeiro et al. 2014).

Considerando-se a auséncia de produtos fitossanitarios registrados para o controle
pos-colheita de podriddes em uvas de mesa no Brasil (Agrofit, 2021) e, devido as restri¢cbes
ao uso de dioxido de enxofre (SO2) no mercado internacional, principal produto para o
controle de podriddes em uvas e usado ha muitos anos, tem-se buscado alternativas de
controle que adicionalmente, possam estimular os mecanismos de resisténcia nos frutos
contra doencas, sendo seguro a satde do consumidor e de baixo impacto ambiental.

O uso de dleos essenciais € considerado seguro pelos érgdos internacionais. A
Comissdo Européia reconhece o uso destes produtos como aromatizantes em géneros
alimenticios. O registro dos aromas sem risco para a saude do consumidor sdo: linalol, timol,
eugenol, carvacrol, citral, limoneno, entre outros (Comissdo Européia, 2012) O Food and
Drug Administration (FDA) reconhece os 0leos essenciais como geralmente seguros (do
inglés, generally recognized as safe -GRAS), e entre eles estdo as espécies cravo, orégano,
tomilho, noz-moscada, manjericéo, mostarda e canela (Hyldgaard et al. 2012).

Neste sentido, 0 uso de éleos essenciais, por suas propriedades antimicrobianas, tem
sido estudado como alternativa no manejo de doencas pos-colheita em frutos. Combrinck et
el. (2011) investigou o uso de dleos essenciais in vitro contra C. gloeosporioides, B. cinerea,
Lasiodiplodia theobromae, Alternaria citri e Penicillium digitatum, isolados de abacate,
manga, citros, uva e pera espinhosa. O uso do 6leo essencial de tomilho se mostrou como
efetivo inibidor, inibindo totalmente todos os patdgenos na concentragdo de 1000 pL L L,

Anaruma et al. (2010) avaliaram 28 6leos essenciais, in vitro, constatando que apenas
0 Oleo essencial de Cymbopogon citratus (capim-limao), obteve resultados promissores

contra C. gloeosporioides.



O uso dos compostos volateis dos 6leos essenciais e seus efeitos contra patdgenos
vém sendo também investigado. Sellamuthu et al. (2013) avaliaram os efeitos in vitro da
fase volatil dos oOleos de hortelda-pimenta, citronela e tomilho, 0s quais se mostraram
promissores contra C. gloeosporioides. Quando avaliados em abacate, de modo protetivo,
para controle da antracnose, observou-se reducgéo da incidéncia e da severidade da doenca,
sendo que o 6leo essencial de tomilho apresentou bom nivel de controle quando aplicado em
concentracdo inferior aos demais, ainda se mostrou semelhante ao tratamento fungicida
prochloraz.

O objetivo do presente trabalho foi testar a hipotese que os 6leos essenciais de capim-
lim&o e de tomilho controlam o mofo cinzento e a podriddo da uva madura em uva ‘Italia’,
protegendo os frutos contra as podridBes, ou agindo diretamente sobre os patdgenos, de

maneira curativa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito dos 6leos essenciais (OEs) de capim-liméo e de tomilho sobre o
desenvolvimento in vitro de Botrytis cinerea e Colletrotrichum gloeosporioides;

¢ Avaliar o efeito in vivo dos OEs sobre a incidéncia e a severidade dos patégenos em
bagas destacadas de uva ‘Italia’, de modo curativo e protetivo;

¢ Avaliar os efeitos dos OEs no controle de podridGes, bem como sobre os atributos de

qualidade em cachos de uva armazenados a 25 °C e sob refrigeracéo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A produgéo de uvas

A producdo mundial de uvas segundo ultimo levantamento da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura foi de 91,5 milhdes de t. A China é o pais
que mais produziu em volume com pouco mais de 14 milhdes de t, seguido por Italia com
7,9 milhdes de t e Estados Unidos com 6,2 milhdes de t (Food and Agriculture Organization
of the United Nations- FAO, 2021).



A fruticultura brasileira destaca-se pela sua diversidade e condi¢Bes favoraveis de
producdo ao longo de todo ano, sendo o terceiro pais que mais produz no mundo, com
producdo anual estimada em 43 milhGes t (Anuario Brasileiro de Horti&Fruti, 2020).

A producéo de uvas no ano de 2018 foi de 1,59 milhdes t, sendo que 48,61% foi
destinado ao consumo in natura. As exportagdes brasileiras de uvas chegaram a 47,32 mil t,
destinadas, exclusivamente, & mesa. O estado de S&o Paulo foi responsavel por produzir
148.379 t (Anuério Brasileiro de Horti&Fruti, 2020 e HortiFruti 2020).

2.2 Breve historico da videira

A uva ndo € apenas uma das maiores culturas de impacto econémico, mas também
possui uma forte relacdo com o desenvolvimento da humanidade. O principal produto da
uva, o vinho, era considerado a bebida dos deuses. O grande impacto da domesticacéo da
videira, provavelmente, ocorreu com a descoberta do vinho. Na familia Vitaceae, o Unico de
importancia agronémica é o género Vitis, no qual estdo compreendidas as espécies das uvas
(This et al. 2006).

A videira tem frutos reunidos em cachos gque séo as bagas pedunculadas. Os cachos
se apresentam compactos ou soltos, a depender do nimero de bagas nele fixados. As bagas
sdo de tamanho varidvel, podendo ser globosa ou esférica. A baga de uva apresenta
externamente o exocarpo membranoso, com epiderme cutinizada e sem estdmatos. Sobre a
cuticula forma-se em quantidades variaveis uma substancia cerosa chamada de pruina, que
contém tanino, enocianina e substancias aromaticas. Na polpa (mesocarpo), que fornece o
suco ou mosto, estdo contidos 0s agucares acidos, substancias nitrogenadas, minerais e
corantes em certas cultivares (Queiroz-Voltan & Pires, 2003).

As uvas finas de mesa englobam as cultivares da espécie V. vinifera L., de origem
europeia, sensiveis a doencas flngicas e bastante exigentes em relacdo aos tratos culturais.
Possuem uma série de caracteristicas apreciadas pelos consumidores, como cachos atraentes,
sabor agradavel, resisténcia ao transporte e ao manuseio e boa conservagdo pos-colheita.
Possuem cachos de formato conico, com tamanho médio de 15 a 20 cm e peso superior a
300 g. As bagas séo grandes e uniformes, tendo didmetro igual ou superior a 18 mm para
uvas sem sementes e 24 mm para uvas com sementes, possuindo boa aderéncia ao pedicelo
(Ledo, 2004).



Quanto aos aspectos relacionados a qualidade da uva fina, esses sdo definidos na
Instrucdo normativa, n° 69, de 6 de novembro de 2018 — Regulamento técnico definindo os
requisitos minimos de identidade e qualidade para Produtos Horticolas. O teor de solidos
solGveis minimo para a colheita da uva € 14° Brix, podendo variar, de acordo com normas
internacionais, de 14 a 17,5° Brix, dependendo da variedade. A acidez titulavel é um
pardmetro importante, geralmente expresso em &cido tartarico. A relacdo entre solidos
sollveis e acidez é denominada ratio, conhecida por determinar o ponto de maturacédo da
uva. Pelas normas internacionais essa relacdo deve ser de 20:1 (Antoniolli & Lima, 2008).

As uvas de mesa apresentam baixa respiracdo, sendo considerada como nao-
climatérica, podendo ser conservadas por longos periodos; no entanto sdo muito susceptiveis
a ocorréncia de podriddes e danos mecanicos, além de perderem agua facilmente. Quando
ndo controlados, tais fatores de deterioracdo podem reduzir o potencial de conservacao
tornando as perdas significativas (Benato, 2003).

A V. vinifera é a espécie mais cultivada no mundo e apresenta grande nimero de
cultivares, sendo cultivada para vinhos, uvas de mesa e para producdo de uvas passas. Cerca
de 70 cultivares das uvas tintas fazem parte do elenco varietal brasileiro de uvas finas para
processamento, entre elas estdo as mais conhecidas ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’,
‘Cabernet Franc’, ‘Tannat’, ‘Ancellota’ ¢ ‘Pinot Noir’ mais cultivadas na regido Sul e, as
cultivares ‘Syrah’, ‘Alicante Bouschet’ sendo mais cultivadas na regido Nordeste. Ja em
relacdo as uvas finas brancas, mais de 50 cultivares merecem destaque, como a ‘Moscato
Branco’, ‘Chardonnay’, ‘Prosecco’, ‘Trebbiano’ e ‘Moscato Giallo’ cultivadas na regido Sul
e a cvs. ‘Chenin Blanc’, ‘Moscato Canelli’ e ‘Italia’ cultivadas na regido Nordeste, sendo a
uva ‘Italia’ também consumida como uva de mesa (Camargo, 2020).

A segunda espécie mais cultivada é a V. labrusca e suas cultivares sdo um pouco
mais limitadas em nimero; sua finalidade € para o consumo in natura e para processamento,
principalmente suco de uva e em alguns paises da América e Asia sdo utilizadas para a
elaboragdo de vinhos, entre as cultivares tintas de V. labrusca estdo: Isabel, Bordd e
Concord. As cultivares Jacquez, Herbemont e Cynthiana, pertencem a V. bourquina e
Couderc Tinto e Seyve Villard Tinto pertencem a hibridas interespecificas (Camargo, 2020).

A matriz brasileira de uvas de mesa & bem diversificada, envolvendo uvas
americanas, finas e hibridas, com e sem sementes. A producédo é consumida internamente ou
exportada. Dentre as cultivares tradicionais de uvas de mesa estdo: ‘Niagara Branca’ e

‘Niagara Rosada’, sendo cultivares de uvas mais difundidos como uvas hibridas americanas
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e, quanto as uvas finas destacam-se as do grupo ‘Italia’ e as cultivares brasileiras langadas
pela Embrapa, como a ‘BRS Nubia’, ‘BRS Vitoria’ e ‘BRS Isis’ (Maia et al. 2018).

2.2.1 Uva ‘Italia’

A producéo de uva de mesa ocorre principalmente em Sdo Paulo, assim como no
Vale do Sao Francisco e no Parand. A uva ‘Italia’ pode ser encontrada em todas essas regides.
Enquanto no Vale do Séo Francisco a producdo ocorre em todos os meses do ano, em Séo
Paulo ha uma janela entre dezembro até marco e de agosto até dezembro (Mello, 2005).

Em S3o Paulo a producdo de uva ‘Italia’ estd concentrada nos municipios de Sao
Miguel Arcanjo e Jales. Esta cultivar pode atingir produtividade de até 50 t hal, as bagas
apresentam boa aderéncia ao pedicelo e elevada sensibilidade a doencas flangicas (Ledo,
2008). Foi introduzida no Brasil na década de 20, além de ter dado origem a outras cultivares
de uva, como a ‘Rubi’ e ‘Benitaka’, possui caracteristicas que agradam aos consumidores,
como o sabor moscatel. A uva ‘Italia’ é susceptivel as principais doengas flngicas e
apresenta cachos compactos, necessitando de elevada demanda de méo-de-obra para o raleio
das bagas (Maia et al. 2018). Séo do tipo branca, com coloracdo verde ou verde amarelada,
e possuem boa produtividade e aceitacdo no mercado consumidor, adequado tamanho das
bagas, e resisténcia ao transporte e ao armazenamento (Nachtigal & Camargo, 2005).

2.3 Podridoes pos-colheita em uvas de mesa

As podriddes em uvas de mesa causam perdas qualitativas e quantitativas dos cachos.
As podriddes em cachos se devem a manifestacdo de sintomas de doencas, em sua maioria,
causados por patdgenos pés-colheita.

Alguns fatores como amadurecimento e senescéncia, colheita e presenca de
ferimentos, podem favorecer o desenvolvimento dos sintomas. Os fungos podem penetrar o
tecido do hospedeiro por ferimentos, aberturas naturais e por penetracdo direta da cuticula,
0 que permite que eles invadam o tecido imaturo e permanegam quiescentes até o
amadurecimento do fruto. Assim, o processo de infec¢éo ja pode ter iniciado, ficando inativo
visualmente e aguardando condi¢cOes ideais para que a infeccdo se torne ativa e cause

sintomas. Frequentemente, infec¢Oes quiescentes sao causadas por fungos como os dos
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géneros Alternaria, Colletotrichum, Lasiodiplodia e Botrytis. J& as infecgfes tipicas que
ocorrem por ferimentos apos a colheita, destacam-se Penicilium, Cladosporium, Aspergilus,
Rhizopus e outros (Benato, 2003; Camargo et al. 2011; Prusky et. al, 2013).

2.3.1 Mofo Cinzento

O pat6geno causador do mofo cinzento € um fungo conhecido na fase perfeita como
Botryotinia fuckliana (de Bary) Whetzel (sinonimia Sclerotinia fuckliana (de Bary) Fuckel);
enguanto que Botrytis cinerea Pers. é a denominacdo dada a fase imperfeita. B. fuckliana é
um teleomorfo e pertence ao filo Ascomycota, pertencendo aos ascomicetos filamentosos da
familia Sclerotinaceae. J& 0 anamorfo, ou seja, a fase imperfeita € caracterizada por possuir
esporos ovoides/globosos, lisos e de cor cinza, variando até esclerodios escuros sob
condicdes adversas. O teleomorfo ndo é frequentemente encontrado nos vinhedos e produz
apotécio de 1 a 5 mm de comprimento, ascosporos hialinos, unicelulares, ovoides ou
elipsoides. O nome Botrytis se deve a sua morfologia, semelhante a um cacho, devido ao
arranjo dos conididforos e conidios do fungo; ja o termo cinerea significa cinzento, ou seja,
a cor de suas estruturas (Beever & Weeds, 2007).

O fungo B. cinerea encontra-se, praticamente, em todos os vinhedos do mundo. Além
disso, possui mais de 200 hospedeiros conhecidos, o que acaba dificultando o controle. Em
bagas, 0s sintomas iniciam-se com manchas circulares e marrons em variedades brancas e
de cor avermelhada em tintas, decorrentes da producdo de enzimas pelo fungo. A casca se
rompe, com leve friccéo, se soltando facilmente da polpa. Assim, o fungo cresce no interior
da baga, tendo como condicGes propicias temperatura entre 18 °C e 23 °C e 2 horas em
presenca de elevada umidade, adequadas para germinacdo dos conidios, e baixa
movimentacdo de vento. B. cinerea suporta temperaturas abaixo de 10 °C podendo causar
perdas consideraveis em armazenamento prolongado (Garrido & Sénego, 2005).

E um fungo necrotrofico tipico ndo possuindo nenhum estégio biotréfico, causando
infeccdo quiescente nos tecidos do fruto que se torna ativa a medida que este vai
amadurecendo. O patégeno apresenta diferentes formas de penetragéo e estabelecimento de
infeccdo quiescentes em flores e em frutos em desenvolvimento, podendo ocorrer através de
ferimentos, aberturas naturais, como lenticelas e por penetracdo direta da cuticula do
hospedeiro (Prusky et al. 2013).



Assim como B. cinerea, os patdgenos necrotréficos secretam enzimas e toxinas que
degradam e matam as células hospedeiras. A defesa vegetal contra esses patdgenos depende
de sinalizadores. A sinalizacdo do etileno € um componente essencial ao sistema de defesa
contra os patdgenos necrotréficos. Um dos mecanismos acionados sdo os chamados padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), no qual a planta hospedeira dispara um
conjunto de mecanismos envolvidos com as respostas de defesa (Abugamar et al. 2017).

O fungo sobrevive no solo, na videira e em restos culturais, casca de ramos e frutos
mumificados da safra anterior e esclerddios. Esses esclerodios no ciclo seguinte germinam
apos o periodo de chuvas e produzem micélio e esporos, que sao fonte de in6culo inicial para
o ciclo priméario da doenca. Na primavera, 0s esporos sdo produzidos, infectando folhas e
cachos durante o florescimento. A epiderme da baga se rompera e o fungo ird produzir no
exterior desta, conidios de coloragdo cinza, tipicos da doenca, evoluindo para escurecimento
e apodrecimento. Uvas infectadas por esse fitopatdgeno apresentam enzimas como
polifenoloxidases e lacases, responsaveis pela oxidacdo de compostos fendlicos (Almanca
et al. 2015).

2.3.2 Podridao da Uva Madura

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. é o agente causal da
podriddo da uva madura e se desenvolve, principalmente, em uvas em processo de
amadurecimento, em periodos de clima quente e Umido. A fase perfeita de C.
gloeosporioides é Glomerella cingulata (Stonemam) Spauld & Schrenk. Os sintomas
iniciais em bagas consistem em manchas circulares e concéntricas. Com elevada umidade,
as estruturas reprodutivas do fungo tém a cor cinza-escuras se desenvolvendo para uma
massa de conidios de coloracdo rdsea, sendo a doenca facilmente diagnosticada por essa
caracteristica. A producdo de apressorio ocorre a partir dos ascosporos e conidios, sendo
essencial para a infeccéo direta no tecido. A penetracdo também pode acontecer por meio de
aberturas naturais e ferimentos. Em uma fase mais avancada da doenca, o fungo provoca a
murcha e mumificagéo de parte ou de todo o cacho (Almanga et al. 2015).

O Colletotrichum ¢é denominado como hemibiotrofico, podendo comecar seu
desenvolvimento no processo infeccioso biotroficamente, com a infecgdo de frutos quase

maduros, e continuar esse processo até a fase necrotrofica (Prusky et al. 2013).



Temperaturas entre 20 e 25 °C favorecem o desenvolvimento do patégeno. Para
germinacdo e infeccdo é necessario um periodo de pelo menos 4 h em presenca de elevada
umidade. A infeccdo pode ocorrer em todos os estadios de desenvolvimento da baga, desde
a floracdo até a colheita. Se a infeccdo e penetracdo ocorrerem na inflorescéncia, pode
permanecer em periodo quiescente até o amadurecimento, quando entdo reinicia seu
desenvolvimento. Nos frutos maduros, a hifa coloniza o pericarpo inter e intracelularmente.
Ocorre a formacdo de material mucilaginoso, que € basicamente uma massa rosea, que se
torna avermelhada, possui caracteristicas hidrofilicas sob os conidios e ascdsporos. Esse
material é formado por polissacarideos e glicoproteinas, com varios componentes
secundérios, como enzimas. O material mucilaginoso tem func¢Ges importantes como: inibir
a germinacdo prematura dos esporos, manter a viabilidade destes sob condi¢cdes de baixa
umidade e proteger os esporos de temperaturas extremas, UV ou efeitos toxicos de
metabdlitos da planta. Sua disseminacdo pode ocorrer por vento, associado a chuva, insetos
e outros animais (Almanca et al. 2015; S6nego et al. 2005).

Além disso, os esporos germinados de Colletotrichum produzem apressérios
melanizados que podem romper a cuticula do fruto, permanecendo quiescentes apenas as
hifas em desenvolvimento na cuticula e na primeira camada celular dos frutos (Prusky et al.
2013).

2.4 Controle de podriddes pds-colheita em uvas de mesa

Para o armazenamento prolongado de frutas e hortalicas recomenda-se o uso da
refrigeracdo. Segundo Chitarra e Chitarra (2005) o armazenamento refrigerado é o método
mais econémico para a manutencdo dos atributos de qualidade de frutas e hortalicas e de
reducdo do desenvolvimento das doencas, sendo os demais métodos utilizados como
complemento a refrigeracdo. 1sso porque a qualidade de muitos produtos pereciveis apés a
colheita decai rapidamente, caso néo se utilize o armazenamento a frio. Logo, a temperatura
de armazenamento é o fator ambiental mais importante devido a todos processos fisioldgicos
e bioquimicos associados, como a reducdo da respiracdo, da atividade metabolica e inibi¢do
do crescimento microbiano.

A conservacéo das uvas em armazenamento refrigerado € mantida a temperatura O a
2 °C, podendo ter pequenas variagdes. O excesso de frio pode ser prejudicial as bagas, dando

aparéncia translucida e aquosa e polpa de coloracdo marrom quando expostas a temperatura
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ambiente. Manter a umidade relativa no interior da cdmara é um fator determinante da
qualidade das uvas, podendo predispor a desidratacdo do engaco, quando em baixa umidade.
Um dos indicativos de perda de qualidade do cacho é a perda de agua que resulta no
escurecimento e desidratacdo do engaco. A desidratacdo do engaco por sua vez torna o
pedicelo seco e quebradico, podendo impactar diretamente na degrana das bagas. Um ponto
importante no armazenamento refrigerado de uvas finas é o controle da temperatura de forma
a se evitar a condensacdo de agua sobre o cacho, que pode favorecer o desenvolvimento de
patogenos (Antoniolli & Lima, 2008).

Em condic¢des de campo, patdgenos de uvas como B. cinerea e C. gloeosporioides,
podem ser controlados por véarios produtos fitossanitarios, que possuem registro no
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como o mancozebe,
clorotalonil, oxicloreto de cobre, tebuconazol, iprodione, entre outros (Agrofit, 2021).
Porém, em pos-colheita, esses produtos ndo sdo registrados, devido ao seu elevado periodo
de caréncia. O que, convencionalmente, se empregou ha décadas foi a fumigacdo com
dioxido de enxofre (SO.), gerado de metabissulfito de sodio ou potéssio (Benato, 2003).

O SO, em sachés pode ser utilizado para diferentes condi¢bes e periodos de
armazenamento de uvas. Segundo a Resolucdo de Diretoria Colegiada — RDC N° 12, de 07
de marco de 2008, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2008), o
metabissulfito de sodio foi liberado para ser utilizado em uvas in natura, com limite maximo
de 0,001g 100 g%, como SOz residual.

Teles (2013) alerta sobre o cuidado que se deve ter ao se utilizar o metabissulfito,
pois as concentracdes que inibem patégenos como o B. cinerea podem estar proximas ao
limite de aplicacdo do produto. Entre outros problemas em relacdo ao SO2 sdo residuos que
podem representar perigo a alérgicos a sulfitos. Além disso, o SO foi retirado da lista de
substancias geralmente reconhecidas como seguras (Generally Recognized as Safe — GRAS)
por designacdo da Food and Drug Administration (FDA), e desde entdo alternativas em
substituicdo a esse produto vem sendo estudadas.

A fumigagdo com SO, tem efeitos indesejaveis na qualidade dos frutos,
principalmente, sobre o sabor, elevando a acidez titulavel, podendo também ocasionar
microfissuracdo do pericarpo do fruto. A fumigacdo também pode resultar em riscos para a
satde dos trabalhadores e consumidores (Sivakumar et al. 2010).

Os métodos para o controle de patdgenos pos-colheita em uvas de mesa devem levar

em consideragdo: boa eficicia quanto ao controle do fitopatdgeno; ndo causar efeitos
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fitotoxicos; ndo comprometer a qualidade das uvas; ndo apresentar uma ameagca para a satde
humana e meio ambiente; ser compativel com as praticas padrdo, acessivel e de facil
aplicacdo/implementacédo; que apresente beneficios para o fabricante de tecnologia. Apds a
colheita, as uvas de mesa usualmente ndo sdo lavadas, pois a secagem pode causar danos
mecanicos e caso esta ndo seja realizada pode resultar em microclima favoravel ao
desenvolvimento de patdgenos. Outro fator que também pode estar associado € a reducéao da

pruina sob a superficie do fruto (Romanazzi et al. 2012).

2.4.1 Oleos essenciais no controle de podriddes pds-colheita

Os metabdlitos secundarios de plantas, em sua maioria, pertencem a classe dos
compostos fenolicos. Estdo presentes na planta durante todo seu ciclo produtivo ou ainda
podem ser produzidos por estimulos. Compostos secundarios podem ser extraidos de plantas
medicinais, e seu uso na perspectiva de uma agricultura de baixo impacto vem sendo
adotado, principalmente, devido ao avanco da agricultura de base ecoldgica. Esses
compostos podem apresentar acdo fungitoxica, ou seja, agir diretamente sobre patdgenos ou
ainda, elicitora, ativando mecanismos de defesa nas plantas como um efeito indireto
(Stangarlin et al. 2011).

Os produtos gerados do metabolismo secundario estdo associados a fatores bidticos:
acdo contra a herbivoria, ataque de patdgenos, competicdo entre plantas, atracdo de
organismos benéficos; e abidticos: mudancas de temperatura, contetdo de agua, niveis de
luz, exposicéo a UV e deficiéncia de nutrientes minerais (Peres, 2017).

Trabalhos mostram o potencial do uso de Oleos essenciais (OES), por suas
propriedades antimicrobianas, como alternativa no manejo de doencas pds-colheita em
frutos. Marandi et al. (2011) avaliaram os éleos de Thymus kotschyanus e Carum copticum,
em diferentes concentracfes, para uvas de mesa. Os autores observaram que, in vitro, as
concentragdes de 300 a 500 pL Lt inibiram completamente o desenvolvimento de B. cinerea
e P. digitatum, enquanto in vivo constatou-se reducdo da severidade das podriddes em uvas.
Além disso, os atributos de qualidade dos cachos, como perda de massa, aparéncia, sabor,
cor, sélidos soltveis, acidez titulavel e ratio (relacdo SS/AT), ndo foram alterados.

Pratavieira et al. (2017), avaliando os efeitos de constituintes volateis de 6leos
essenciais sobre B. cinerea, verificaram que, in vitro, OE de tomilho (Thymus vulgaris),
capim-limdo (Cymbopogon citratus) e cravo (Syzygium aromaticum), a 150 mg L™ e 300
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mg L%, inibiram significativamente o indice de crescimento micelial do fungo. O capim-
limdo, a 50 mg L e blend capim-lim&o + tomilho (ambos a 12 mg L), na fase volatil,
reduziram o indice da doenga em uvas ‘Thompson Seedless’, sem causar fitotoxicidade.
Combrinck et al. (2011) observaram que o OE de capim-lim&o a 3000 pL Lt inibiu, in vitro,
100% o crescimento de C. gloeosporioides e B. cinerea, enquanto o OE de tomilho foi letal
a500 uL Lt

Geransayeh et al. (2012) avaliaram OE de tomilho em uvas de mesa, observando
efeito antimicrobiano sobre os patdgenos A. alternata e B. cinerea. Nas concentracdes de
300, 400 e 500 pL L™ no se observou resultados negativos nos atributos de qualidade (perda
de massa, rompimento de bagas e vitamina C).

Pedrotti et al. (2017) observaram efeito antifingico in vitro do OE de funcho
(Foeniculum vulgare), sobre o crescimento dos patdgenos B. cinerea e C. acutatum, isolados
de uva. Quando avaliado o efeito curativo e protetivo em cachos de uva, observaram a
redugdo da incidéncia de podriddes em uvas ‘Isabella’, a partir de 50 mg L para B. cinerea
e C. acutatum, de modo curativo, e 100 e 200 mg L™ para B. cinerea e C. acutatum,
respectivamente, de modo protetivo, prevalecendo a eficacia de doses mais baixas para o
tratamento curativo.

Outros trabalhos demostraram o efeito inibitério de diferentes 6leos essenciais (erva-
doce, funcho, camomila e manjerona) contra B. cinerea, com concentragdes variando de 200
a 800 pL L  (Behshti et al. 2020); 6leo essencial de pitanga, guacatonga e melaleuca no
controle de B. cinerea tanto in vitro como quando inoculados em bagas de uvas 'Rubi’, de
modo direto e como indutores de resisténcia. Os 6leos essenciais reduziram o indice de
velocidade do crescimento micelial e da doenca causada por B. cinerea. Tratamentos com
OE de pitanga e de guacatonga tém a capacidade de atuar diretamente sobre B. cinerea,
assim como induzir resisténcia em uvas 'Rubi' reduzindo o mofo cinzento (Garcia et al.
2019).

A acdo de 0leos essenciais em fitopatogénos pode ser explicada devido ao seu carater
lipofilico, o qual se ligam fortemente a membrana, alterando sua seletividade e facilitando a
penetracdo, levando o patdgeno a ter perda de seus conteddos. A integridade da membrana
pode ser comprometida, afetando a homeostase do pH e equilibro de ions inorganicos. A
germinacdo de esporos pode ser afetada pela acdo dos 0Oleos essenciais (Knaak & Fiuza,
2010; Lambert et al. 2001; Yigit et al. 2000).
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Os oleos atuam danificando a membrana citoplasmatica lipoproteica, devido a sua
acdo direta ao desenvolvimento de hifas fangicas, acarretando no extravasamento do
conteddo celular (Zambonelli et al. 1996).

Os componentes dos 0Oleos essenciais podem aumentar os niveis de antioxidantes
(polifenois, flavondides e antocianinas) e a capacidade de absorcao de oxigénio em tecidos
vegetais. O aumento da capacidade antioxidante pode gerar impacto no aumento da
resisténcia de tecidos vegetais. O aumento do teor de fenol, utilizando 6leo essencial de
tomilho para controle de C. gloeosporioides em abacates foi observado por Sellamuthu et al.
(2013). Possivelmente, o 6leo possa ter atuado como sinalizador disparando uma condicao
de estresse. O aumento de contetido fendlico também ocorre concomitantemente com agéo
de enzimas como a fenilalanina aménia-liase, peroxidase, 1,3-glucanase. E possivel que
Oleos essenciais ativem o sistema antioxidante ou metabdlicos secundarios (fendis, catequina
e epicatequina), responsaveis por eliminar os radicais livres e aumentar a capacidade
antioxidante.

Ao entrar em contato com algum patogeno, as plantas produzem compostos volateis
ricos em monoterpenos e sesquiterpenos. Compostos volateis presentes nos éleos essenciais
podem contribuir para o sistema de defesa, 6leos de volatilizacdo lenta pode ocorrer um tipo
de envolto de protecdo sobre o tecido do vegetal (Garcia et al. 2019; Lazazzara et al. 2018).

Oleo essencial de tomilho, tendo como constituintes majoritarios timol e p-cimeno
pertencem a classe dos quimioativos fenois monoterpenoides e monoterpenos,
respectivamente. O p-cimeno de forma isolada sobre patégenos, atua reduzindo a
temperatura de fusdo das membranas e seu potencial. O timol tem a capacidade de romper a
membrana celular, causar lise celular e danificar a superficie da célula. O éleo essencial de
capim-limdo, tendo como constituintes majoritarios geranial e neral, ambos pertencem a
classe dos quimioativos aldeido monoterpendides e sdo isémeros duplos, sendo o primeiro
conhecido como Citral A e o segundo como Citral B. O Citral de modo geral atua
danificando as membranas celulares dos microrganismos. Os terpenoides séo terpenos que
sofrem modificagfes bioquimicas por meio de enzimas que adicionam moléculas de
oxigénio e movem ou removem grupos metil. C. citratus sobre microrganismos atua na
permeabilidade da membrana, ja por outro lado, T. vulgaris, além de atuar na
permeabilidade, atua também no perfil de proteinas externas de cepas de Erwinia spp.
(Hyldgaard et al. 2012).
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A defesa do vegetal aos patdgenos é um processo biolégico complexo envolvendo
varias mudangas nos niveis bioguimico, molecular e fisiolégico. Quando reconhecida a
presenca do patdgeno, a planta ativa redes de sinalizagdo através de pequenas moléculas,
iniciando os mecanismos de defesa vegetal especifico para cada patogeno. Os
fitoreguladores &cido salicilico (SA), acido jasmdmico (JA), etileno (ET) e &cido abscisico
(ABA) fazem parte das redes regulatorias hormonais atuando nos mecanismos que regulam
respostas vegetais quando atacadas por patégenos (Abugamar et al. 2017).

Frutos imaturos possuem altos niveis de compostos antifingicos pre-formados e
elevados niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Durante o processo de
amadurecimento ocorre a producédo de etileno, a parede celular comeca a se desestruturar e
a resisténcia antifangica prée-formada diminui. Frutos maduros possuem resposta reduzida
aos fungos caracterizados pela elevacdo de etileno e acido salicilico, o que gera a morte
celular programada. A ativacdo do estado de quiescéncia € marcada por fatores como
amadurecimento, declinio nos compostos antiflingicos pré-formados, como os polifendis,
fitoalexinas e outras substancias fungitdxicas, declinio de respostas induziveis de defesa do
hospedeiro e condicdes de pH (Prusky, et al. 2013).

Durante o desenvolvimento dos frutos e ap6s sua colheita, a resisténcia natural a
doencas geralmente declina, acarretando inevitaveis processos de infeccdo, doenca e morte
dos tecidos. As doencas pés-colheita causadas por fungos, sdo provenientes de infeccdes
quiescentes, estabelecidas no campo, ou de infec¢bes por ferimentos, que podem ocorrer
durante subsequente colheita e manuseio. O declinio da resisténcia natural dos frutos pode
ativar infeccOes quiescentes e aumentar a severidade e incidéncia de doencgas (Terry & Joyce,
2004).

De acordo com Prusky (1996), quatro sdo os fatores que afetam o declinio da
resisténcia natural dos frutos apOs a colheita: necessidades nutricionais do patégeno,
compostos antifungicos pré-formados, compostos antifingicos pds-formados (fitoalexinas)
e, ativacdo de fatores fungicos de patogenicidade.

Os aspectos interessantes da indugéo de resisténcia sdo a auséncia de especificidade,
refletida pelos diferentes indutores passiveis de uso e pelo amplo espectro de fitopatdgenos
contra os quais o fruto é protegido e, a protecéo local ou sistémica, a qual ocorre a distancia
do sitio de aplicacéo do indutor e inoculacdo do patégeno (Sticher et al. 1997).

Os mecanismos de defesa das plantas contra os fitopatdgenos envolvem alteragoes

metabdlicas que estdo correlacionadas com mudangas nas atividades de enzimas chaves
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(Schwan-Estrada et al. 2008). Trés dessas enzimas estdo relacionadas ao sistema de defesa
vegetal: a fenilalanina amonia-liase (PAL), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO)
(Hasan & Bae, 2017).

A PAL é a enzima do metabolismo secundario mais estudada em plantas,
principalmente devido a sua importancia nas rea¢fes do metabolismo dos compostos
fenolicos e a estabilidade e facilidade de preparacio em ensaios enzimaticos. E a enzima
responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cinanico
e amonia. O &cido trans-cinanico pode ser incorporado em diferentes compostos fenolicos
(&cido 4-coumarico, &cido caféico, &cido ferulico e &cido sinapico), os quais estdo presentes
na formac&o de ésteres, cumarinas, flavonoides e ligninas (Schwan-Estrada et al. 2008). A
lignina esta associada a rigidez conferida aos tecidos vegetas e resisténcia, e os flavonoides
sdo importantes sinalizadores entre plantas e outros organismos. Apés a acdo da PAL
também pode ocorrer a formacdo do acido benzoico, que da origem ao &cido salicilico, um
importante composto na defesa das plantas contra patdgenos (Peres, 2004)

A POD ¢é conhecida por participar de varios processos fisiolégicos importantes. Sua
atuacdo é catalisar a oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico em
presenca de perdxido de hidrogénio, originando lignina. Em plantas, as peroxidases estdo
em sua maioria na parede celular e vacuolo. Participando em processos de enrijecimento da
parede, deposicdo de suberina e lignina, oxidacdo de auxinas, biossintese de metabdlitos
secundarios e defesa contra o ataque de patdgenos (Locato et al. 2010). A peroxidase,
proteina do tipo PR, induzivel por estresse, pode potencialmente ajudar a aumentar a
resisténcia das plantas a doencas. Algumas proteinas PR sdo eficazes e induzidas por B.
cinerea (Abugamar et al. 2017).

A enzima PPO usa o0 O> como aceptor de elétrons ou co-fator, dando origem a
quinonas altamente tdxicas aos microrganismos. Estas quinonas atuam em processos
enzimaticos vitais, inibindo, por exemplo, a acdo de fosforilases, desidrogenases,
carboxilases e coenzimas (Schwan-Estrada et al. 2008). A PPO ¢é responsavel por degradar
o0 acido clorogénico, este funcionando na planta como intermediario metabolico na formacéo
de compostos fendlicos insoluveis (lignina e compostos semelhantes a esta fibra) associados
a resisténcia estrutural. O escurecimento enzimatico e resultante da oxidagdo de polifenois
associadas a formacdo de quinonas por PPO. As quinonas sdo substancias toxicas aos
patdgenos, devido a sua reagdo com as proteinas, levando & precipitacdo de enzimas

hidroliticas (Mayer & Harel, 1979).
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Em resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos, as fitoalexinas podem ser
sintetizadas por plantas. Sobre os fungos causa granulacdo citoplasmatica, desorganizagao
de contetdos celulares, ruptura de membrana plasmatica e inibicdo de enzimas. Dentre 0s
efeitos pode-se observar a inibicdo da germinagédo, da elongacdo do tubo germinativo, e
reducéo/inibicdo do crescimento micelial. Em uvas, resveratrol e viniferinas s&o substancias
antimicrobianas que podem induzir resisténcia vegetal (Klein et al. 2015). O resveratrol €
uma fitoalexina da familia dos estilbenos, presentes nas plantas, sendo a uva uma das
espécies com maior teor de polifendis e, em especial, essa fitoalexina (Melzoch et al. 2001).

O acumulo de resveratrol varia de acordo com a cultivar, genotipo, localizacéo,
condi¢des ambientais e estacdo de crescimento. As quantidades dessa fitoalexina podem
variar quando encontradas na casca da uva, semente, caule, broto, botéo e raiz, sendo a casca
da uva o local de maior concentracdo. O resveratrol € produzido naturalmente em respostas
de defesa contra diversos patdégenos como: B. cinerea, Plasmopara viticola, Rhizopus
stolonifer e C. gloeosporioides (Hasan & Bae, 2017; Dwibedi & Saxena, 2019).

As concentracdes de estilbenos em plantas podem ser aumentadas e induzidas por
elicitores como benzotiadizol, quitosana, metil-jasmonato, &cido salicilico, ozonio, luz
ultravioleta, entre outros. Além disso, seu acimulo localizado pode contribuir na restricdo
da disseminacdo quando uvas sdo infectadas por patdgenos e, principalmente, quando as
condicGes ambientais sdo desfavoraveis para 0 mesmo (Fernandez-Marin, 2013; Hasan &
Bae, 2017).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisiologia Vegetal e Pds-

Colheita, do Centro de Ecofisiologia e Biofisica, do Instituto Agronémico, em Campinas/SP.

3.1 Obtencao e cultivo dos fitopatdgenos

Os patdgenos Botrytis cinerea (CNPUV 58) e Colletrotrichum gloeosporioides
(CNPUV 370), isolados de videira ‘Cabernet Sauvignon’, de Bento Gongalves/RS,
integrantes de uma colecdo mantida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria
(EMBRAPA- Uva e Vinho), foram cedidos ao Instituto Agronémico (IAC), para fins desta
pesquisa.
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As cepas dos fungos foram transferidas para meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar) e incubadas em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas até a producéo de conidios.
Foi realizado teste de patogenicidade em cachos de uvas ‘Thompson Seedless’ e,
posteriormente, ao aparecimento dos sintomas caracteristicos das doencas, os fungos foram
reisolados, cultivados em meio de cultura BDA, sendo purificados por meio da cultura
monosporica e preservados em BDA + 6leo mineral Nujol® e pelo método de Castellani
(1967).

3.2 Atividade antifungica, in vitro, de dleos essenciais, por contato

Os Oleos essenciais (OEs) utilizados nos experimentos foram capim-limao
(Cymbopogon citratus; L946; 44,4% geranial e 33,5% neral) e tomilho branco (Thymus
vulgaris; QT timol; L1758; 46,6% timol e 38,9% p-cimeno), ambos da marca Laszlo®.

Para o teste in vitro, por contato, os OEs foram diluidos em agua destilada esterilizada
com agente surfactante Tween®® (0,05 mL) e, em seguida, incorporados ao meio de cultura
BDA autoclavado e fundente (45 °C), de modo a obterem-se as concentracGes finais de 0;
100; 200; 400; e 800 mg L™ Apos a incorporagdo das diluicdes ao BDA, foram
imediatamente vertidas em placas de Petri com 90 mm de diametro. Como testemunha
utilizou-se agua destilada esterilizada com adicao de Tween®.

Apds a solidificacdo do meio de cultura, no centro de cada placa de Petri, foi disposto
um disco (7 mm de didmetro) de micélio retirado da borda de coldnias de cada patégeno (C.
gloeosporioides e B. cinerea), cultivados por sete dias em BOD, a 25 °C. sendo as placas
foram mantidas em incubadora BOD a 25 °C, por cinco dias para B. cinerea e 18 dias para
C. gloeosporioides.

As avaliagcfes consistiram na medicdo do diametro da colénia do patégeno (duas
medidas ortogonais), diariamente, foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital
até que algum tratamento atingisse a borda da placa. Com os dados obtidos foram calculados
a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (ICM), por meio da formula: ICM (%)
= [(dc — dt)/(dc)x100], sendo: dc = didmetro da colbnia da testemunha e dt = diametro da
colénia (Soylu et al. 2010); bem como, o indice da velocidade do crescimento micelial
(IVCM), pela equacdo: IVCM (mm dial) =3 (D — Da). N, onde D= didametro da col6nia
no dia de avaliacdo, Da= didmetro da col6nia no dia anterior a avaliacdo, e N= nimero de

dias de incubacéo (Lorenzetti et al. 2011).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
repeticGes e uma placa por parcela, para cada patégeno.

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de efeito fungicida ou fungistatico
promovidos pelos OEs, apds finalizado o ensaio acima descrito, os discos dos patdgenos que
ndo cresceram apos as testemunhas atingirem a borda das placas foram transferidos para
outras placas apenas com meio de cultura BDA e avaliados quanto ao crescimento micelial,

durante 4 dias para B. cinerea e 32 dias para C. gloeosporioides.

3.3 Atividade antifuingica in vitro dos compostos volateis dos 6leos essenciais

Placas de Petri bipartidas (90 x 15 mm) foram utilizadas para avaliacdo da atividade
antifangica dos volateis dos OEs, depositando-se uma aliquota (10 e 20 pL) dos 6leos puros
de capim-limao e tomilho, e um blend com 10 uL de cada éleo, em um disco (19 mm de
didmetro) de papel-filtro esterilizado, o qual foi disposto em um dos compartimentos da
placa. No outro compartimento, depositou-se um disco (7 mm) de micélio do patdgeno (B.
cinerea e C. gloeosporioides) sobre o meio de cultura BDA (10 mL). A testemunha consistiu
de &gua destilada esterilizada em papel filtro esterilizado. A concentracdo da fase volatil do
produto foi calculada em funcdo de ar livre da placa, resultando em, aproximadamente, 180
uL Lte 360 pL L para as aliquotas de 10 e 20 uL depositadas por placa, respectivamente
(Lorenzetti et al. 2011, modificado).

As placas foram seladas com fita adesiva e acondicionadas em BOD a 25 °C, por trés
dias para B. cinerea e oito dias para C. gloeosporioides. Diariamente, foram medidos 0s
diametros das colbnias dos fungos, com auxilio de paquimetro digital, até que a colbnia da
testemunha atingisse a borda. O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado, com seis repeticdes por tratamento, com uma placa por parcela, para cada
patdgeno. A partir dos dados de didmetro de colénias, foram calculados 0 ICM (%) e 0 IVCM

(mm dia), conforme descrito em 3.2.
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3.4 Efeito curativo e protetivo dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e
Colletotrichum gloeosporioides em bagas individualizadas de uva ‘Italia’

3.4.1 Efeito curativo dos 0leos essenciais

Os cachos de uva ‘Italia’ foram obtidos na CEASA de Campinas/SP. A colheita das
uvas, provenientes da regido de Pilar do Sul/SP e Jales/SP, ocorreu no dia anterior a
instalacdo dos experimentos. No laboratério, os cachos foram selecionados quanto a
auséncia de defeitos e podriddes.

As bagas de uvas individualizadas da raquis, obtidas da regido equatorial dos cachos,
foram desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sodio (200 ug mL™* cloro) por 1
min e, em seguida, enxaguadas em &gua destilada e secas ao ar livre sob papel filtro.

Os indculos foram preparados com adicdo de agua destilada esterilizada sobre as
colbnias dos fungos e, com auxilio de uma alca Drigalski, os conidios foram desalojados. As
suspensdes foram filtradas em gaze e a contagem foi realizada em hemocitdmetro, ajustando-
se para 10° conidios mL™* com adigdo de Tween? (0,05 mL), para ambos 0s patdgenos.

Os pontos de inoculacdo foram demarcados com caneta de retroprojetor. A
inoculacdo foi realizada por meio da deposicdo de 10 pL da suspensdo dos conidios dos
patégenos sobre um microferimento (2 mm profundidade) realizado com auxilio de uma
seringa de cromatografia (Hamilton®, 100 uL).

Para avaliacdo do efeito curativo dos OEs sobre B. cinerea e C. gloeosporioides, as
bagas foram tratadas com tomilho e capim-limao, nas concentracfes de 100, 200 e 400 mg
L, por meio de aspersdo, com spray de goticulas finas, 4 h apds a inoculagdo dos patdgenos.
Como testemunha utilizou-se bagas ndo tratadas (testemunha absoluta) ou aspergidas com
agua e Tween80. As solucdes preparadas foram aplicadas até o ponto de escorrimento.

Apds estarem secas, as bagas foram acondicionadas em caixas de acrilico (11,50 x
11,50 x 3,50 cm), fechadas com fita adesiva, e mantidas em BOD, a 25 °C. Foram avaliadas,
diariamente, a incidéncia (numero de bagas apresentando sintomas das podriddes) e
severidade (diametro das lesdes), durante nove dias para B. cinerea e oito dias para C.
gloeosporioides.

Em funcdo dos resultados obtidos, um novo ensaio foi realizado avaliando-se

concentragdes maiores para o OE de tomilho, sendo 600, 800, 1000 mg L e blend dos 6leos
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(500 mg L* de tomilho + 100 mg L™ de capim-lim&o), acrescido de Tween80. As bagas de
uva individualizadas da raquis foram inoculadas e tratadas conforme descrito anteriormente.

Ap0s estarem secas, as bagas foram dispostas em caixas de acrilico (11,50 x 11,50 x
3,50 cm), fechadas com fita adesiva, e mantidas em incubadora BOD, a 25 °C e umidade
relativa média de 75%, sendo avaliadas, diariamente, a incidéncia e severidade das lesdes,
durante seis dias para B. cinerea e 11 dias para C. gloeosporioides. Referente a este ensaio
foi realizado teste preliminar de fitotoxicidade de 6leos essenciais sobre bagas de uva ‘Italia’
(Anexo 5- Teste de Fitotoxicidade).

Os dados obtidos nos experimentos foram utilizados para o célculo da &rea abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), através da formula de Shaner & Finney (1977).

AACPD = Z [(yi + Yi+1)/2 x (ti+1— ti)]

sendo yi o diametro ou incidéncia da lesdo no tempo tj, em dias, e yi+1 € 0 diametro
ou incidéncia da lesdo no tempo tj+1.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, compostas por nove bagas como unidade experimental.

Ao final dos experimentos com bagas de uvas ‘Italia’ realizou-Se a contagem do
namero de conidios retirando-se trés bagas por repeticdo, depositando-as em béquer com
100 mL de agua destilada; para melhor dispersdo dos conidios e acrescentou-se Tween?.
Apb6s 10 agitagOes, contou-se 0 numero de conidios contidos na suspensdao em
hemocitémetro (Camili, 2004; Cia, 2005, adaptado).

3.4.2 Efeito protetivo dos 6leos essenciais

Para avaliacdo do efeito protetivo, as bagas foram inoculadas 24 h apos a aplicacao
dos tratamentos. Os tratamentos com os OEs de capim-limao e tomilho foram: 400 mg L™
de tomilho; 400 mg L™ de capim-lim&o; e blend (200 mg L de tomilho + 200 mg L™ de
capim-limao). Como testemunha, utilizou-se bagas nédo tratadas (testemunha absoluta) e
aspergidas com agua e Tween®®. As solucBes preparadas foram aplicadas até o ponto de
escorrimento.

Ap0s estarem secas, as bagas foram dispostas em caixas de acrilico (11,50 x 11,50 x
3,50 cm), fechadas com fita adesiva, e mantidas em incubadora BOD, a 25 °C e umidade

relativa média de 75%. Foram avaliadas, diariamente, a incidéncia (nimero de bagas
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apresentando sintomas das podriddes) e severidade (didmetro das lesdes), durante oito dias
para B. cinerea e 13 dias para C. gloeosporioides.

Os dados obtidos nos experimentos foram utilizados para o calculo da area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), conforme descrito em 3.4.1.0 delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, compostas por

nove bagas como unidade experimental.

3.5 Efeito dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e sobre a qualidade de
cachos de uva ‘Italia’

Em funcéo dos resultados obtidos nos ensaios com bagas individualizadas, decidiu-
se realizar o ensaio sobre o efeito dos OEs em cachos de uva, apenas com patdgeno Botrytis
cinerea. Cachos de uva ‘Italia’, provenientes de Jales/SP, foram transportados ao laboratorio,
onde foram selecionados quanto a uniformidade, auséncia de defeitos e podriddes.

Para avaliacdo do efeito curativo, os cachos foram primeiramente inoculados com B.
cinerea. Para inoculagdo, em cada cacho de uva foram feridas, com auxilio de seringa de
cromatografia, aleatoriamente, 10 bagas, previamente demarcadas. Depois de realizado o
microferimento, os cachos foram aspergidos com a suspensdo de esporos (10° conidios mL"
1y (Camili et al. 2007). Ap6s 4 h da inoculagdo a 25 °C/80% UR, os cachos foram tratados
com os OE de tomilho a 800 mg L* e blend (500 mg L* de tomilho + 100 mg L* de capim-
lim&o). Como testemunha utilizou-se cachos aspergidos com agua e Tween®,

Apds estarem secos, 0s cachos foram acondicionados embalagens plasticas (PEBD)
abertas e armazenado a 25+2 °C / 80+5% UR por seis dias; em bandejas de poliestireno
expandido envolvidas por PEBD (30 pum) e armazenado sob refrigeracéo a 1+1 °C / 90+5%
UR, por 14 dias; apds esse periodo, sendo transferidos para embalagens abertas e mantidos
a 25+2 °C/ 80+5% UR, por mais trés dias.

Os cachos foram avaliados quanto a incidéncia (numero de bagas inoculadas por
ferimento com podridao) e severidade (didmetro da lesdo) conforme método descrito em
Camili et al. (2010). Bagas inoculadas sem ferimento e ndo inoculadas foram também
avaliadas quanto a incidéncia da podriddo, por meio da determinagdo da massa referente a
bagas com sintomas e a massa total dos cachos (massa de bagas com podriddo/massa total
do cacho x 100, %).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nove repeti¢Ges por
tratamento e um cacho de uva como unidade experimental. Os resultados foram submetidos
a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a avaliacdo dos atributos de qualidade, cachos de uva ‘Italia’ foram tratados e
armazenados como descrito anteriormente, mas ndo foram inoculados. As avaliagdes foram
realizadas no inicio (caracterizacdo da matéria-prima) e ap6s cada periodo de
armazenamento, ou seja, aos 6 dias sob condi¢Ges ambiente; aos 14 dias de refrigeracao e
aos 14 dias de refrigeracdo mais 3 dias apoOs transferéncia para condicdes ambiente,
conforme metodologia descrita a seguir.

a) Cor da casca: determinada utilizando-se colorimetro Minolta, sistema CIELab,

representando L a luminosidade (0= preto e 100=branco), a* e b* a cromaticidade (-a= verde
e +a= vermelho; -b=azul e +b=amarelo). A leitura ocorreu em seis bagas por cacho, sendo
duas da parte superior, duas da mediana e duas da inferior do cacho. Os resultados de cor
foram expressos: luminosidade (L*); angulo da cor [ hue = tan (b*/a*)] e chroma
[C*=(VaZ + b2)].

b) Aparéncia da raquis: foram atribuidas notas de 1 a 5, sendo: 1= verde, fresca e turgida, 2=

verde, opaca, 3= verde para marrom, 4= predominantemente marrom e 5= marrom parda a
seca (Benato, 1998; Camili, 2004).
c) Perda de Massa (%): os cachos foram pesados no inicio e ap6s os periodos de

armazenamento, para o calculo PM%= (massa inicial — massa final/massa inicial) x100.

d) Degrana (%): determinado por meio da pesagem do cacho inteiro e das bagas naturalmente
soltas, apos ligeira agitacdo (3 vezes), utilizando-se a formula: D%= massa das bagas
soltas/massa do cacho inteiro x 100.

e) Solidos soluveis (°Brix): 10 bagas foram retiradas por cacho, sendo 3 da regido superior, 4

da mediana e 3 da inferior, e extraido seu suco para leitura do teor de solidos solGveis em
refratdmetro manual, adotando-se escala de 0°-32° Brix.
f) Acidez tituldvel: determinada a partir do suco de uva (1:9) e titulacdo empregando-se NaOH

(0,1 N), até atingir pH=8,1. O resultado foi expresso em g de acido tartarico/100g suco
(Carvalho et al. 1990).

g) Ratio (SS/AT): determinado pela relagdo entre solidos soluveis (°Brix) e acidez titulavel.
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Analise dos resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o programa estatistico
R Bio (Bhering, 2017).

4. RESULTADOS

Os resultados dos ensaios de avaliacdo do efeito antifungico dos 6leos essenciais, in
vitro, sobre Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides, bem como, sobre o controle

das podriddes e na qualidade pds-colheita de uvas ‘Italia’, sdo apresentados a seguir.

4.1 Atividade antifungica in vitro de 6leos essenciais, por contato

Os Gleos essenciais (OEs) de capim-limao e tomilho reduziram significativamente o
indice da velocidade do crescimento micelial (IVCM), tanto para B. cinerea como para C.
gloeosporioides.

Observou-se que B. cinerea é mais sensivel a ambos OEs, com reducéo significativa
do IVCM a partir de 100 mg L para tomilho e 400 mg L™ para capim-limdo. A partir de
400 mg L™ observou-se ambos os OEs inibiram em 100% o crescimento micelial (ICM)
(Figuras 1A e 1C; Figura 2).

Para C. gloeosporioides, o IVCM foi reduzido significativamente a partir de 400 mg
L™ do OE de tomilho e de 100 mg L™ do OE de capim-lim&o, exceto 200 mg L™ que ndo
diferiu da testemunha. A 800 mg L de OE de tomilho a ICM foi de 100%. A 800 mg L™
do OE de capim-limé&o a ICM foi de 36% (Figuras 1B e 1D; Figura 3).

Constatou-se efeito fungicida do OE de tomilho a 800 mg L para B. cinerea e para
C. gloeosporioides. O 6leo essencial de capim-liméo mostrou-se fungicida em concentragdo
acima de 400 mg L™ para B. cinerea e fungistatico nas concentracdes avaliadas para C.
gloeosporioides (Anexo 1 e 2).
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B. cinerea C. gloeosporioides
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Figura 1- Indice da velocidade de crescimento micelial (IVCM) e inibigdo do crescimento micelial (ICM, %) de
Botrytis cinerea (A e C) e Colletotrichum gloeosporioides (B e D), cultivados em meio BDA incorporado com 0s
oleos essenciais de tomilho (A e B) e capim-limédo (C e D). Média de seis repeticOes e barra de erro padrdo. Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).
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1cm=388mm

Figura 2- Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio BDA incorporado com 6leo essencial de capim-liméo

(A) e de tomilho (B) em diferentes concentracdes (mg L), ap6s 5 dias a 25 °C.

lcm = 40,5 mm

Figura 3- Crescimento micelial de Colletrotrichum gloeosporioides em meio BDA incorporado com 6leo essencial

de capim-limédo (A) e de tomilho (B) em diferentes concentragdes (mg L), apos 17 dias a 25 °C.

4.2 Atividade antifangica in vitro dos compostos volateis de 6leos essenciais

Os constituintes volateis de capim-limdo e tomilho, bem como o blend dos OEs,
reduziram, significativamente, o indice da velocidade do crescimento micelial (IVCM), para B.
cinerea (Figuras 4 A, C, Eeb5).

Para C. gloeosporioides (Figuras 4 B, D, F e 6), os compostos volateis de tomilho e o
blend inibiram o IVCM, significativamente, porém ndo foi constatado efeito significativo dos

volateis de capim-limao.
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Notou-se que o isolado de B. cinerea mostrou-se mais sensivel aos volateis dos 6leos,
sendo inibido em 100% com 10 uL de tomilho, 20 pL de capim-limdo e pelo blend.
Comparativamente, C. gloeosporioides apresentou 100% de inibicdo apenas com 20 uL de
tomilho. Além disso, observou-se que os volateis de tomilho apresentaram maior efeito
antifingico quando comparado ao capim-limdo. Ambos os OEs apresentaram efeito

fungistatico sobre o crescimento dos patdgenos.
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B. cinerea C. gloeosporioides
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Figura 4- Indice da velocidade do crescimento micelial (IVCM) e inibic&o do crescimento micelial (ICM, %) de
B. cinerea (A, C e E) e C. gloeosporioides (B, D e F) expostos aos volateis dos OEs de tomilho (A e B), capim-
limdo (C e D) e ao blend dos OEs (10 pL de tomilho + 10 pL de capim-limao) (E e F), sendo 10 pL=180 pL L™
ar livre e 20 uL=360 pL L ar livre. As placas foram mantidas a 25 °C, por 8 e 3 dias para C. gloeosporioides e
B. cinerea, respectivamente. Média de seis repeticOes e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).
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1cm =479 mm

Figura 5- Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio de cultura BDA exposto aos volateis de capim-liméo
(A), e tomilho (B) a 10 e 20 pL e ao blend (C) dos OEs a 10 uL cada, ap6s 3 dias a 25 °C, em incubadora BOD

(10 uL=180 pL Lt ar livre e 20 uL=360 pL Lt ar livre).

—
1cm = 49,7 mm)|

Figura 6- Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em meio de cultura BDA exposto aos volateis
de capim-liméo (A) e de tomilho (B) a 10 e 20 pL e ao blend (C) dos OEs a 10 pL cada, apds 8 dias a 25 °C, em

incubadora BOD (10 puL=180 pL L ar livre e 20 uL=360 uL L ar livre).
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4.3 Efeito curativo e protetivo de 6leos essenciais sobre o desenvolvimento de B. cinerea e
C. gloeosporioides em bagas individualizadas de uva ‘Italia’

4.3.1 Efeito curativo dos 0leos essenciais

Bagas de uvas ‘Italia’ inoculadas com C. gloeosporioides e tratadas apos 4 h com OEs
de capim-lim&o e tomilho (0 a 400 mg L) ndo apresentaram reduc&o significativa da incidéncia
e severidade da podridao (Figuras 7A e B e Anexo 4).

Os tratamentos utilizando-se OEs nas concentragdes de 0 a 400 mg L™ néo reduziram,
significativamente, a incidéncia e a severidade do mofo cinzento nos dois ensaios realizados
(Figuras 8A, B, C, D) em bagas individualizadas de uvas ‘Italia’, ao final dos dias

armazenamento a 25 °C (Anexo 3).
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Figura 7- Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para incidéncia (A) e severidade da podridao de
C. gloeosporioides (B), em bagas de uvas ‘Itdlia’ inoculadas 4 h antes dos tratamentos com dleos essenciais
aplicados por aspersdo. As bagas foram armazenadas a 25 = 2 °C/75 + 5% UR por 8 dias. Meédia de quatro
repeticdes com 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).
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Figura 8- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A e C) e severidade de B.
cinerea (B e D); submetidos ao tratamento por aspersido dos OEs em bagas de uvas ‘Itdlia’ inoculadas 4 h antes
dos tratamentos. As bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75 £ 5% UR, sendo ensaio | (A e B) por 9 dias e Ensaio
I1 (C e D) por 8 dias. Média de quatro repeti¢des com 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).

Em funcéo dos resultados obtidos com o tratamento de éleos essenciais de capim-liméo
e tomilho (0 a 400 mg L), o ensaio foi repetido, aumentando-se as concentragdes aplicadas.
Em teste preliminar (Anexo 5), os 6leos essenciais, em concentragdes 600 a 1000 mg L, ndo
alteraram significativamente a cor das bagas de uva ‘Italia’.

Observou-se que o 6leo essencial de tomilho a 1000 mg L™ e o blend (100 mg L™* capim-
limdo + 500 mg L tomilho) n&o reduziram significativamente a incidéncia do mofo cinzento

e da podriddo da uva madura (Figuras 9A e 9B).
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No entanto, a partir de 800 mg L™ do 6leo essencial de tomilho e o blend reduziram
significativamente a severidade do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ em relacdo a
testemunha (Figuras 9C e 11). O mesmo efeito ndo foi observado para a podriddo da uva madura

(Figuras 9D e 12).
Os tratamentos avaliados ndo exerceram efeito significativo sobre a producéo de

conidios para ambos os patogenos (Figuras 10A e 10B).
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Figura 9- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A) e severidade de B. cinerea
(C); incidéncia (B) e severidade de C. gloeosporioides (D) em bagas de uvas ‘Italia’ ao final do ensaio. Os
tratamentos foram realizados por aspersdo dos OEs de tomilho a 0; 600; 800; 1000 mg L™ e blend a 100 mg L™ de
capim-limdo com 500 mg L de tomilho 4 h ap6s a inoculagdo com os patdgenos . As bagas foram armazenadas
a25+2°C/75+ 5% UR, por 6 e 11 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente. Média de quatro
repeticdes, sendo 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).

30



B. cinerea C. gloeosporioides
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Figura 10- Quantidade de conidios germinados de B. cinerea (A) e de C. gloeosporioides (B) em bagas de uvas
‘Italia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por aspersdo dos OEs de tomilho a 0; 600; 800; 1000
mg L e blend a 100 mg L"* de capim-limdo com 500 mg L™ de tomilho, 4 h ap6s a inoculagéo dos patdgenos. As
bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75 £ 5% UR, por 6 e 11 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides,
respectivamente. Média de quatro repeticdes, sendo 9 bagas por parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).

1cm=357mm

.

Figura 11- Sintomas do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ inoculadas com Botrytis cinerea e tratadas 4 h
antes com OE de tomilho e blend a 100 mg L* de capim-limdo e 500 mg L™ de tomilho ap6s 6 dias de
armazenamento a 25 £ 2 °C/75 + 5% UR.
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Figura 12- Sintomas de podriddo da uva madura em bagas de uvas ‘Italia’ inoculadas com C. gloeosporioides e
tratadas 4 h antes com OE de tomilho e blend a 100 mg L de capim-lim&o e 500 mg L de tomilho ap6s 11 dias
de armazenamento a 25 + 2 °C/75 + 5% UR.

4.3.2 Efeito protetivo dos 6leos essenciais

Para B. cinerea, nenhum efeito na reducéo de incidéncia ou severidade foi observado
(Figuras 13 A e 13 C), quando as bagas foram tratadas com os OEs de tomilho, capim-limé&o e
blend (200 mg L de capim-limdo + 200 mg L de tomilho) 24 h antes da inoculacdo do
patdgeno, e ndo se observou redugdo da germinacao de conidios (Figura 14 A).

A podriddo da uva madura ndo foi reduzida quando se adotou os tratamentos com 6leos
essenciais sob efeito protetivo; o dleo essencial de capim-limao favoreceu o crescimento de C.
gloeosporioides com aumento da incidéncia (Figura 13 B), ndo influenciando a severidade
(Figura 13 D). A producdo de conidios de C. gloeosporioides foi significativamente menor ao
utilizar-se 6leo essencial de tomilho (Figura 14 B).

Bagas de uvas ‘Italia’, inoculadas 24 h ap0s os tratamentos com os 6leos essenciais, ndo
apresentaram redugdo do mofo cinzento e da podriddo da uva madura ao final do periodo de
armazenamento (Figuras 15 e 16).
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Figura 13- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A) e severidade de B. cinerea
(C); incidéncia (B) e severidade de C. gloeosporioides (D) em bagas de uva ‘Itdlia’ ao final do ensaio. Os
tratamentos foram realizados por aspersdo dos OEs a 400 mg L* e blend (200 mg L"* de capim-liméo + 200 mg L
1 de tomilho) 24 h antes da inoculagdo dos patdgenos. As bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75 + 5% UR, por
8 e 13 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente. Média de cinco repeticdes, sendo 9 bagas por

parcela e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p

<0,05).
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Figura 14- Quantidade de conidios germinados de B. cinerea (A) e de C. gloeosporioides (B) em bagas de uvas
‘Italia’ ao final do ensaio. Os tratamentos foram realizados por aspersdo dos OEs a 400 mg L e blend (200 mg L
Lde capim-limdo + 200 mg L™ de tomilho) 24 h antes da inoculacéo. As bagas foram armazenadas a 25 + 2 °C/75
+ 5% UR, por 8 e 13 dias para B. cinerea e C. gloeosporioides, respectivamente. Média de cinco repeticGes, sendo
9 bagas por parcela e barra de erro padrao. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre
si (Tukey, p <0,05).

Blend - 200 mg L de
tomilho e 200 mg L de
capim-limao

j

400 mg L* capim-lim&o

Figura 15- Sintomas do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ tratadas com os OEs 24h antes da inoculagdo com
B. cinerea, sem tratamento (controle absoluto); sem tratamento (gua); 400 mg L de tomilho; 400 mg L de
capim-limdo; e blend dos 6leos equivalente a 200 mg L de capim-limdo e 200 mg L de tomilho, apds 8 dias de

armazenamento a 25 + 2 °C/75 + 5% UR.

34



1cm=354mm

u

400 mg L* tomilho

L1

tomilho e 200 mg L de
capim-limao

400 mg L capim-limao

Figura 16- Sintomas da podriddo da uva madura em bagas de uva ‘Italia’ tratadas com OEs 24 h antes da inocula¢do
com C. gloeosporioides, sem tratamento (controle absoluto); sem tratamento (agua); 400 mg L de tomilho; 400
mg L de capim-limao; e blend dos 6leos equivalente a 200 mg L de capim-liméo e 200 mg L de tomilho.
Apo6s 13 dias de armazenamento a 25 £+ 2 °C/75 £ 5% UR.

4.4 Efeito dos 6leos essenciais no controle de Botrytis cinerea e sobre a qualidade de
cachos de uvas ‘Italia’ sob armazenamento refrigerado e ambiente

Cachos de uva ‘Italia’ inoculados com B. cinerea por ferimento e armazenados a 25 °C
por seis dias, quando tratados com spray de 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ e blend (500
mg Lt de tomilho +100 mg L™ de capim-lim&o) ndo apresentaram reducgdo significativa da
incidéncia e severidade das lesdes (Figuras 17A e B e Figuras 19 A a C). Cachos armazenados
sob refrigeracédo (1°C) por 14 dias apresentaram reducéo significativa da severidade das lesoes
do mofo cinzento, mas ndo da incidéncia da doenca (Figuras 17 C e D e 19 D a F), quando
tratados com OE de tomilho a 800 mg L*. No entanto, ap6s periodo de transferéncia dos cachos
para 25 °C, por mais trés dias, nenhum dos tratamentos reduziu, de forma significativa, a
incidéncia e/ou a severidade da podridao nos cachos (Figuras17CeDe19Gall).

Em cachos mantidos sob refrigeracéo por 14 dias, observou-se reducéo significativa de
sintomas do mofo cinzento nas bagas, quando inoculadas por ferimento (Figura 18A) e tratadas
com OE de tomilho, mas ndo quando armazenadas a 25 °C. N&o se constatou reducdo da
incidéncia de B. cinerea em bagas inoculadas sem ferimentos (adjacentes), tratadas com OE de

tomilho ou blend, e armazenadas a 25 °C ou sob refrigeracéo (Figura 18B).
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Figura 17- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para incidéncia (A e C) e severidade de B.

cinerea (B e D), em cachos de uva ‘Italia’ armazenados sob a 25 °C/80% UR por seis dias (A € B), a 1 °C/90%

UR por 14 dias e a 1 °C/90% UR por 14 dias, seguido de transferéncia para 25 °C/80% UR por mais trés dias (C

e D). Os tratamentos foram realizados por asperséo dos cachos com OE de tomilho a 800 mg L e blend (500 mg

L de tomilho e 100 mg L™ de capim-limdo), 4 h ap6s inoculagdo do patégeno. Média de nove cachos, sendo 10

bagas inoculadas com ferimento por unidade experimental, e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma

letra para cada condig¢do de armazenamento ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05).
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Figura 18- Incidéncia (%) da massa de bagas apresentando sintomas de mofo cinzento em cachos de uva ‘Italia’
inoculadas com ferimento (A) e sem ferimento (adjacentes) (B), ap6s armazenamento a 25 °C/80% UR por seis
dias, a 1 °C/90% UR por 14 dias e a 1 °C/90% UR por 14 dias, seguidos por mais trés dias a 25 °C/80% UR. Os
tratamentos foram realizados por aspersdo dos cachos com OE de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg L de
tomilho e 100 mg L de capim-liméo), 4 h apds inoculagdo do patégeno. Média de nove repeticdes (10 bagas com
ferimento; um cacho por parcela para inocula¢do sem ferimento) e barra de erro padrdo. Médias seguidas de mesma
letra para cada condi¢do de armazenamento ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p <0,05). Para efeito de

analise estatistica, os dados foram transformados em /(x + 0,5).
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Figura 19- Cachos de uva ‘Italia’ inoculados com Botrytis cinerea e tratadas por aspersdo ap6s 4 h, com agua e
Tween® (testemunha, A, D e G), com dleo essencial de tomilho a 800 mg L (B, E e H) e blend (500 mg L de
tomilho e 100 mg L de capim-limdo, C, F e I) . Os cachos foram armazenados a 25 °C/80 %UR durante seis dias
(A,BeC),al°C/90 %UR durante 14 dias (D, Ee F) e a1 °C/90 %UR durante 14 dias, seguidos por mais trés
dias a 25 °C/80 %UR (G, He l).

A avaliacdo dos atributos de qualidade de cachos de uva ‘Italia’ ndo inoculados e
tratados com OE de tomilho (800 mg L™) e blend (500 mg L de tomilho +100 mg L™ de
capim-limé&o) ndo evidenciou diferencas significativas quanto ao teor de sélidos sollveis, perda
de massa, incidéncia de podriddes, degrana, aparéncia da raquis, , tanto para frutos armazenados
a 25 °C, como para aqueles mantidos sob refrigeragéo (Tabelas 1, 2, 3 e 4 e Figuras 20A a ).

A acidez titulavel para cachos tratados com OE de tomilho e blend mostrou-se
significativamente maior quando comparada a testemunha, somente para frutos mantidos a 25
°C, acarretando menor ratio (SS/AT) (Tabela 1).

Observou-se que a perda de massa e a incidéncia de podridfes naturais aumentaram
apos periodo de armazenamento refrigerado, seguido por mais trés dias a 25 °C, ndo havendo
diferencas entre os tratamentos (Tabela 2). A aparéncia da raquis se manteve mais proxima de
verde para marrom-clara a predominantemente marrom em cachos mantidos a 25 °C por seis
dias, verde opaca para cachos armazenados a 1 °C por 14 dias e verde para marrom-clara apds
transferéncia para 25 °C por mais trés dias, ndo havendo diferencas significativas entre os
tratamentos. A degrana ap0s transferéncia dos cachos para 25 °C sofreu aumento, ndo havendo
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 3).
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Quanto a cor de casca, constatou-se alteracdo significativa somente para a luminosidade
(L*) em cachos tratados com o blend de OEs, estando as bagas mais claras apds periodo de
armazenamento a 25 °C (Tabela 4), ndo havendo diferencas significativas nas demais condic¢des

de armazenamento.

Tabela 1- Sélidos soluveis (SS, °Brix), acidez titulavel (AT, % &cido tartarico), ratio (SS/AT)
em cachos de uva ‘Italia’ tratados com oleo essencial de tomilho a 800 mg L de tomilho e
blend (500 mg L tomilho + 100 mg L™ capim-limao), e armazenados sob diferentes condicoes.

SS (°Brix) (9) AT (% 4cido tartarico) ratio (SS/AT)
Tratamentos
A R R+A A R R+A A R R+A
Inicial 11.78 0.45 26.02

0 (a4gua) 13.40 a 12.70a 13.45a 044b 046a 047a 30.77a 2797a 29.07a
800 12.35a 12.08a 13.30a 05l1a 053a 049a 24.04b 2293a 27.45a
blend 12.10a 12.73a 1213a 051a 052a 054a 2397b 2471a 2275a
CV (%) 6.52 7.33 7.97 6.54 8.61 7.44 11.49 14.33 14.81

(¥) Condigdes de armazenamento: A=25 °C/80 %UR durante seis dias. R= 1 °C/90 %UR durante 14 dias. R+A=
1 °C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR.

(%) Média de quatro repeti¢des, com um cacho como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).

Tabela 2- Perda de massa e incidéncia de podriddes naturais em cachos de uva ‘Italia’ tratados
com 6leo essencial de tomilho a 800 mg L e blend (500 mg L™ tomilho + 100 mg L™ capim-
lim&o), e armazenados sob diferentes condigdes.

Perda de massa (%) (%) Incidéncia de podriddes naturais (%)
Tratamentos
A R R+A A R R+A
0 (agua) 126a 0.19a 2.04a 5.09a 4.27 a 19.28 a
800 0.48 a 0.19a 2.15a 58la 7.05a 21.31a
blend 0.53a 0.27 a 2.27 a 753 a 6.78 a 19.70 a
CV (%) 16.31 6.68 7.75 22.28 24.73 15.31

(¥) Condigdes de armazenamento: A=25 °C/80 %UR durante seis dias. R= 1 °C/90 %UR durante 14 dias. R+A=
1 °C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR.

(%) Média de quatro repeticGes, com um cacho como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05). Para efeito de anlise estatistica, os dados

foram transformados em.v/(x + 0,5)
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Tabela 3- Degrana e aparéncia da raquis em cachos de uva ‘Italia’ tratados com 6leo essencial
de tomilho a800 mg L* e blend (500 mg L™ tomilho + 100 mg L* capim-lim&o), e armazenados
sob diferentes condicdes.

Degrana (%) (%) Aparéncia da raquis (X)
Tratamentos

A(Y) R R+A A R R+A

Inicial 0.99 15
0 (agua) 2.05a 0.64 a 1.39a 3.63a 213 a 2.75a
800 235a 1.13a 1.89a 40a 213 a 2.75a
blend 1.02a 2.83a 4.26 a 35a 213 a 2.63a
CV (%) 32.04 37.71 37.59 23.25 2253 13.41

(*) Escala de notas da raquis: 1= verde e tirgida; 2= verde opaca; 3= verde para marrom-clara; 4=
predominantemente marrom; 5= marrom parda a seca.

(¥) Condigdes de armazenamento: A=25 °C/80 %UR durante seis dias. R= 1 °C/90 %UR durante 14 dias. R+A=
1 °C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR.

(%) Média de quatro repeticGes, com um cacho como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05). Para efeito de analise estatistica, os dados
referente & degrana foram transformados em V' (x)+0,5).

Tabela 4- Luminosidade (L*), Chroma (C*) e Angulo hue em cachos de uva ‘Italia’ tratados
com 6leo essencial de tomilho a 800 mg L™ e blend (500 mg L tomilho + 100 mg L™ capim-
lim&o), e armazenados sob diferentes condicdes.

Cor (9)
Luminosidade (L) Chroma (C) Angulo Hue (H)
Tratamentos
A R R+A A R R+A A R R+A
Inicial 46.5 12.28 158.42

0 (agua) 42.96 b 4242a 44.08a 10.71a 1052a 10.94a 161.91a 159.67a 163.94a
800 43.32 ab 41.18a 4421a 1157a 1056a 11.43a 158.74a 158.07a 164.0a
blend 4470 a 4150a 4358a 1154a 10.82a 12.01a 161.22a 15855a 162.70a

CV (%) 1.81 1.93 3.97 9.3 6.79 8.28 1.61 0.92 1.83

(¥) Condigdes de armazenamento: A=25 °C/80 %UR durante seis dias. R= 1 °C/90 %UR durante 14 dias. R+A=
1 °C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR.

(%) Média de quatro repeticdes, com um fruto como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p <0,05).
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Figura 20- Cachos de uva ‘Itélia’ ndo inoculados e submetidos aos tratamentos: testemunha (Agua e Tween®) (A,
D, e G), 6leo essencial de tomilho a 800 mg L (B, E e H) e blend (500 mg L de tomilho com 100 mg L de
capim-limao) (C, F e I). Os frutos foram armazenados a 25 °C/80 %UR durante seis dias (A, B e C), a1 °C/90
%UR durante 14 dias (D, E e F), e a 1 °C/90 %UR durante 14 dias seguidos por mais trés dias a 25 °C/80 %UR

(G, Hel).
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram que os 0Oleos essenciais de
tomilho e capim-limdo apresentam efeito fungitdxico, in vitro, contra B. cinerea e C.
gloeosporioides (Figuras 1 A a D). O o6leo essencial de tomilho, por contato, apresentou as
maiores percentagens da inibicdo do crescimento micelial (ICM) e menores indices da
velocidade do crescimento micelial (IVCM) comparado ao capim-limao, entre as concentragdoes
de 100 a 800 mg L, com ac&o fungicida a 800 mg L, para ambos os patdgenos. O 6leo de
capim-limao reduziu significativamente o IVCM de ambos patdgenos, com a¢do fungicida
sobre B. cinerea a partir de 400 mg L™, enquanto para C. gloeosporioides agiu de forma
fungistatica. Deste modo, o dleo essencial de tomilho, com componentes majoritarios de timol
e p-cimeno, mostrou-se mais promissor contra o desenvolvimento dos fitopatogenos.

A possivel acdo de dleos essenciais sobre patdgenos é devido ao carater lipofilico dos
compostos que se ligam fortemente & membrana, alterando sua seletividade e facilitando a
penetracdo, causando danos a esta, levando o patdgeno a ter perda de seus contetdos celulares,
ocasionando assim sua morte (Lambert et al. 2001; Knaak & Fiuza, 2010).

Os Gleos essenciais como agentes antimicrobianos podem agir de maneiras distintas.
Lopez-Malo et al. (2006) sugerem que, os efeitos dos antioxidantes fendlicos no crescimento
microbiano e na producdo de toxinas, pode ser resultado da capacidade dos compostos fendlicos
de alterar a permeabilidade da célula microbiana, permitindo a perda de macromoléculas de seu
interior. Eles ainda podem interagir com proteinas da membrana dos patégenos causando
deformac&o na sua estrutura e alteragdes na sua funcionalidade.

Os compostos fendlicos podem ter efeito na germinacdo dos esporos, desnaturando
enzimas de germinacdo, ou ainda interferindo nos aminoacidos que sdo necessarios Nnos
processos de germinacdo (Nychas, 1995).

O 6leo essencial de capim-limdo é um aldeido aliféatico, devido as ligacBes (-CHO), é
um composto com alta capacidade de receber elétrons. A atividade antiflngica desses aldeidos
estad intimamente correlacionada com o valor de energia calculado de seus orbitais moleculares
vazios mais baixo e eles sdo capazes de formar um complexo de transferéncia de carga com
triptofano, um bom doador de elétrons. A possibilidade € que devido a formar complexos de
transferéncia de carga, ao estar em contato com patogenos, eles formem esse complexo de modo
que os doadores de elétrons sejam os fungos, causando assim sua morte (Kurita et al. 1981).

Weisany et al. (2019) observou que o 6leo essencial de tomilho encapsulado com

nanoparticulas de cobre causou deformacdo no crescimento das hifas de C. nymphaeae.
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Yan et al. (2021) quando exp0s B. cinerea a 6leos essenciais de tomilho e capim-liméo,
observaram mudangas na morfologia das hifas do fungo. Enquanto em hifas de B. cinerea
tratadas com 6leo de capim-liméo foi observado apenas um aspecto &spero, as hifas do patégeno
tratadas com 6leo essencial de tomilho foi observado a distor¢éo e o encolhimento. Além disso,
muitas bolhas e vesiculas foram observadas ao redor das hifas expostas aos 6leos essenciais,
indicando provavelmente morte celular programada. Os autores sugerem que a distor¢éo das
hifas pode estar relacionada ao rompimento das membranas celulares do fungo. Devido ao 6leo
essencial de tomilho ter grupos hidroxila fenélicos, estes podem atuar como desacopladores da
fosforilacdo oxidativa, danificando a membrana celular.

Anaruma et al. (2010) avaliando o 6leo essencial de capim-limao in vitro relataram que
a concentragdo minima inibitéria (CMI) foi de 250 mg L™ para C. gloeosporioides. Combrinck
et al. (2011) constataram que a concentracdo de 500 uL L do dleo essencial de tomilho inibiu
Lasiodiplodia theobromae, C. gloeosporioides, Alternaria citrii, B. cinerea e Penicillium
digitatum, semelhante ao constatado no presente estudo.

Os constituintes volateis dos 6leos essenciais, avaliados in vitro, também apresentaram
efeito antifangico contra B. cinerea e C. gloeosporioides (Figuras 4 A-F). Constatou-se que 0
6leo essencial de tomilho foi mais efetivo na reducdo do crescimento micelial de B. cinerea e
C. gloeosporioides, em menores doses, quando comparado ao capim-liméo.

Soylu et al. (2006) observaram que a fase volatil in vitro de tomilho a 0,3 ug mL inibiu
completamente P. infestans. As alteragdes morfoldgicas pelo uso dos dleos essenciais foram
constatadas causando coagulacdo do citoplasma, vacuolizacdo, vazamento de protoplastos e
encolhimento de hifas, foram observadas em fungos tratados com uma variedade de vapores de
OE, incluindo tomilho, erva-doce e lavanda.

Candida albicans tratada com vapor de 6leo essencial de capim-limdo mostrou
degradacdo completa e desorganizacdo da estrutura do citoplasma fangico. O 6leo essencial
altera a permeabilidade das células, atuando na camada de &cidos graxos que compde a
bicamada lipidica das membranas. Dessa forma, os autores sugerem que as func@es das enzimas
ligadas @ membrana que alteram a sintese de componentes polissacarideos da parede celular
podem ser afetadas (Tyagi e Malik 2010).

Soylu et al. (2010) sugerem que o impacto dos volateis sobre estruturas fungicas sao
principalmente devido ao desenvolvimento micelial do fungo, ou seja, a estrutura para apoiar a
producéo dos esporos e /ou a transdugéo de sinais envolvidos na mudanca do desenvolvimento
vegetativo para o reprodutivo. O maior efeito dos volateis é sobre o micélio fungico, devido a

natureza lipofilica dos 6leos essenciais, eles sdo absorvidos pelo micélio fangico, que também
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possuem uma natureza altamente lipofilica. Assim o efeito dos compostos volateis pode ser
mais significativo quando comparado a aplicacdo por contato.

Conforme constatado, o blend agiu positivamente no controle dos patdgenos. O efeito
antimicrobiano in vitro de blend ou ainda mistura de 0leos essenciais vem sendo observado
(Rattanapitigorn et al, 2006; Tadtong et al, 2012). A combina¢do de agentes conservantes em
alimentos pode promover maior espectro na atividade antimicrobiana contra patdégenos. Os
agentes combinados podem agir em diferentes espécies em uma microflora mista ou em
diferentes elementos metabolicos dentro de espécies ou cepas semelhantes. Ha diferentes
modos de interacao entre os 6leos essenciais, sendo 0 mais conhecido o efeito sinérgico, o qual
ocorre geralmente com reducdo da concentracdo geral quando comparado as concentraces
testadas em isolado (Lopez-Malo et al. 2006).

O oleo essencial de capim-limdo, devido as suas caracteristicas quimioativas, por
pertencer a classe dos aldeidos monoterpendides, danifica a membrana celular dos
microrganismos. O OE de tomilho pertence a classe dos fenois monoterpenoides e
monoterpenos, ou seja, mais de uma classe de quimioativo. Além disso, o 6leo essencial de
tomilho, além de atuar danificando as membranas celulares, danifica as superficies das células,
causando também lise celular. O efeito sinérgico de combinacbes de quimioativos com
diferentes modos de acdo sobre microrganismos pode demonstrar maior efeito quanto a
propriedades fungitoxicas (Hyldgaard et al. 2012).

Quando avaliados em bagas destacadas de uva ‘Itdlia’, efeito curativo e protetivo, os
OEs de tomilho e de capim-limio de 100 a 400 mg L™ ndo reduziram, significativamente, a
incidéncia e a severidade do mofo cinzento e da podriddo da uva madura (Figuras 7A; 7B; 8 A
a D) (Figuras 13 A-D). As concentracdes dos 6leos que foram eficientes para reduzir o
crescimento micelial dos fungos in vitro, ndo foram suficientes para controlar a podriddo da
uva madura e o mofo cinzento nas bagas inoculadas.

Martinez-Romero et al. (2007) observaram que as concentracdes estudadas de carvacrol
in vitro em B. cinerea inibiram totalmente o patdgeno, por outro lado, quando testadas essas
mesmas em uvas de mesa 0 mesmo efeito ndo foi observado. A resposta foi dependente da
concentracdo de modo que as maiores (0,5 e 1,0 mL L) foram responsaveis por reduzir a
incidéncia e severidade de B. cinerea.

Pedrotti (2016) avaliando os Gleos essenciais de eucalipto, funcho e carqueja para o
controle de B. cinerea e C. acutatum em uvas, observou que o tratamento curativo foi mais

eficiente do que o protetivo, corroborando com os resultados deste trabalho.
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O efeito direto dos 6leos sobre os patdogenos € devido a sua acdo sobre o
desenvolvimento das hifas fungicas, danificando a membrana citoplasmatica lipoproteica,
acarretando o extravazamento do contetdo celular (Zambonelli et al. 1996).

No entanto, varios estudos indicaram que 0os compostos volateis dos 6leos essenciais
podem ativar o sistema de defesa vegetal (Sellamuthu et al. 2013; Lazazzara et al. 2018; Garcia
et al. 2019).

Embora o uso de 6leos essenciais ndo tenha efeito sobre a incidéncia dos patdgenos, ao
aumentar as concentracdes testadas dos 6leos essenciais de tomilho e de capim-limédo (600 a
1000 mg L), foi possivel observar que o B. cinerea foi sensivel ao tratamento com dleo de
tomilho e o blend acarretando a reducéo da severidade, mas o C. gloeosporioides ndo (Figuras
9 A-D).

O controle de B. cinerea pela acdo dos 6leos essenciais nos frutos depende das
interacdes entre o patdgeno e os constituintes e a fisiologia da uva. Enquanto que nos testes in
vitro, 0 meio de cultura adicionado de dleo essencial apresenta composicao diferente e em
contato direto com 0 microrganismo, in vivo, a interagdo complexa envolvendo as
caracteristicas dos frutos (acdo de antioxidantes, pH, sal, estadio de maturacéo) e outros fatores
como temperatura, umidade e mecanismos de acdo do préprio fungo, podem acarretar
resultados diferentes (Burt et al. 2004; Benato et al. 2018).

O uso de 6leos essenciais integrado ao armazenamento refrigerado, conforme resultados
observados, mostrou-se promissor para controle do mofo cinzento. Cachos de uva ‘Italia’
tratados com 6leo essencial de tomilho (800 mg L) e refrigerados (1 °C) apresentaram reducdo
significativa da severidade de B. cinerea (Figura 17D), mas o efeito ndo se manteve apés a
transferéncia dos cachos para 25 °C.

B. cinerea é um patdgeno necrotréfico, ou seja, no processo de ataque secretam enzimas
gue matam as células hospedeiras, acelerando a senescéncia dos frutos e assim reduzindo seu
tempo de vida atil, além disso, ocorre a oxidacdo de compostos fenolicos, comprometendo
principalmente o sabor. O causador do mofo cinzento pode produzir infec¢bes quiescentes se
desenvolvendo em condi¢des propicias, principalmente apds a colheita dos frutos. Além disso,
0 patégeno suporta temperaturas abaixo de 10 °C, ou seja, assim o armazenamento refrigerado
poderia retardar o desenvolvimento de B. cinerea (Prusky, et al. 2013; Almanga et al. 2015).

Outros trabalhos também demonstram efeito positivo de Oleos essenciais aliado ao
armazenamento refrigerado (Marandi et al. 2011; Santos et al. 2012; Sivakumar & Bautista-
Bafios, 2014).

45



O uso do o6leo essencial de tomilho pode contribuir para a reducéo do desenvolvimento
do mofo cinzento em bagas de uva. Além disso, o0 uso dos 6leos essenciais é reconhecido como
geralmente seguro (GRAS). E de extrema importancia a busca de alternativas ao uso do SO,
tendo em vista sua recente retirada da relacéo de produtos seguros, perigo a alérgicos a sulfitos
e 0 impacto negativo que seu uso tem sobre a qualidade dos frutos (Benato, 2003).

A avaliagdo dos efeitos do dleo essencial de tomilho sobre os atributos de qualidade dos
cachos de uva, demonstrou ndo haver alterac6es significativas sobre solidos sollveis, ratio,
perda de massa, incidéncia de podriddes naturais, degrana, aparéncia da raquis (Tabelas 1-4).
Porém notou-se diferenca na acidez titulavel e na luminosidade da cor externa da casca.

Estudos demonstraram que 6leos essenciais podem prolongar a vida Util de uvas, sem
impactar negativamente os atributos de qualidade (Tripathi et al. 2007; Abdollahi et al. 2012;
Geransayeh et al. 2012).

A qualidade das uvas decai drasticamente ap0s a sua colheita, apesar de ser um fruto nao-
climatérico, e ter a respiracdo baixa o processo de senescéncia é um fator normal e inevitavel,
mas que pode ser retardado (Chitarra & Chitarra, 2005).

Entre os atributos de qualidade avaliados, a perda de massa sofreu grande aumento ap6s
os cachos serem transferidos para 25 °C (Tabela 2). Possivelmente, devido a mudanca de
temperatura e umidade, os frutos perderam massa, devido ao aumento do déficit de pressao de
vapor. A perda de massa que esté associada a transpiracao e respira¢do, mecanismo natural dos
frutos, ndo obteve alteracdes significativas entre os tratamentos. Alguns trabalhos mostram
efeitos de reducdo da perda de massa com o uso de 6leos essenciais (De Oliveira et al. 2020;
Vilaplana et al. 2018).

Apesar de ndo constatar diferenca entre os tratamentos com uso de 6leos essenciais na
incidéncia de podriddes naturais, outros trabalhos mostram seus resultados positivos (Ardakani
& Mostofi, 2019; Bakhtiarizade & Souri, 2019).

A degrana, apos a transferéncia dos cachos para 25 °C, também aumentou para todos o0s
tratamentos, podendo indicar maior desidratacdo da raquis, fato confirmado pelo escurecimento
da raquis (Tabela 3). Dentro das condi¢cbes de armazenamento, o tratamento com Oleos
essenciais ndo afetou de forma negativa o escurecimento da raquis, ndo havendo diferengas
entre os tratamentos. Ardakani & Mostofi (2019) mostraram que o0 uso de Oleo essencial de
tomilho e uso de OE de tomilho com quitosana prolongou de forma positiva a coloracdo da
rdquis. Marandi et al. (2011) ndo observaram alteracdes com o uso de 6leo essencial de tomilho

no escurecimento da raquis.
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Para todas as condi¢des de armazenamento, cachos de uvas ‘Italia’ apresentaram teores
de sélidos sollveis abaixo de 14 °Brix (Tabela 1). A 25 °C, apesar da acidez titulavel aumentar
com a aplicacdo do 6leo essencial de tomilho e blend e isso reduzir o ratio (SS/AT), o balanco
recomendado foi mantido (acima de 20). Santos et al. (2012) observaram aumento da acidez
titulavel aos 6 dias em cachos de uva armazenados a 25 °C e tratados com 0leo essencial de
orégano e quitosana.

A luminosidade (L*) foi o pardmetro de cor de casca com alteracéo significativa quando
se utilizou o tratamento com blend, indicando mais brilho (Tabela 4), ndo sendo observado o
escurecimento da baga. Pedrotti et al. (2017) observaram os mesmos efeitos do 6leo essencial
de funcho em uvas, indicando um aspecto de brilho nas bagas.

Uma das preocupagdes pelo uso de Oleos essenciais em frutas pos-colheita esta
associada aos possiveis efeitos destes na alteracdo de caracteristicas sensoriais como odor e
sabor. Oleos essenciais possuem aromas diversos a depender da sua espécie, quimioativos e
concentrages testadas, podendo ou ndo ser perceptivel nos frutos. Estudos demonstram que o
uso de 6leos essenciais tanto associados a outros metodos de controle de doencas, na fase de
contato e por compostos volateis ndo foram perceptiveis quanto a analise sensorial de sabor
(Arrebola et al. 2010; Santos et al. 2012; Liu et al. 2016).

6. CONCLUSOES

1. Oleos essenciais de tomilho e capim-liméo, in vitro, apresentam atividade fungitoxica
por contato e por compostos volateis sobre B. cinerea e C. gloeosporioides.

2. O tratamento curativo com 6leo de tomilho (800 mg L™) e o blend (500 mg L de
tomilho + 100 mg L™ de capim-liméo) reduzem, significativamente, a severidade do
mofo cinzento em bagas individualizadas e inoculadas de uva ‘Italia’, mas ndo reduzem
0 desenvolvimento de C. gloeosporioides. Nao houve efeito protetivo dos 6leos
essenciais nas uvas contra os fitopatogenos.

3. Em cachos de uva ‘Italia’, a aplicacdo por spray do 6leo essencial de tomilho (800 mg
L) reduz, significativamente, a severidade do mofo cinzento somente em frutos
armazenados sob refrigeragéo (1 °C / 90%UR), e nédo altera os atributos de qualidade

dos cachos.
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1cm=3321mm

Anexo 1. Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio BDA, apds transferéncia dos discos de micélio
provenientes de BDA incorporado com 6leo essencial de capim-limédo (A) e de tomilho (B) a 0, 400 e 800 mg L
1, apds 4 dias a 25°C.

1cm = 20,60 mm

Anexo 2. Crescimento micelial de Colletrotrichum gloeosporioides, ap0s transferéncia dos discos de micélio

provenientes de BDA incorporado com 6leo essencial de tomilho a 0 e 800 mg L™, apés 32 dias a 25°C.
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1cm=33,33mm

Anexo 3. Sintomas do mofo cinzento em bagas de uva ‘Italia’ inoculadas com Botrytis cinerea e tratadas com OE

tomilho (A) e capim-lim&o (B); ap6s 9 dias de armazenamento a 25 + 2 °C/75 + 5% UR.

1cm=32,85mm

Anexo 4. Sintomas da podriddo da uva madura em bagas de uva de mesa ‘Italia’ inoculadas com Colletotrichum

gloeosporioides e tratadas com OE tomilho (A) e capim-liméo (B); ap6s 8 dias a 25 + 2 °C/75 + 5% UR.
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Anexo 5 — Teste de fitotoxicidade

Material e métodos

Teste de fitotoxicidade dos OE’s sobre cachos de uvas ‘Italia’

Com o objetivo de avaliar se as concentracfes mais elevadas dos dleos essenciais
poderiam causar fitotoxicidade a cor de bagas de uva ‘Italia’, preparou-se um spray variando
de 600 a 1000 mg L do 6leo de capim e de tomilho e mais um blend contendo uma mistura de
400 mg L de cada 6leo. Foram realizadas as leituras de cor em dois cachos, utilizando-se
colorimetro Minolta, sistema CIELab, representando L a luminosidade (0= preto e
100=branco), a* e b* a cromaticidade (-a= verde e +a= vermelho; -b=azul e +b=amarelo), em
10 bagas por cacho maior e 5 bagas do cacho menor, totalizando 15 bagas e utilizando-se uma
média das 2 leituras da regido equatorial das bagas. Os resultados foram apresentados em
Luminosidade (L*), Chroma (C) e Angulo Hue (°H).

Resultados
Teste de fitotoxicidade dos OE’s sobre cachos de uvas ‘Italia’

N&o foi constatado efeito sobre os parametros de cor para o 6leo essencial de capim-
limdo (Anexo 5a.). Constatou-se ndao haver diferenca nos parametros de cor ap6s aplicacdo do
6leo essencial de tomilho até 800 mg L™; a 1000 mg L, o OE reduziu o angulo Hue Angle
(H°) quando comparado a testemunha (Anexo 5b.). O blend ndo interferiu em nenhum dos

aspectos relacionados aos parametros de cor (Anexo 5c.).

Anexo 5a- Cor da casca expressa em Luminosidade (L *), Chroma (C) e Hue Angle em bagas
de uvas 'ltalia’ tratadas com spray de 6leo essencial de capim-liméo a 0, 600, 800, 1000 mg L

! e armazenadas em BOD a 25°C por cinco dias.

Tratamentos Luminosidade (L)* Chroma (C)*  Hue Angle (H°)*
0 39.53 a 9.49 ab 160.41 a
600 39.32a 8.59b 152.17 a
800 39.72 a 9.73 a 159.99 a
1000 39.56 a 9.59 ab 150.02 a
CV % 3.77 11.18 11.93

Média de 15 repeticdes. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente

entre si (Tukey p<0,05).
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Anexo 5b- Cor da casca expressa em Luminosidade (L *), Chroma (C) e Hue Angle em bagas
de uvas 'ltalia’ tratadas com spray de dleo essencial de tomilho a 0, 600, 800, 1000 mg L%, e
armazenadas em BOD a 25°C por cinco dias.

Tratamentos Luminosidade (L)* Chroma (C)* Hue Angle (H°)*
0 39.53 a 9.49a 160.41 a
600 40.32 a 9.84a 158.3 ab
800 41.08 a 10.51 a 157.71 ab
1000 40.72 a 9.82a 157.11b
CV % 4.4 16.09 1.85

Média de 15 repeti¢bes. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente

entre si (Tukey p<0,05).

Anexo 5c¢- Cor da casca expressa em Luminosidade (L *), Chroma (C) e Hue Angle em bagas
de uvas 'ltalia’ tratadas com spray de 6leo essencial (OE) com blend de capim-limao e tomilho

a0, 400 mg L de cada OE, e armazenadas em BOD a 25°C por cinco dias.

Tratamentos Luminosidade (L)* Chroma (C)* Hue Angle (H°)*
0 39.53 a 9.49a 160.41 a
Blend 39.99 a 9.15a 148.6 a
CV % 2.58 16.52 18.29

Meédia de 15 repeticOes. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si (Tukey p<0,05).
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