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RESUMO 
 

Efeito dos extratos do albedo de Citrus sinensis, Lentinula edodes, Agaricus 
blazei e dos compostos orgânicos voláteis produzidos por Saccharomyces 

cerevisiae no controle da mancha preta dos citros 
 

A mancha preta dos citros é uma doença que limita a exportação de laranja 
brasileira para os países da Europa. Exceto para Citrus aurantium e seus híbridos, 
todas as outras variedades são susceptíveis ao patógeno.  Com isso existe um grande 
interesse para que esta doença não ocorra, uma vez que é considerada uma doença 
quarentenária A1. Problemas associados à aquisição de resistência e a percepção do 
público em geral sobre o impacto potencial das práticas tradicionais de controle sobre a 
saúde e meio ambiente levaram a uma crescente demanda por produtos livres de 
resíduos químicos. Em vista disso, este trabalho verificou o efeito dos extratos aquosos 
do albedo de C. sinensis, L. edodes, A. blazei e da suspensão de S. cerevisiae no 
controle da mancha preta dos citros quando associados a refrigeração. Os frutos de C. 
sinensis var. Valência, após serem tratados pelos extratos, permaneceram durante 21 
dias a 3 ºC e posteriormente 4 dias a 25 ºC, foram realizadas cinco avaliações ao longo 
do experimento. Neste trabalho, também verificou-se a eficiência dos compostos 
orgânicos voláteis produzidos por S. cerevisiae no controle da mancha preta dos citros 
quando aplicados em pós-colheita. A linhagem CR-1 da levedura S. cerevisiae foi 
colocada para crescer em placas de poliestireno contendo meio de batata-dextrose-
ágar e colocada em recipientes de vidro de 3 L fechados, junto com frutos de C. 
sinensis var. Valência apresentando sintomas de mancha preta dos citros. E por fim, 
verificou-se a eficiência de diferentes compostos orgânicos identificados a partir da S. 
cerevisiae, obtidos a partir de produtos disponíveis comercialmente, que foram 
utilizados para verificar o crescimento micelial a germinação e a formação de apressório 
por G. citricarpa, e o controle da mancha preta dos citros em pós-colheita. Como 
resultado, os extratos aquosos do albedo de C. sinensis, L. edodes e A. blazei 
apresentaram potencial como agentes de controle sobre a mancha preta dos citros em 
frutos de laranja (C. sinensis var. Valência) associados a refrigeração, pois 
apresentaram inibição no aparecimento de novas lesões. Os compostos voláteis 
produzidos por S. cerevisiae inibiram a expressão de sintomas em frutos de C. sinensis 
var. Valência, quando tratados em pós-colheita, sendo que os compostos orgânicos 
voláteis, 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol apresentaram inibição sobre Guignardia 
citricarpa in vitro e atuaram como agentes de controle, inibindo o aparecimento de 
novas lesões em frutos de laranja Valência, apresentando sintomas de mancha preta, 
quando aplicados em pós-colheita. 
  
Palavras-chave: Mancha preta dos citros; Sacharomyces cerevisiae; Compostos 

voláteis  
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ABSTRACT 
 

Effect of albedo extracts of Citrus sinensis, Lentinula edodes, Agaricus blazei and 
volatile organic compounds produced by Saccharomyces cerevisiae in the control 

of citrus black spot 
 

The citrus black spot is a disease that restricts the export of Brazilian oranges to 
the countries in Europe. Except for Citrus aurantium and its hybrids, all other varieties 
are susceptible to the pathogen. Thus, there is great interest that this disease does not 
occur, since it is considered a quarantine A1 disease. Problems associated with the 
acquisition of fungal resistance and the perception of the general public about the 
potential impact of traditional control measures over the health and the environment led 
to a growing demand for products free of chemical residues. Thus, this study was 
carried out to investigate the effect of aqueous extracts of the albedo of C. sinensis, L. 
edodes, A. blazei and the suspension of S. cerevisiae cells in the control of citrus black 
spot when associated with cooling. The fruits of C. sinensis var. Valencia, after being 
treated with the extracts, were stored for 21 days at 3 º C and then 4 days at 25 ° C 
(there were five evaluations during the experiment). This work also verified the efficiency 
of volatile organic compounds produced by S. cerevisiae in the control of citrus black 
spot when applied in post-harvest. The CR-1 strain of yeast S. cerevisiae was put to 
grow inside polystyrene plates containing potato-dextrose-agar medium. The plates 
were placed in closed glass containers of 3 L, along with fruits of C. sinensis var. 
Valencia showing symptoms of citrus black spot. Finally, it was verified the effect of 
different organic compounds, identified from the S. cerevisiae and obtained from 
commercially available products, on in vitro mycelial growth, germination and 
appressorium formation by G. citricarpa and on the in vivo control of citrus black spot 
under post-harvest conditions. The results showed that the aqueous extracts of the 
albedo of C. sinensis, L. edodes and A. blazei exhibit potential to control the black spot 
in orange (C. sinensis var. Valencia) associated with cooling, since they inhibited the 
appearance of new lesions. The volatile compounds produced by S. cerevisiae inhibited 
the expression of symptoms in fruits of C. sinensis var. Valencia, when treated in post-
harvest. On the other hand, the microbial volatile organic compounds, 2-methyl-1-
butanol and 3-methyl-1-butanol inhibited the growth of Guignardia citricarpa in vitro and 
acted as control agents by inhibiting the appearance of new lesions of black spot in fruits 
of Valencia orange when applied in post-harvest. 
 
Keywords: Citrus black spot; Sacharomyces cerevisiae;  Volatile compounds 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A citricultura constitui importante segmento na estrutura sócio-econômica do 

Brasil, podendo ser caracterizada como uma das mais típicas atividades agro-industriais 

do país. O Brasil assumiu nas últimas décadas a liderança mundial de produção de 

laranjas, tendo produzido na safra 2007/08, aproximadamente 15,9 millhões de 

toneladas seguido pelos EUA, com aproximadamente 9,2 milhões de toneladas 

(AGRIANUAL, 2009). No Brasil, o estado de São Paulo se destaca como o maior 

produtor nacional, com aproximadamente 87,44% da produção total do país 

(AGRIANUAL, 2009). Entre os principais grupos de frutas no mundo, os citros ocupam o 

primeiro lugar em volume de produção, com aproximadamente 105,4 milhões de 

toneladas seguidos pelas culturas de banana, uva e maçã (FAO, 2009).  De acordo com 

Souza (2001), além do suco e dos frutos in natura, são comercializados subprodutos da 

laranja obtidos durante o processo de industrialização, como farelo, células congeladas, 

óleos essenciais e líquidos aromáticos. Estes produtos são usados como solvente 

industrial, componentes aromáticos, na obtenção de sabores artificiais, na indústria 

farmacêutica e alimentícia e na fabricação de adesivos. Entretanto, a citricultura vem 

sendo constantemente ameaçada por graves problemas fitossanitários, sendo que entre 

as diversas doenças que atacam os citros destaca-se a mancha preta dos citros. 

A União Européia considera como doenças quarentenárias A1 (aquelas que não 

estão presentes em nenhuma área dos países membros) para os frutos cítricos, a 

mancha preta dos citros, causada por Guignardia citricarpa. São considerados frutos 

com mancha preta, apenas os que apresentarem sintomas. Portanto, um trabalho 

adequado de escolha no packing-house faz com que nossas frutas não tenham 

problemas para a importação para aqueles países. Entretanto, as laranjas podem 

expressar sintomas na pós-colheita, por exemplo, durante o período de transporte (ex-

packing-house). Caso seja detectado apenas um fruto com um único sintoma desta 

doença na inspeção no porto de destino, todo o lote é rechaçado.  

Problemas associados à aquisição de resistência e a percepção do público em 

geral sobre o impacto potencial das práticas tradicionais de controle sobre a saúde e 

meio ambiente levaram a uma crescente demanda por produtos livres de resíduos 
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químicos (GULLINO; KUIJPERS, 1994). Desta forma, agricultores e pesquisadores 

começaram a considerar o uso de métodos alternativos no combate de doenças 

(PUNJA; UTKHEDE, 2003).  

A utilização de microrganismos antagônicos na pós-colheita pode interromper 

algum estágio da doença ou do ciclo de vida do fitopatógeno. Isso pode ocorrer através 

de parasitismo, competição por espaço e nutrientes, produção de enzimas hidrolíticas 

(PUNJA; UTKHEDE, 2003), compostos antibióticos voláteis (STROBEL, 2006) e não 

voláteis (VINALE et al., 2006). Foi verificado em trabalho prévio que a linhagem CR-1 

de Saccharomyces cerevisiae, isolada de processos fermentativos para a produção de 

etanol, apresentou capacidade antagônica in vitro contra G. citricarpa (FIALHO, 2004) e 

que os extratos aquosos do albedo de Citrus sinensis, Agaricus blazei e Lentinula 

edodes ocasionaram a diminuição do aparecimento de novas lesões em frutos 

apresentando sintomas de mancha preta dos citros, quando aplicados em pós-colheita 

(TOFFANO, 2005). 

Devido aos prejuízos causados pela mancha preta dos citros, maior interesse por 

métodos alternativos de controle e da necessidade de uma maior compreensão sobre 

os mecanismos envolvidos nas interações mediadas por diferentes compostos 

produzidos por microrganismos, o presente trabalho teve como objetivos verificar o 

efeito dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis, A. blazei e L. edodes no controle 

da mancha preta dos citros quando associados a refrigeração e identificar os 

compostos orgânicos voláteis produzidos por S. cerevisiae e elucidar alguns dos 

mecanismos de ação atuantes no processo inibitório de G. citricarpa in vivo e in vitro. 
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2 DESENVOLVIMENTO 
 
2.1 Revisão Bibliográfica 
 
2.1.1 Mancha preta dos citros 
 
2.1.1.1 Ocorrência 
 

A mancha preta dos citros, tendo o fungo G. citricarpa como agente causal, foi 

constatada pela primeira vez na Austrália, no ano de 1895, e posteriormente em 1929 

na África do Sul (KIELY, 1948; DOIDGE, 1929). Como consequencia, ocorreram 

prejuízos causando queda na produção citrícola desses países (KLOTZ, 1978). Além 

destes países, sua ocorrência também já foi relatada na China, Filipinas, Indonésia, 

Japão, Hong Kong e Taiwan, na Ásia; Swazilândia, Quênia, Nigéria, Zimbabwe, 

Rodésia e Moçambique, na África; e Argentina, Peru, Uruguai, Venezuela e Brasil, na 

América do Sul (KOTZÉ, 1988; FEICHTENBERGER, 1996; TIMMER et al., 2000; 

FEICHTENBERGER et al., 2005). No Brasil, a primeira constatação ocorreu no 

município de Piracicaba em 1940 (AVERNA-SACCÁ, 1940), sem, no entanto, ter sido 

mencionada a sua importância em termos de perdas.  Na década de 80, a doença foi 

relatada no Estado do Rio de Janeiro (baixada fluminense), causando perdas 

consideráveis em "Tangerina Rio" (ROBBS, 1990) e, atualmente, também tem ocorrido 

em frutos de laranjas 'Lima', 'Seleta', 'Folha Murcha', 'Natal', 'Pêra' e ‘Valência' (GÓES 

et al.,1990). Em 1986, foi encontrada no Estado do Rio Grande do Sul (Vale da Cal), 

causando sérios prejuízos para a citricultura daquela região (GÓES et al., 1988; GÓES 

et al., 1991). Em 1992, novas constatações do fungo foram feitas no Estado de São 

Paulo, causando severos prejuízos em pomares localizados na região dos municípios 

de Conchal e Mogi-Guaçu (GÓES; FEICHTENBERGER, 1993). Em Minas Gerais, a 

presença da doença foi confirmada em 2001, na região de Guaxupé, afetando 

laranjeiras doces. No Espírito Santo a doença foi relatada no sul do Estado em 2002 

(COSTA et al., 2003).  
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2.1.1.2 Sintomatologia  
 

O patógeno Guignardia citricarpa por ser específico de citros (Baayen et al., 

2002), causa lesões em ramos, folhas e frutos. Entretanto, os sintomas em laranjeiras 

doces são visíveis e problemáticos apenas em frutos. As lesões ficam limitadas ao 

flavedo (CARDOSO FILHO, 2003), depreciando os frutos para a comercialização no 

mercado interno de fruta fresca e restringindo as exportações para a União Européia, 

maior importador dos frutos cítricos brasileiros. A mancha preta dos citros não modifica 

as qualidades internas dos frutos (FAGAN E GÓES, 2000), podendo estes serem 

utilizados na produção de suco cítrico concentrado (TIMMER et al., 2000).  

No início, apenas quatro diferentes sintomas associados à mancha preta dos 

citros foram descritos: mancha dura, falsa melanose, mancha sardenta e mancha 

virulenta (TIMMER et al., 2000). Porém, no Brasil, já foram relatados seis diferentes 

sintomas em frutos relacionados à mancha preta dos citros, sendo eles: Mancha dura – 

a mais comum e típica lesão. Geralmente começa a aparecer no período que inicia a 

mudança da coloração dos frutos. As lesões apresentam o centro necrótico deprimido, 

marrom claro, e as bordas salientes, marrom-escuras. Em frutos mais esverdeados a 

lesão é circundada por um halo amarelado. Em frutos mais maduros a lesão é 

circundada por um halo esverdeado. Uma característica típica dessa lesão é a presença 

de pontos negros em seu interior, que se constituem nos corpos de frutificação do 

fungo, os picnídios; Falsa melanose – são manchas escuras e pequenas, dispersas ou 

agregadas nos frutos, que normalmente aparecem com estes ainda verdes. Este 

sintoma pode ser confundido com os de outra doença fúngica, a melanose (Diaporthe 

citri). Entretanto, nesta última, as lesões são ásperas quando comparadas às da falsa 

melanose; Mancha sardenta – pequenas lesões deprimidas e avermelhadas que 

geralmente ocorrem no período de maturação dos frutos e na pós-colheita; Mancha 

rendilhada – são lesões superficiais que atingem grandes áreas dos frutos, quando 

estes ainda apresentam-se verdes. Estas lesões não apresentam corpos de frutificação; 

Mancha trincada – a expressão dos sintomas está associada à presença do ácaro da 

falsa ferrugem (Phyllocoptruta oleivora). As lesões são arredondadas, ocorrendo em 

frutos ainda verdes. Com a maturação dos frutos as lesões apresentam trincas em sua 
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superfície, não apresentando corpos de frutificação; Mancha virulenta – este sintoma 

caracteriza-se por ser a coalescência das lesões dos diferentes tipos de sintomas, 

atingindo, portanto, grandes áreas da superfície dos frutos (FUNDECITRUS, 2003; 

SPÓSITO 2003). 

 
2.1.1.3 Etiologia 
 

A mancha preta dos citros é causada pelo fungo Guignardia citricarpa Kiely, cuja 

forma anamórfica corresponde a Phyllosticta citricarpa (Mc Alp.). A forma imperfeita do 

fungo foi inicialmente descrita como Phoma citricarpa Mc Alpine. Pseudotécios são 

encontrados apenas em folhas de citros caídas em decomposição no solo. Os 

pseudotécios são isolados ou agregados, globosos, imersos, de coloração castanho-

escuro a preta, com 95-125 µm de diâmetro, ostíolo não papilado, circular, com 10-17,5 

µm de diâmetro e pseudoparáfises ausentes. Os ascos são cilíndrico-clavados (40-64 x 

12-15 µm), de parede bitunicada, contendo oito ascósporos unicelulares, hialinos, 

multigutulados, cilíndricos com o centro dilatado (12,5-16 x 4,5-6,5 µm) e apêndices 

hialinos nas duas extremidades obtusas (BALDASSARI et al., 2001). 

A fase assexual, representada por P. citricarpa, produz picnídios em lesões nos 

ramos, frutos e folhas e em folhas em decomposição. Os picnídios são solitários, às 

vezes agregados, globosos, com 115-190 µm de diâmetro, coloração marrom escura 

para preta, ostíolo levemente papilado, circular e com 12-14,5 µm de diâmetro. Os 

conídios possuem formato obovóide para elíptico, hialinos, unicelulares, multigutulados, 

com um apêndice hialino em uma das extremidades, base truncada e medem 8-10,5 x 

5,5-7 µm. O conidióforo é cilíndrico e alongado com 9 µm de comprimento 

(BALDASSARI et al., 2001; SUTTON E WATERSON, 1966).  

Dos isolamentos realizados de lesões de frutos e folhas obtém-se colônias 

negras de bordos lobulados, de aspecto granuloso. Devido ao desenvolvimento de 

picnídios nestes cultivos, é comum que se desenvolva simultaneamente o estado 

espermácio deste fungo que corresponde ao gênero Leptodothiorella. Neste estado são 

produzidas espermácias baciliformes, que são células especializadas, masculinas, 



 

 

20

 

unicelulares e participam da reprodução sexual, da qual origina-se os ascomas ou 

pseudotécios do estado teleomórfico (ALCOBA et al., 2000). 

 

2.1.1.4 Medidas de controle 
 

Atualmente, no controle convencional da mancha preta dos citros, são 

empregadas medidas de controle que devem levar em consideração o período de 

suscetibilidade dos frutos, as fontes de inóculo do fungo e as condições ambientais. 

Sabendo-se que os frutos são suscetíveis até cerca de cinco meses após a queda das 

pétalas das flores. As principais medidas de controle incluem:  

 - utilizar mudas livres da doença nos plantios e replantios, principalmente em locais 

onde a doença não foi ainda constatada; 

 - em áreas onde a ocorrência da doença é recente, remover e queimar os órgãos 

infectados das plantas durante o outono-inverno, antes do início do florescimento das 

plantas, para reduzir as fontes de inóculo; 

 - controlar o mato das linhas de plantio com herbicidas pós-emergentes, e o mato das 

ruas com roçadeiras, de modo a produzir cobertura morta sobre as folhas caídas ao 

solo na área de projeção da copa das plantas, antes do início do florescimento destas, 

para reduzir a produção e a dispersão de esporos do fungo nas folhas em 

decomposição sobre a superfície do solo;  

 - eliminar plantas em estado de depauperamento avançado do pomar; 

 - manter as plantas em boas condições de nutrição e sanidade; 

 - pulverizar as plantas com fungicidas para a proteção dos frutos durante o seu período 

de maior suscetibilidade. Fungicidas dos grupos benzimidazóis (carbendazim e 

tiofanato metílico), estrobilurinas (pyraclostrobin, azoxystrobin e trifloxystrobin), 

ditiocarbamatos (mancozeb e propineb) e produtos à base de cobre (oxicloreto de 

cobre, hidróxido de cobre, óxido cuproso e sulftato de cobre na forma de calda 

bordalesa) estão registrados e são usados com sucesso no controle da doença. O 
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controle deve ser iniciado logo após a queda das pétalas das flores e o número de 

aplicações pode variar em função do histórico da doença na área, das condições 

climáticas prevalecentes durante o período de desenvolvimento do fruto, da 

suscetibilidade do hospedeiro, e do nível de controle requerido. Em pomares para 

exportação ou para o mercado interno de frutas frescas, os produtos à base de cobre 

em mistura com óleo podem ser usados somente nas primeiras pulverizações. A 

restrição ao uso desses fungicidas nas pulverizações subsequentes deve-se ao fato dos 

mesmos poderem provocar fitotoxicidade aos frutos, e também por eles tornarem mais 

evidentes manchas, lesões e injúrias provocadas por outras causas, bióticas ou 

abióticas. Nas demais pulverizações, recomenda-se utilizar benzimidazóis ou 

estrobilurinas misturadas com óleo emulsionável. (CALAVAN, 1960; GÓES et al., 1990; 

KOTZÉ,1981, 1996; PRATES; NOGUEIRA, 1996; FEICHTENBERGER et al., 2005). 

 

2.1.2 Agentes utilizados no controle da mancha preta dos citros 
  
2.1.2.1 Lentinula edodes 
 

 O interesse pelo cultivo e consumo do cogumelo Shiitake, como é conhecido o L. 

edodes, é atribuído às suas qualidades gastronômicas, nutricionais e medicinais, 

tornando-o atualmente o segundo cogumelo mais consumido no mundo (SAN 

ANTONIO, 1981; PRZYBYLOWICZ E DONOGHUE, 2007). É conhecido há 

aproximadamente 1.000 anos nos países asiáticos (SINGER, 1961; PRZYBYLOWICZ E 

DONOGHUE, 2007). 

 Trabalhos de grande importância relacionam compostos de ação antiviral 

produzidos pelo fungo. O complexo lignina-proteína-carboidratos, EP3, apresentou  

atividade contra o vírus da imunodeficiência humana (Human immunodeficiency vírus - 

HIV), sendo a lignina solubilizada em água o princípio ativo presente no composto 

(SUZUKI et al., 1990). Lentinana usada em combinação com azidotimidina (AZT) 

suprimiram a expressão superficial do HIV sobre células-T em maior intensidade do que 

o AZT sozinho. LEM também é útil no tratamento da AIDS, inibindo a infecção do HIV 
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em células-T humanas cultivadas e potencializando o efeito do AZT contra replicação 

viral in vitro (TOCHIKURA et al., 1988).  

Em vista deste iteresse pelo cogumelo e pelos resultados na medicina, mais 

estudos que mencionam o uso do L. edodes com ação sobre vírus, bactérias e fungos 

patogênicos a animais e plantas foram desenvolvidos. Pacumbaba; Beyl; Pacumbaba, 

(1999) demonstraram que o exsudato de L. edodes inibiu significativamente o 

crescimento de todas as espécies de bactérias fitopatogênicas testadas, incluindo P. 

syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci, Xanthomonas campestris pv. glycines, 

Erwinia amylovora, X. campestris pv. campestris, Ralstonia solanacearum e 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, além do crescimento de bactérias 

que afetam alimentos e animais, como B. cereus, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.  

Em relação a fitopatologia, os extratos obtidos a partir da massa micelial de L. 

edodes, dependendo da concentração utilizada, inibiram o desenvolvimento in vitro dos 

fungos Helminthosporium sp. e Fusarium solani, agentes causais da helmintosporiose 

do trigo e da síndrome da morte súbita em soja, respectivamente (SASAKI, 1997), bem 

como de Phomopsis sojae, agente causal da seca das hastes e das vagens em soja. 

Piccinin (2000) mostrou também que o filtrado obtido a partir da massa micelial de L. 

edodes, bem como os filtrados obtidos a partir do píleo e da estipe do cogumelo, 

reduziram significativamente o crescimento micelial de Exserohilum turcicum e 

Colletotrichum sublineolum a partir da concentração de 10.000 μg/mL  de filtrado no 

meio de cultivo. A 20.000 μg/mL os filtrados reduziram a esporulação dos patógenos. Di 

Piero e Pacholati (2004b) demonstraram que o extrato aquoso do basidiocarpo reduziu 

a severidade da antracnose (Colletotrichum lagenarium)  em plantas de pepino nas 

condições de casa de vegetação. Toffano (2005) demonstrou que o extrato aquoso 

diminuiu o aparecimento de novas lesões de mancha preta dos citros em frutos de 

laranja Valência quando tratados em pós-colheita. 

 Compostos antivirais também são produzidos por L. edodes. Uma fração protéica 

isolada de cogumelo shiitake, denominada FBP (Fruiting Body Protein), previne a 

infecção de plantas contra TMV (PRZYBYLOWICZ E DONOGHUE, 2007). Di Piero 

(2003) observou que a mistura dos extratos aquosos de basidiocarpos dos isolados LE 
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96/17 e LE 96/22 de L. edodes à suspensão viral de Passion fruit woodiness virus 

(PWV) inibiu a infectividade do vírus em folhas de Chenopodium quinoa.  

 
2.1.2.2 Agaricus blazei 

 

O cogumelo-da-vida (Agaricus blazei) é nativo do Brasil, sendo encontrado 

naturalmente na região sudoeste do Estado de São Paulo (PASCHOLATI; 

STANGARLIN; PICCININ, 1998). Segundo Mizuno et al. (1990), o basidiocarpo de A. 

blazei apresenta 40 a 45 % de proteínas, 38 a 45 % de carboidratos, 6 a 8 % de fibras, 

5 a 7 % de minerais e 3 a 5 % de gorduras, baseado em matéria seca. 

Além das propriedades nutricionais, o cogumelo é utilizado por milhares de 

pessoas para a prevenção do câncer ou como um adjuvante no tratamento com drogas 

quimioterápicas, após a remoção de um tumor maligno (TAKAKU; KIMURA; OKUDA, 

2001). Kawagishi et al. (1990) obtiveram um complexo glucano-protéico, com alto 

conteúdo dos aminoácidos leucina e alanina, apresentando atividade antitumoral. O 

efeito, caracterizado pela inibição do crescimento de um sarcoma-180 implantado em 

camundongos, ocorreu provavelmente devido às propriedades imuno-regulatórias do 

complexo. Mizuno et al. (1990) constataram efeito similar por polissacarídeos obtidos a 

partir do extrato aquoso do basidiocarpo, destacando-se o complexo 1,6- e 1,4-α-

glucana e o complexo 1,6- e 1,3-β-glucana como componentes principais de diferentes 

polissacarídeos. 

Estudos apontaram para uma possível substância constituída de polissacarídeos 

de ligação β-glicosídica associada a determinadas proteínas e denominada de 

complexo glucanoprotéico, que possui uma forte atividade antitumoral (WASSER; 

WEIS, 1999). Embora possua moléculas com atividade biológica já demonstrada sobre 

tecidos animais, as pesquisas envolvendo o cogumelo-da-vida e o seu possível uso 

fitopatológico estão apenas no início em se tratando de agricultura. Em vista disso, Di 

Piero e Pascholati (2004b) demonstraram que o extrato aquoso inibiu em média 50% a 

severidade da antracnose (C. lagenarium) em plantas de pepino em condições de casa 

de vegetação. Além disso, também diminuiu a severidade da mancha bacteriana 

(Xanthomonas vesicatoria) em plantas de tomate (DI PIERO; PACHOLATI, 2004a). 
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Toffano (2005) demonstrou que o extrato aquoso diminuiu o aparecimento de novas 

lesões de mancha preta dos citros em frutos de laranja Valência quando tratados em 

pós-colheita. 

 

2.1.2.3 Albedo de Citrus sinensis var. Valência  
 
   A utilização de resíduos da indústria alimentícia apresenta oportunidades de 

redução da poluição ambiental, geração de emprego e de agregação de valor, oferece 

diversas possibilidades de uso em diferentes ramos da indústria, desde que este 

material apresente características físico, químicas e tecnológicas favoráveis aos 

processos. Na industria de processamento de frutas, estes resíduos são gerados em 

grande quantidade e são subutilizados muitas vezes, para alimentação animal e como 

fertilizantes (THEBAUBIN et al., 1997; GRIGELMO-MIGUEL; MARTIN-BELLOSO, 1999; 

SANTANA, 2005).  

Na indústria citrícola, o albedo é considerado um subproduto. Assim, a 

disponibilidade para a utilização seria interessante, pois a industria citrícola, voltada 

para a produção de suco concentrado, disponibiliza aproximadamente seis toneladas do 

subproduto por ano. 

O albedo faz parte da composição da casca dos frutos cítricos, conhecido como 

mesocarpo. Assim, a casca de um fruto de laranja é composta pelo flavedo que é a 

camada externa, a qual é o epicarpo, e pelo albedo que é a camada interna da casca. O 

albedo é constituido por um tecido esponjoso de coloração branca, onde podem ser 

encontrados os carbohidratos solúveis, aminoácidos, flavonóides e pectinas. Enquanto 

que no flavedo, constituído pela epiderme e por uma camada de células glandulares de 

óleo, podem ser encontrados os carotenóides, vitaminass e óleos essencias.  

Na interação do albedo com microrganismos o uso do extrato de albedo e 

flavedo na inibição do crescimento micelial de Phomopsis citri foi relatado por El-Tobshy 

e Sinclair (1964). Murdoch e Allen (1960 citado em BRODRICK, 1971) relataram que o 

limoneno obtido da casca de laranja, em concentrações variando de 0,02 a 0,1 %, foi 

tóxico ao fungo Zygosaccharomyces spp. Em 1971, Brodrick também relatou o 

potencial do limoneno, extraído do albedo e do flavedo de laranja para o controle de G. 
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citricarpa (forma anamórfica P. citricarpa), comprovando o efeito antifúngico deste 

composto. 
Cardoso Filho (2003) demonstrou que o flavedo de Citrus sinensis var. Pêra é 

promissor no controle de G. citricarpa, pois os resultados in vitro evidenciaram um 

atraso no crescimento micelial e na esporulação do patógeno, quando comparados com 

o controle. Através destes trabalhos, o autor demonstrou que extratos de origem vegetal  

exibem um grande potencial como agentes antimicrobianos.  

Em trabalho realizado por Toffano (2005), foi verificado que o extrato aquoso do 

albedo de laranja Valência inibiu a expressão dos sintomas de mancha preta em frutos 

de C. sinensis var. Valência. Assim, esta parte do trabalho na presente tese, tem como 

interesse dar continuidade no processo de uso do albedo, em pós colheita, porém 

associado a baixa temperatura, simulando o período de transporte dos frutos do Brasil 

até a Europa.  

 

2.1.2.4  Saccharomyces cerevisiae  

 
As leveduras (pertencentes ao grupo dos fungos) são organismos eucarióticos 

unicelulares que existem no solo, ar, plantas, frutos e alimentos. A espécie mais comum 

é a Saccharomyces cerevisiae, com tamanho médio de 5 µm, conhecida vulgarmente 

como levedura de padeiro ou da cerveja. Encontra-se no centro da Biotecnologia 

tradicional pelo seu papel milenar na produção de pão, vinho e cerveja, devido à sua 

capacidade de produzir álcool (principalmente o etanol, presente em bebidas 

fermentadas) e dióxido de carbono (que permite a expansão da massa do pão) a partir 

de açúcares.  Devido a essa capacidade de produzir álcool, a levedura possui alta 

eficiência na produção de etanol, portanto, tal característica permite inibir o crescimento 

de organismos competidores. Além disso, são os mais tolerantes ao etanol dentre os 

conhecidos na natureza, podendo desenvolver-se em meios contendo até 14-16% (v/v) 

de etanol. Possui rápido crescimento, metabolização eficiente de açúcares, tolerância a 

baixos níveis de oxigênio e grandes variações de temperatura, osmotolerância e 

atividade celular em ambientes ácidos. Essas características são fundamentais para a 
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sua utilização industrial e para a sua alta competividade contra outros microrganismos 

(PISKUR et al., 2006; ANDRIETTA et al., 2007).  

O uso de leveduras no controle foliar e doenças de pós-colheita deve-se ao fato 

destes organismos serem os maiores componentes da comunidade microbiana na 

superfície de folhas, frutos e vegetais (WILSON; WISNIEWSKI, 1989). Elas são agentes 

de controle potencialmente mais efetivos, pois são fenotipicamente mais adaptadas a 

esses nichos e são hábeis na colonização e competição por espaço e nutrientes 

(McLAUGHLIN et al., 1990; FILONOW, 1998).  

Pesquisas envolvendo o uso de S. cerevisiae como agente de controle de 

doenças em plantas como milho, sorgo, eucalipto e maracujazeiro contra fitopatógenos 

vem há vários anos, sendo realizadas no Laboratório de Fisiologia e Bioquímica 

Fitopatológica - Esalq/USP (PASCHOLATI; 1998; SILVA; PASCHOLATI, 1992; 

STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994). Wulff e Pascholati (1999) verificaram que 

eliciadores glicoprotéicos, obtidos da levedura S. cerevisiae, estimularam o acúmulo de 

fitoalexinas em mesocótilos de sorgo. As frações ativas foram resistentes a 

autoclavagem, solúveis em etanol 50% e ligaram-se a resina aniônica DEAE-Celulose. 

Por sua vez, o tratamento das frações com proteinase reduziu a atividade eliciadora.  

Labanca (2002) também verificou que um carboidrato, possivelmente manana e 

glucosamina, obtido da parede celular de S. cerevisiae, induziu resistência local em 

pepineiro contra C. lagenarium.  

Produtos comerciais à base de S. cerevisiae estão disponíveis no mercado como 

biofertilizante ou aditivo para a fermentação de silagem, e não estão registrados com a 

finalidade de controlar doenças em plantas. Entre estes, pode-se citar o Agro-Mos®, 

cujo princípio ativo é representado por mananoligossacarídeo fosforilado derivado da 

parede celular de S. cerevisiae e o ISR 2000®, o qual é composto por extratos da 

levedura e da planta Yucca schidigera. Esses produtos têm mostrado efeitos positivos 

no controle de doenças em videira, batata e tomate, quando utilizados em conjunto com 

fungicidas, possibilitando assim a redução do número de aplicações destes (DI PIERO 

et al., 2005). Porém, atualmente existem produtos comerciais a base de leveduras, mas 

não do gênero Saccharomyces spp, que foram desenvolvidos para o controle de 
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fitopatógenos como o Aspire® (Candida oleophila); Yield plus® e Shemer® 

(Metschnikowia fruticola). 

Fialho (2004) demonstrou que a linhagem CR-1 de S. cerevisiae, isolada de 

processos fermentativos para produção de álcool, apresentou capacidade antagônica in 

vitro contra G. citricarpa.  

 
2.1.3 Controle biológico 
  

O desafio para os produtores no controle de doenças tem aumentado cada vez 

mais com a demanda por produtos livres de resíduos químicos tóxicos e pela percepção 

do público em geral sobre o impacto potencial das práticas utilizadas no controle de 

doenças, como o uso de agrotóxicos, sobre a saúde dos seres humanos e sobre o meio 

ambiente. Tais pressões exercidas pela sociedade promoveram o estabelecimento de 

políticas governamentais que restringem a utilização de agrotóxicos (GULLINO E 

KUIJPERS, 1994; RAGSDALE E SISLER, 1994). Desta forma, agricultores e 

pesquisadores começaram a considerar o uso de métodos alternativos no combate a 

doenças (PUNJA E UTKHEDE, 2003). 

As plantas cultivadas podem ser consumidas frescas ou depois de processadas 

e podem ser produzidas através de métodos de produção convencional, orgânica ou 

ainda sob intenso manejo em condições ambientais controladas em casas de 

vegetação. No entanto, não são poupadas da destruição por fitopatógenos, os quais 

afetam raízes, caules, folhas, flores e frutos (PUNJA E UTKHEDE, 2003). 

O combate a doenças é altamente dependente de agrotóxicos, que são de modo 

geral, eficazes para o controle de pragas, mas apresentam, por vezes, conseqüências 

indesejáveis. Os agrotóxicos são apontados como substancias altamente prejudiciais, 

que se acumulam no organismo e são capazes de causar câncer e mutações genéticas 

em descendentes (LIMA et al., 2000).  

O controle alternativo no contexto da proteção de plantas contra fitopatógenos 

engloba o controle biológico e indução de resistência, e não inclui o controle químico 

clássico e o melhoramento genético de plantas para resistência a doenças. Alguns 

autores, no entanto, classificam a indução de resistência como um tipo de controle 
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biológico (PASCHOLATI, 1998). O controle biológico tem como premissa básica, 

manter a densidade populacional das espécies de pragas associadas à agricultura, em 

níveis economicamente e ecologicamente aceitáveis (LIMA et al., 2000). Em um 

conceito mais amplo, o controle biológico é definido segundo Baker e Cook (1974) 

como “a redução da densidade de inóculo ou das atividades determinantes da doença, 

esta provocada por um patógeno ou parasita nos seus estados de atividade ou 

dormência, por um ou mais organismos, realizada naturalmente ou através da 

manipulação do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introdução em massa de 

um ou mais antagonistas”. Posteriormente, Cook e Baker (1983) redefiniram o controle 

biológico como sendo “a redução da soma de inóculo ou das atividades determinantes 

da doença provocada por um patógeno, realizada por ou através de um ou mais 

organismos que não o homem”. 

No contexto particular deste estudo, o controle biológico de doenças de plantas 

pode ser definido simplesmente como “o controle de um microrganismo através de 

outros microrganismos”. 

Dentre os diversos produtos biológicos disponíveis no mercado, a grande fatia do 

mercado de biopesticidas (cerca de 80%) é representada por produtos à base da 

bactéria Bacillus thuringiensis no controle de insetos. Outros exemplos de 

microrganismos comercializados são a Agrobacterium radiobacter no controle da galha 

da coroa causada por A. tumefaciens, o vírus Baculovirus anticarsia contra a lagarta 

desfolhadora (Anticarsia gemmatalis) em soja, Colletotrichum gloeporioides f.sp. 

aeschynomene utilizado como bioherbicida em culturas de arroz e soja, Trichoderma 

harzianum no controle de Sclerotium rolfsii e a levedura Candida oleophila no controle 

de fitopatógenos em pós-colheita (NARDO E CAPALBO, 1998) 

 

2.1.4 Uso de voláteis na agricultura  
 

A agência norte americana de proteção ambiental (EPA) classifica diversos tipos 

de fungicidas sintéticos, utilizados no intuito de prevenir o desenvolvimento de doenças 

em plantas, como potencialmente carcinogênicos, e tóxicos para a vida selvagem e 

organismos não alvo. No entanto, causando restrições e limitações ao seu uso no 
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futuro. Um exemplo é o uso de brometo de metila, um composto biocida, na 

esterilização do solo e no controle de pestes em pós-colheita. Em virtude da sua alta 

toxicidade e efeito deletério sobre a camada de ozônio, o seu uso já não é mais 

tolerado. Isso torna o uso de produtos fungistáticos de origem natural uma alternativa 

atraente no intuito de substituir não apenas o brometo de metila, mas também outros 

fungicidas sintéticos (STROBEL et al. 2004). 

Existem poucos fungicidas e fungistáticos com uso permitido na pós-colheita, e 

os mesmos ficam restritos a apenas algumas poucas commodities. Essa limitação é 

decorrência do nível residual nos produtos tratados ser de forma geral mais elevado 

quando comparado ao tratamento em pré-colheita. Tal fato se deve primariamente ao 

curto período de tempo decorrido entre a aplicação e o consumo. Nas poucas 

circunstâncias em que fungicidas podem ser utilizados em pós-colheita, frutos ou 

vegetais são tratados através de aspersão, imersão ou ainda o fungicida pode ser 

aplicado associado à cera (STROBEL et al., 2004). A mistura contendo fungicida é 

recirculada diversas vezes elevando-se consideravelmente o nível de sujeiras, esporos 

fúngicos e outros materiais durante todo o processo. O processo de aplicação é caro, 

demanda muito tempo e interrompe o fluxo do produto no armazenamento (SONG et 

al., 2000). A aquisição de resistência por parte de fitopatógenos e os riscos à natureza e 

saúde humana inerente a utilização de fungicidas (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 

2008), contribuiu para a intensificação de pesquisas relacionadas a métodos 

alternativos de controle que eventualmente levaram ao registro de biofungicidas como o 

Aspire® e Biosave® para o uso na pós-colheita nos EUA (JANISIEWICZ; KORSTEN, 

2002). Leveduras e bactérias antagonistas são empregadas como biofungicidas 

primariamente para colonizar e proteger ferimentos presentes na superfície de frutos, 

resultando na exclusão ou inibição de fitopatógenos (JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002). 

No entanto, agentes de biocontrole geralmente tem a desvantagem de carecer de 

atividade curativa, e seu estabelecimento pode ser negativamente afetado pelo 

ambiente físico e químico do local a ser colonizado (MERCIER; WILSON, 1995; 

BROWN; DAVIS; CHAMBERS, 2000). 

O uso de compostos voláteis produzidos por microrganismos para o tratamento 

de frutos, ou mesmo a fumigação com misturas artificiais de voláteis, pode ser 
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vantajosa no intuito de inibir ou eliminar patógenos em áreas fechadas durante o 

transporte e armazenamento. Os fumigantes são ideais para o tratamento na fase de 

pós-colheita, visto ser um processo que minimiza a manipulação do produto. Além do 

dióxido de enxofre, há poucos fumigantes disponíveis para serem utilizados no controle 

de doenças na pós-colheita. Porém, esse gás não apresenta efetividade contra 

infecções pré-existentes (ADASKAVEG; FÖRSTER; SOMMER, 2002). Recentemente, 

tem-se verificado esforços no intuito de se descobrir fumigantes alternativos, como 

compostos naturais comumente reconhecidos como seguros. 

Métodos não residuais de controle excluem o uso de fumigantes ou atmosfera 

modificada, visto que nenhum deles é totalmente livre de resíduos. Entretanto, é 

consenso que o gás penetre e sofra sorção pelo produto, e então ao final do tratamento 

de exposição, o gás sofra completa desorção e pode ser completamente removido com 

a aeração. Portanto, a fumigação é uma alternativa viável ao uso de procedimentos de 

controle residuais (DONAHAYE, 2000). 

Pouco se sabe sobre o modo de ação de voláteis na inibição de microrganismos. 

É provável que os voláteis atuem na alteração da síntese de proteínas (HUMPHRIS et 

al., 2002) e atividade de enzimas específicas, como lacases e tirosinases. Ambas as 

enzimas são fenoloxidases que utilizam o oxigênio para oxidar compostos aromáticos e 

estão envolvidas na morfogênese de fungos (WHITE; BODDY, 1992; WHEATLEY, 

2002). O conhecimento dos mecanismos de ação atuantes é fundamental no intuito de 

melhorar a eficiência do controle, bem como no desenvolvimento de estratégias de 

controle. 

 

2.1.5  Medidas de controle pós-colheita em citros 
 

A partir dos anos setenta  problemas relacionados a resistência aos fungicidas 

sintéticos de fungos que ocorrem em frutos cítricos passou a ser considerado 

importante (HOUCK, 1977). Desde então, muitos estudos têm constatado que o 

fenômeno de resistência é uma das principais causas do fracasso de muitos 

tratamentos com fungicidas de pós-colheita. Existem vários que se referem, por sua 

importância econômica, a P. digitatum e P. italicum frente aos fungicidas do grupo dos 
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benzimidazóis, ortofenilfenato sódico e imazalil, e descrevem casos tanto de resistência 

simples como de resistência cruzada e múltipla (BROWN, 1982; ECKERT, 1990; BUS; 

BONGERS; RISSE, 1991) Porém, não existem estudos comprovando a resistência de 

G. citricarpa a fungicidas quando aplicados em pós-colheita, levando em consideração 

que a maior parte do controle para mancha preta dos citros se incia no campo. 

No Brasil e em outros países, o uso de fungicidas sistêmicos do grupo dos 

benzimidazóis em larga escala tem levado à seleção de linhagens fúngicas resistentes 

(GHINI E KIMATI, 2000). Além disso, em nossas condições, muitos produtos químicos 

testados e/ou suas misturas não possuem registro para uso em pós-colheita (AGROFIT, 

2009), o que agrava a situação para os produtos destinados à exportação, uma vez que 

existem diferenças entre as populações dos países consumidores em relação ao uso de 

determinados fungicidas, bem como na variação da dose mínima residual tolerada 

(ALMEIDA, 2002). Desta forma, de acordo com Henz (2002), como existe hoje em dia 

uma maior preocupação dos consumidores brasileiros e estrangeiros, principalmente 

por produtos sem resíduos químicos  tóxicos, microbiológicos ou com outros tipos de 

contaminação, inúmeros trabalhos estão sendo realizados buscando-se encontrar 

métodos de controle alternativo de fitopatógenos (FRANCO E BETTIOL, 2000; 

JANISIEWICZ, 1998; TEEWARI E NAYAK, 1991; ZAMBONELLI et al.,  1996).   

Existem vários fatores que podem contribuir para a ocorrência de doenças em 

pós-colheita, como uma colheita precipitada, mal programada, e a uma precária ou nula 

seleção dos frutos nas casas de embalagem (packing-house) (TUSET, 1987). No 

armazenamento, pode ocorrer disseminação e infecção de frutos sadios por contato 

com frutos doentes. Portanto, o manuseio cuidadoso de frutos durante as operações de 

colheita, transporte, processamento e armazenamento é prática recomendada.  

A alteração da temperatura do ambiente pelo uso de câmaras frias no 

armazenamento e containeres refrigerados no transporte dos frutos beneficiados é 

prática importante para a redução das doenças em pós-colheita. A temperatura utilizada 

para a conservação depende da variedade cítrica a ser armazenada. Em termos gerais, 

recomenda-se para pomelos, limões verdadeiros e limas temperaturas de 

armazenamento entre 10 e 12 ºC, para as tangerinas entre 5 e 7 ºC e para os diferentes 
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tipos de laranja doce entre 2 e 4 ºC, com umidade relativa do ambiente entre 90 e 95 % 

(BENATO; CIA; SOUZA, 2001). 

Outro fator que pode contribuir para a expressão dos sintomas de doenças pós-

colheita em citros, é o uso em concentrações elevadas de etileno no processo de 

desverdecimento (WHITESIDE; GARNSEY; TIMMER, 1993). O desverdecimento 

parece aumentar a suscetibilidade das frutas às podridões, particularmente quando a 

duração do tratamento é excessiva, a concentração de etileno empregada é muito alta 

e/ou a temperatura utilizada é demasiadamente elevada (MAZZUZ, 1996; PETRACEK; 

MONTALVO, 1997). A ocorrência de podridões durante e após o desverdecimento pode 

ser minimizada através da aplicação de fungicidas antes ou após o tratamento. Cohen 

(1983) indicou o tratamento com thiabendazole (500 mg/L), por imersão, antes do 

desverdecimento de tangerinas ‘Satsuma’ como forma de reduzir as podridões. 

Petracek e Montalvo (1997) comentaram que, para reduzir a incidência de fungos 

provocada pela exposição de tangerinas ao etileno, como C. gloeosporioides e Diplodia 

sp., os frutos devem ser retirados da câmara pouco antes de alcançarem o pleno 

desverdecimento. O armazenamento refrigerado das frutas após o desverdecimento 

também pode reduzir os problemas advindos do processo, considerando que um dos 

efeitos da frigoconservação é retardar o desenvolvimento de patógenos causadores de 

podridões (CHITARRA; CHITARRA, 1990). Os estudos de conservação pós-colheita de 

frutas cítricas desverdecidas é importante, pois pode determinar a durabilidade da fruta 

durante o transporte a longas distâncias, como no caso de exportação, e proporcionar o 

prolongamento do período de comercialização. 

Outra técnica importante a ser utilizadas na pós-colheita, é levar em conta as 

características típicas de cada variedade cítrica, a distância que será percorrida até o 

destino e a legislação vigente de cada país importador, quanto aos produtos e resíduos 

permitidos (MAZZUZ, 1996).  

O fornecimento de frutos saudáveis e utilizando menores quantidades de 

fungicidas são práticas que poderiam ser adotadas, as quais aumentariam o interesse 

pelo consumo de frutos. 
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3 OBJETIVOS 
 
 - Avaliar o potencial dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis, L. edodes,  A. 

blazei e da suspensão de S. cerevisiae como possíveis agentes de controle da mancha 

preta dos citros em frutos de laranja Valência, quando associados a baixa temperatura; 

 

 - Verificar o efeito dos compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae sobre G. 

citricarpa  em frutos de C. sinensis var. Valência em pós-colheita; 

 

 - Verificar o efeito dos compostos voláteis identificados a partir da levedura S. 

cerevisiae, disponíveis comercialmente, sobre G. citricarpa in vitro e em frutos de C. 

sinensis var. Valência em pós-colheita. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Potencial dos extratos do albedo de C. sinensis, L. edodes e A. blazei  no 
controle da mancha preta dos citros em frutos de laranja Valência quando 
associados a baixa temperatura 
 
4.1.1 Obtenção dos agentes  
 
4.1.1.1 Obtenção e preparo do extrato do L. edodes 

 

Os estudos foram realizados com um isolado de L. edodes, no caso o LE 96/22,  

o qual apresentou controle sobre G. citricarpa, em frutos de C. sinensis var. Valência 

quando tratados em pós-colheita (TOFFANO, 2005). O cogumelo (Shiitake) foi 

produzido no Departamento de Produção Vegetal (Módulo de Cogumelos), da 

Faculdade de Ciências Agrárias/ UNESP/ Botucatu, na época, sob responsabilidade do 

Prof. Dr. Augusto Ferreira da Eira. Os basidiocarpos foram obtidos de acordo com 

Pacholati; Stangarlin e Piccinin (1998), sendo o cultivo do cogumelo efetuado em toras 

de eucalipto da espécie Eucaliptus grandis, em local sombreado, no campo. As 

principais etapas desse cultivo envolveram: i) produção de “inóculo” (crescimento 

vegetativo) em meio sintético; ii) “inoculação” das toras de eucalipto; iii) incubação; iv) 

choque térmico e hídrico para induzir os primórdios de basidiocarpo; v) colheita e 

processamento dos basidiocarpos. Para a obtenção do extrato aquoso, o pó seco de 

basidiocarpo recebeu água (14 mL para cada grama), e após 24 horas de incubação a 

4 ºC, a suspensão foi filtrada em filtro comum (gramatura: 8 g/cm2) e o extrato foi 

utilizado nos testes de proteção de frutos de C. sinensis var. Valência. 

 

4.1.1.2  Obtenção e preparo do extrato do A. blazei   
 

Os estudos foram realizados com um isolado de A. blazei, no caso o ABL 28, o 

qual apresentou controle sobre G. citricarpa, em frutos de C. sinensis var. Valência 

quando tratados em pós-colheita (TOFFANO, 2005). Estes cogumelos também foram 

produzidos no Módulo de Cogumelos/ UNESP, Botucatu – SP, porém, os basidiocarpos 



 

 

36

 

foram provenientes de cultivo axênico, realizado em substrato mantido no interior de 

câmaras de produção, onde os fatores ambientais são totalmente controlados. As 

etapas de cultivo envolveram: i) preparo do substrato de cultivo (bagaço de cana, capim 

de gramíneas, farelo de soja, enriquecido com sais minerais) através da compostagem 

e da pasteurização; ii) adição de micélio do cogumelo junto ao substrato; iii) colonização 

do substrato; iv) cobertura do substrato com turfa Santa Catarina, para induzir a 

formação dos primórdios de basidiocarpo; v) colheita e processamento dos 

basidiocarpos (PASCHOLATI, STANGARLIN; PICCININ, 1998). Para a obtenção do 

extrato aquoso, o pó seco de basidiocarpo recebeu água (14 mL para cada grama), e 

após 24 horas de incubação a 4 ºC, a suspensão foi filtrada em filtro comum 

(gramatura: 8 g/cm2) e utilizado nos testes.  

 

4.1.1.3  Obtenção e preparo do extrato do albedo de C. sinensis var. Valência 
 

Frutos, com idade aproximada de 10 meses, de laranja Valência (C. sinensis),  

assintomáticos, foram coletados de plantas adultas em pomares comerciais do Estado 

de São Paulo. No laboratório, a separação do flavedo e albedo foi efetuada com auxílio 

de uma máquina manual descascadora, a qual retirou o flavedo e posteriormente uma 

faca, com a qual retirou-se o albedo. Após a separação, o albedo ou mesocarpo de C. 

sinensis var. Valência foi desidratado em ambiente seco e sombreado, a temperatura 

ambiente. Após a secagem, o material foi moído em moedor do tipo martelo e 

transformado em pó. Para a obtenção do extrato aquoso, o pó seco do albedo recebeu 

água (10 mL para cada grama), sendo a suspensão filtrada em filtro comum (gramatura: 

8 g/cm2) e utilizada nos testes.  

 

4.1.1.4 Obtenção e preparo da suspensão de S. cerevisiae  
 

Foi utilizada uma linhagen de S. cerevisiae, usada em processo de fermentação 

alcoólica, no caso a CR-1, a qual foi cedida pelo Prof. Dr. Luiz Carlos Basso da área de 

Bioquímica e Fermentação Alcoólica do Departamento de Ciências Biológicas da 

Esalq/USP. A escolha desta linhagem deve-se ao fato da mesma produzir compostos 
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voláteis tóxicos in vitro para o fungo G. citricarpa (FIALHO, 2004). A levedura foi 

cultivada em meio “Yeast Extract Peptone Dextrose” (YEPD) a 32 ºC, sob luz ambiente 

a 90 rpm durante 12 horas. Posteriormente foi espalhada, com o auxílio de uma alça de 

Drigalski, em placas de Petri contendo meio Batata-dextrose-ágar (BDA), e mantida sob 

temperatura de 27ºC e fotoperíodo de 12 h. Após a formação de colônias 

(aproximadamente 48 horas) sobre toda a superfície do meio, a levedura foi suspensa 

em água, preparada uma suspensão de 1 x 10-8 esporos/ mL e utilizada para a 

aplicação nos frutos de laranja. 

 

4.1.2 Efeito dos agentes no controle da mancha preta dos citros em frutos de C. 

sinensis  var. Valência  
 

Os frutos foram colhidos em estádio de maturação adequado para exportação, 

em pomar comercial de laranja Valência no Estado de São Paulo, os quais 

apresentavam sintomas de mancha preta dos citros. Os extratos aquosos do albedo de 

C. sinensis, L. edodes, A. blazei e da suspensão de S. cerevisiae, nas respectivas 

concentrações, foram testados no controle pós-colheita da mancha preta nos frutos de 

C. sinensis var. Valência. Foram também incluídos, como controle, um tratamento com 

água e um com o fungicida Thiabendazole (800 ppm).  

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, utilizando-se 10 frutos em 

cinco repetições, em um total de 50 frutos por tratamento. Os frutos de laranja 

sintomáticos (inóculo de campo) foram coletados na Fazenda Oriçanga, situada no 

município de Mogi-guaçu (SP). Posteriormente, foram lavados com água e submetidos 

a desinfestação superficial utilizando-se hipoclorito de sódio (200 ppm). As lesões 

existentes foram marcadas com o auxílio de uma caneta para retro–projetor, para 

avaliação  das  novas  lesões (Figura 1). Os frutos foram tratados via aspersão, em uma 

caixa plástica branca rasa (80 x 40 x 15 cm), e posteriormente, virados para que toda a 

superfície dos mesmos fosse tratada, sendo utilizado 100 mL de calda por tratamento. 

Após a secagem, os frutos foram mantidos em câmara controlada a 3 ºC por 21 dias 

(período que simula o transporte dos frutos em containeres refrigerados até os portos 

da Europa) e posteriormente a 25 ºC e 85% UR por 4 dias. 
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As avaliações, em temperatura ambiente (25 ºC), foram para verificar se haveria 

o aparecimento de novas lesões após a refrigeração. No período de refrigeração foram 

realizadas avaliações de 7 em 7 dias (3 ºC) e no período após a refrigeração, 

avaliações de 2 em 2 dias (25 ºC). A cada avaliação, novas lesões eram contadas e 

marcadas, sendo que na última (vigésimo quinto dia), todas as lesões existentes nos 

frutos estavam marcadas. Vários experimentos, utilizando as mesmas metodologias e o 

mesmo número de frutos, foram realizados. 

 
4.1.3  Efeito dos compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae sobre G. 

citricarpa em frutos de C. sinensis var. Valência em pós-colheita 
 
4.1.3.1 Obtenção dos frutos 
 

Os frutos foram colhidos em estádio de maturação adequado para exportação, 

em pomar comercial de laranja Valência no Estado de São Paulo (Fazenda Oriçanga, 

Mogi-guaçu). Após a coleta dos frutos, estes foram selecionados visando um lote de 

tamanho médio e estádio de maturação uniformes, sendo que todos apresentavam 

lesões características de mancha preta dos citros. Os frutos foram lavados com 

detergente neutro e água corrente para retirada da sujeira e de resíduos de defensivos 

Figura 1: Fruto com lesões oriundas do campo 
que foram marcadas com caneta para 
retroprojetor (detalhe de coloração mais escura). 
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de campo. Os sintomas de G. citricarpa já existentes foram assinalados para não serem 

computados com os desenvolvidos posteriormente aos tratamentos. 

 

4.1.3.2 Preparo das placas contendo S. cerevisiae e montagem do experimento 
envolvendo os compostos voláteis e frutos de C. sinensis var. Valência 
 

A levedura (linhagem CR-1) foi cultivada em meio “Yeast Extract Peptone 

Dextrose” (YEPD) a 32 ºC, sob luz ambiente a 90 rpm durante 12 horas. Posteriormente 

foi espalhada, com o auxílio de uma alça de Drigalski, em placas de Petri de 

poliestireno contendo meio Batata-dextrose-ágar (BDA), e mantida sob temperatura de 

27ºC e fotoperíodo de 12 h. Após a formação de colônias (aproximadamente 24 horas) 

sobre toda a placa, as mesmas foram utilizadas no experimento. 

As tampas das placas de poliestireno foram perfuradas (7 orifícios por tampa; 0,4 

cm de diâmetro cada orifício), sendo então as mesmas colocadas no fundo de 

recipientes de vidro (potes) de 3 L com tampa plástica de rosca. Foram colocadas duas 

placas de poliestireno contendo a levedura, por recipiente (Figura 2). Na sequência 

foram colocados os frutos sintomáticos (8 frutos), dentro dos potes, acima das placas 

de poliestireno contendo a levedura (Figura 3). Os experimentos consistiram de 5 

repetições de 8 frutos totalizando 40 frutos por tratamento. Sendo o tratamento 1 – BDA 

+ placa de poliestireno; 2 – BDA + placa de poliestireno + S. cerevisiae (colocada 24 h 

após a repicagem); 3 – BDA + placa + S. cerevisiae (repicada no momento em que foi 

colocada nos potes) e 4 – placa de poliestireno vazia. Os recipientes foram mantidos 

em temperatura controlada de 25° C. Os frutos permaneceram dentro dos potes 

durante 7 dias, pois foi verificado que se os frutos permanecessem por mais de sete 

dias sem oxigenação ocorria o início de um processo de anaerobiose, apresentando um 

odor característico de fermentação por parte dos frutos de laranja. Após a retiradas dos 

frutos dos recipientes os mesmos continuaram em temperatura de 25° C e umidade 

relativa de 85%. As avaliaçõaes foram realizadas de 7 em 7 dias, totalizando 21 dias, 

sendo feita uma avaliação logo após a retirada dos frutos dos recipientes de vidro e 

duas com os frutos fora do recipiente, sendo assim realizadas três avaliações por 

experimento. Foram realizados dois experimento seguindo esta mesma metodologia. As 
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avaliações foram feitas através da contagem do aparecimento de novas lesões e 

comparadas com a testemunha, verificando se existe efeito dos compostos voláteis 

produzidos pela S. cerevisiae sobre os frutos de laranja Valência. 

           
 
 
 
 
4.2 Efeito dos compostos voláteis identificados a partir da levedura S. cerevisiae 
sobre o crescimento micelial, germinação e formação de apressório por G. 

citricarpa 

 

A partir dos resultados obtidos na análise da atmosfera gasosa produzida por S. 

cerevisiae através de SPME-GC-MS (Micro extração de fase sólida – Cromatografia 

gasosa – Espectômetro de massa) (Tabela 1) (FIALHO, 2008) foi possível identificar 

sete picos (picos de 1 a 7, com exceção do pico 2), sendo que seis compostos 

orgânicos voláteis identificados estavam disponíveis comercialmente, os quais foram 

obtidos e utilizados nos testes. Como é possível observar na Tabela 1 o pico número 2 

é um éster não identificado, portanto este composto não foi utilizado nos testes.  

 

 

 

 

 

Figura 2: Vista de cima de um recipiente de 
vidro de 3 L. Dentro duas  placas de 
poliestireno com a tampa perfurada, contendo 
meio BDA e o fungo S. cerevisiae. 

Figura 3: Recipientes de vidro com tampa 
plástica (3 L) de rosca contendo frutos de 
laranja Valência sobre as duas placas de 
poliestireno contedo o fungo S. cerevisiae. 
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Quando se utilizou a mistura dos compostos ela permaneceu na concentração de 

98,5 %,  descontando-se 1,5 % da mistura em relação a quantidade do composto não 

identificado (Tabela 2). 

 

 

Pico Composto Procedência Identificação do 
produto pelo fabricante % relativa

1 Etanol Sigma - Aldrich 493546 85,3 

2 Acetato de etila Sigma - Aldrich 270989 1,8 

3 3-metil-1-butanol Sigma - Aldrich 309435 6,9 

4 2-metil-1-butanol Sigma - Aldrich 133051 2,4 

5 Feniletilalcool Sigma - Aldrich P13606 0,7 

6 Octanoato de etila Sigma - Aldrich 112321 1,4 

   Total da mistura 
artifical 98,5 

 

 

 
 
 

Tabela 1 - Identificação dos compostos orgânicos voláteis produzidos pela linhagem CR-1 de S 
cerevisiae, através da SPME-GC-MS (FIALHO, 2008) 

Tabela 2 - Compostos orgânicos voláteis disponíveis comercialmente, obtidos a partir da identificação dos 
voláteis produzidos por S. cerevisiae, utilizados individualmente ou em mistura nos experimentos 
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4.2.1 Obtenção do fungo G. citricarpa 

 

O fungo G. citricarpa foi isolado a partir de lesões do tipo mancha dura, em meio 

ágar – água, e posteriormente repicado em meio BDA. As placas foram mantidas sob 

fotoperíodo de 12 h a temperatura de 25º C, sendo que este isolamento ocorreu de 

frutos provenientes da área onde ocorreu a coleta para os ensaios in vivo. Este isolado 

foi utilizado para os testes in vitro. 

 

4.2.2 Efeito dos compostos voláteis identificados a partir da levedura S. 

cerevisiae, sobre o crescimento micelial de G. citricarpa 

 

Foram utilizadas placas de poliestireno (60 mL de volume) disponíveis 

comercialmente e divididas ao meio (existe um espaço para trocas gasosas entre um 

lado e outro da placa). Em um dos lados da placa, contendo 10 mL de meio BDA, foi 

colocado um disco de micélio (5 mm) do fungo G. citricarpa, e do outro lado da placa foi 

adicionado um algodão contendo 50 µL de um dos seis compostos. Posteriormente, as 

placas foram vedadas e armazenas em fotoperíodo de 12 h e temperatura de 25° C. A 

testemunha foi representada apenas pela presença do algodão, enquanto os demais 

tratamentos com os compostos relativos aos picos de 1 a 7, com exceção do pico 2. 

Foram realizadas avaliações de dois em dois dias através da medição do crescimento 

radial do fungo sobre o meio BDA.  

Foi utilizada a concentração de 50 µL de cada composto, pois em experimento 

prévio foi produzida uma mistura artificial dos compostos orgânicos voláteis, utilizando-

se padrões disponíveis comercialmente. A mistura continha todos os componentes 

positivamente identificados (picos de 1 a 7, com exceção do pico 2). A concentração de 

cada composto presente na mistura  foi baseada na proporção relativa (%) estimada 

através da área em relação a todos os outros componentes da mistura (Tabela 1). 

Foram utilizadas concentrações de 0, 20, 40, 60, 80 e 100 µL da mistura utilizando a 

mesma metodologia acima, porém, eram adicionados os compostos juntos (no 

algodão), nas suas respectivas concentrações. 
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4.2.3 Efeito dos compostos voláteis identificados sobre a germinação e formação 
de apressório por G. citricarpa 
 

Foram utilizadas as placas de poliestireno, como descrito em 4.2.2, sendo que 

em um dos lados da placa foram colocadas dua gotas de 40 μL de suspensão de 

esporos de G. citricarpa (1 x 105 esporos mL), e do outro lado da placa foi adicionado 

um algodão contendo 50 µL de um dos seis compostos. A seguir, as placas foram 

seladas com filme PVC e incubadas em câmara de crescimento à  temperatura de 25 

ºC, com luminosidade alternada (12 h claro 12 h escuro) por 24 h. Após este período, a 

porcentagem de germinação foi avaliada através da observação em microscópio óptico 

(aumento de 200 x). Foram considerados como germinados os esporos com tubo 

germinativo de tamanho igual ou superior ao comprimento dos esporos não 

germinados. A testemunha foi representada apenas pela presença do algodão, sem 

conter nenhum composto, enquanto os demais tratamentos continham os seis 

compostos disponíveis comercialmente (Tabela 2). 

 

4.3 Efeito dos compostos voláteis, disponíveis comercialmente, identificados a 
partir da levedura S. cerevisiae, sobre frutos de C. sinensis var. Valência 
apresentando sintomas de mancha preta dos citros, quando tratados em pós-
colheita 

 

4.3.1 Obtenção dos frutos 
 

Os frutos foram colhidos em estádio de maturação adequado para exportação, 

em pomar comercial de laranja Valência no Estado de São Paulo (Fazenda Oriçanga, 

Mogi-Guaçu). Após a coleta dos frutos, estes foram selecionados visando um lote de 

tamanho médio e estádio de maturação uniformes, sendo que todos apresentavam 

lesões características de mancha preta dos citros. Os frutos foram desinfestados 

superficialmente utilizando hipoclorito de sódio (200 ppm). Os sintomas de G. citricarpa 

já existentes foram assinalados, com caneta para retroprojetor, para não serem 

computados com os desenvolvidos posteriormente aos tratamentos. 
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4.3.2 Efeito dos compostos voláteis sobre os frutos de C. sinensis var. Valência 
apresentando sintomas de mancha preta dos citros 
  

 Nestes experimentos foram utilizados os compostos que mais se destacaram nos 

testes in vitro, os quais foram 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol e octanoato de etila 

(caprilato). 

Um chumaço de algodão contendo 637,6 µL de cada um dos três compostos 

citados acima foram colocados separadamente no fundo de recipientes de vidro de 3 L 

com tampa plástica de rosca, sendo que este volume foi utilizado com base nos 

resultados obtidos in vitro. O volume de volátil inicial foi de 1912,8 µL, três vezes acima 

do utilizado, volume esse equivalente a 50 µL do composto em uma placa de 

poliestireno de 20 cm de diâmetro. Quando se testou o volume duas ou três vezes 

acima do inicial, os frutos quando em contato com os voláteis durante 7 dias, 

apresentaram odor característico de fermentação. Na sequência foram colocados os 

frutos sintomáticos (8 frutos), ficando os mesmos acima do algodão. Os experimentos 

consistiram de 5 repetições de 8 frutos totalizando 40 frutos por tratamento. Sendo a 

testemunha representada apenas pelo algodão sem nenhum composto. Os recipientes 

foram mantidos em temperatura controlada de 25° C e os frutos permaneceram dentro 

dos potes durante 7 dias. Após a retiradas dos frutos dos recipientes, os mesmos 

continuaram em temperatura de 25° C e umidade relativa de 85%. As avaliaçõaes 

foram realizadas de 7 em 7 dias, totalizando 21 dias, sendo feita uma avaliação logo 

após a retirada dos frutos dos recipientes de vidro e duas com os frutos fora do 

recipiente, sendo assim realizadas três avaliações por experimento. Foram realizados 

diversos experimentos, seguindo esta mesma metodologia. As avaliações foram feitas 

através da contagem do aparecimento de novas lesões em comparação com a 

testemunha, verificando se existe efeito dos compostos voláteis. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Potencial dos extratos do albedo de C. sinensis, L. edodes, A. blazei e da 
suspensão de S. cerevisiae no controle da mancha preta dos citros em frutos de 
C. sinensis var. Valência quando associados a baixa temperatura 
 

 O principal sintoma observado nos frutos em pós-colheita foi a lesão do tipo 

mancha sardenta, sendo estas lesões de coloração pardo-avermelhadas, pequenas, 

circulares que, normalmente, não exibem frutificações do fungo (Figura 4). Essas lesões 

originam-se de infecções latentes formadas nas fases de desenvolvimento dos frutos, 

sendo que sua ocorrência dá-se principalmente quando os frutos encontram-se 

armazenados em ambiente de temperatura mais elevada. Do ponto de vista comercial, 

essas lesões constituem-se em problema de importância relevante quando o alvo 

desejado é principalmente o mercado externo, uma vez que as mesmas 

frequentemente tornam-se mais evidentes alguns dias após a colheita, coincidindo com 

o tempo de chegada ao local de destino (FUNDECITRUS, 2004). 

 
 

 

 

 Com base nos resultados do primeiro e do segundo experimento, é possível 

observar o número de lesões nos frutos em relação ao tempo e em cada tratamento 

(Figuras 5 e 7). No sétimo, no décimo-quarto e no vigêsimo primeiro dia de avaliações, 

Figura 4 - Lesão do tipo mancha sardenta, 
causada por G. citricarpa, em fruto de laranja  
Valência. Principal sintoma observado em 
pós-colheita. 
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não foi possível observar diferenças entre os tratamentos, periodo no qual os frutos 

permaneceram em temperatura de 3 ºC. Porém, a partir do vigésimo primeiro dia até o 

final do experimento (última avaliação), período no qual os frutos permaneceram em 

temperatura de 25 ºC, foi possível observar que os três agentes bióticos (albedo, L. 

edodes e A. blazei) reduziram o aparecimento de novas lesões nos frutos, sendo que os 

extratos do albedo e do A. blazei apresentaram um desempenho melhor do que o de L. 

edodes. Os resultados mostrados nas Figuras 6 e 8, relacionados ao último dia da 

avaliação (vigésimo quinto), evidenciam que os três agentes (albedo, L. edodes e A. 

blazei) demonstraram maior inibição no aparecimento de novas lesões, quando 

comparados com a água, o Thiabendazole e o extrato aquoso da levedura S. 

cerevisiae. Os tratamentos com o albedo de C. sinensis var. Valência e o cogumelo A. 

blazei proporcionaram os melhores resultados, quando comparados com os outros 

agentes, porém os mesmos não diferiram do L. edodes, o qual diferiu da levedura do 

fungicida e da água. Estes resultados estão de acordo com os obtidos por Toffano 

(2005), onde foi possível observar a inibição no aparecimento de novas lesões 

causadas por G. citricarpa em frutos de laranja tratados com os extratos aquosos do 

albedo de laranja Valência, L. edodes e A. blazei. Portanto, foi possível observar que 

mesmo após a refrigeração, continuou a inibição no aparecimento de novas lesões. 

Porém, em todo o período em que os frutos permaneceram sob baixa temperatura (21 

dias), praticamente não houve o aparecimento de novas lesões, mostrando que a 

refrigeração inibe o desenvolvimento da doença (Figuras 5 e 7).   

A literatura mostra inúmeros trabalhos, onde frutos cítricos, em pós-colheita, têm 

mecanismos de resistência ativados, como as fitoalexinas (escoparona e escopoletina), 

em resposta a diferentes tipos de agentes bióticos e abióticos (ARRAS, 1996; RODOV 

et al., 1994; ALI; LEPOIVRE; SEMAL, 1991), levando a uma redução nos sintomas das 

doenças. Contudo, nesses trabalhos, os frutos foram tratados primeiramente com os 

agentes, metodologia que difere da empregada neste ensaio, onde os frutos foram 

tratados depois que o patógeno estava estabelecido, pois os frutos vieram com inóculo 

de campo (presença de lesões). Dessa maneira, não se pode afirmar se houve 

alteração no metabolismo dos frutos ou se ocorreu ação direta dos agentes sobre o 

patógeno. Neste trabalho, o extrato foi de origem aquosa, havendo uma diluição do 
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albedo moído em água, porém era possível observar algumas partículas deste material 

suspensas na água. Assim não é possível afirmar que os mesmos compostos que 

atuaram no extrato metanólico sejam os mesmos que estariam atuando no extrato 

aquoso. Porém, em trabalho realizado por Toffano (2005), foi possível observar que o 

extrato etanólico extraído do albedo de laranja Valência apresentou atividade inibitória 

in vitro no crescimento micelial germinação e formação de apressório por G. citricarpa. 

Cardoso Filho (2003) demonstrou que o extrato etanólico do albedo de laranja Pêra, 

apresentou inibição na germinação e formação de G. citricarpa, indicando que 

provavelmente ocorreu ação direta do extrato do albedo sobre o patógeno. Quanto aos 

extratos dos cogumelos, existem trabalhos, porém, realizados em plantas como fumo, 

pepino e maracujá, (PICCININ, 2000; DI PIERO; PASCHOLATI 2001), onde 

demonstrou-se aumentos na quantidade de proteínas relacionadas a patogênese (ß-

1,3-glucanase, quitinase e peroxidase)  quando as plantas foram tratadas.  Assim, os 

extratos aquosos de A. blazei e L. edodes  poderiam ter ativado mecanismos de 

defesas nos frutos de laranja.  A refrigeração mostrou-se eficiente, no controle da 

mancha preta dos citros, e os extratos aquosos do albedo, do L. edodes e A. blazei 

complementaram este controle, mesmo após os frutos estarem em temperatura 

ambiente. 

Em estudos futuros seria interessante que houvesse a identificação e possível 

estudo das alterações dos compostos presentes no albedo de Citrus sinensis,  já que o 

albedo de laranja é um produto de fácil acesso e aparentemente um agente sem perigo 

ao meio ambiente. Quanto aos cogumelos, seria interessante a identificação de 

proteínas e compostos que são produzidos. 
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Figura 5 - Efeito dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis, L. 
edodes, A. blazei e da suspensão de S. cerevisiae, aplicados em 
frutos de C. sinensis var. Valência, na expressão dos sintomas 
causados por G. citricarpa (1º experimento). Até o vigésimo primeiro 
dia os frutos pemaneceram a 3º C e posteriormente a 21º C. As 
barras representam a média ± desvio padrão. 
 

Figura 6 - Efeito dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis var. 
Valência,  L. edodes, A. blazei,  e da suspensão de S. cerevisiae, aplicados 
em frutos de C. sinensis var. Valência na expressão dos sintomas causados 
por G. citricarpa (1º Experimento). Último dia de avaliação. Barras 
representam a média ± desvio padrão. Médias seguidas da mesma letra não 
diferem significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 
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Figura 7 - Efeito dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis, L. 
edodes, A. blazei e da suspensão de S. cerevisiae, aplicados em 
frutos de C. sinensis var. Valência, na expressão dos sintomas 
causados por G. citricarpa (2º experimento). Até o vigésimo primeiro 
dia os frutos pemaneceram a 3º C e posteriormente a 21º C. As 
barras representam a média ± desvio padrão. 
 

Figura 8 - Efeito dos extratos aquosos do albedo de C. sinensis var. Valência,  
L. edodes, A. blazei,  e da suspensão de S. cerevisiae, aplicados em frutos de 
C. sinensis var. Valência na expressão dos sintomas causados por G. 
citricarpa (2º Experimento). Último dia de avaliação. Barras representam a 
média ± desvio padrão. Médias seguidas da mesma letra não diferem 
significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 
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5.2 Efeito dos compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae sobre G. citricarpa 
em frutos de C. sinensis var. Valência em pós-colheita 
 

O principal sintoma observado nos frutos em pós-colheita também foi a lesão do 

tipo mancha sardenta (Figura 4). 

Com base nos resultados obtidos tanto do primeiro experimento como do 

segundo, é possível observar o aparecimento de novas lesões nos frutos em relação ao 

tempo e em cada tratamento (Figuras 9 e 10). Vale ressaltar que até o sétimo dia de 

avaliação, os frutos permaneceram dentro dos potes e em contato com os voláteis, nas 

outras duas avaliações (aos 14 e 21 dias) os frutos estavam apenas em temperatura e 

umidade controlada (25° C e 85% U.R.) e sem contato com os voláteis. Na primeira 

avaliação (7 dias) já foi possível observar nos dois experimentos que os tratamentos 

que continham  o fungo S. cerevisiae apresentaram inibição no aparecimento de novas 

lesões. A partir da segunda avaliação (14 dias) e na terceira (21 dias) foi possível 

observar que o tratamento no qual a levedura havia sido repicada na hora em que ela 

foi colocada no pote, apresentou mair inibição no aparecimento de novas lesões, 

quando comparada com a levedura que havia sido repicada 24 h antes da mesma ser 

colocada nos potes, indicando que os voláteis de maior interesse para o controle do 

fitopatógeno são produzidos na fase inicial, nas primeiras 24 h, de crescimento da 

levedura (Figuras 9 e 10). 

Estes resultados estão de acordo com os obtidos por Fialho (2004), onde foi 

possível observar que esta mesma linhagem da levedura utilizada a CR-1, apresentou 

efeito na inibição do crescimento micelial de G. citricarpa in vitro.  

Existem diversos trabalhos utilizando leveduras in vitro, as quais inibiram o 

desenvolvimento de vários microrganismos.  Walker et al. (1995) demonstraram 

atividade inibitória de 17 isolados de leveduras contra diversos fungos de importância 

agronômica, ambiental e clínica. Dentre estes, as três linhagens de S. cerevisiae 

avaliadas tiveram forte ação antagônica contra fungos deterioradores de madeira 

(Serpula lacrymans, Postia placenta, Lentinus lepideus e Ophiostoma ulmi) e fungos 

fitopatogênicos (Rhizoctonia solani, Fusarium equiseti, Botrytis fabae e Phytophthora 

infestans).  
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As espécies de levedura epífitas isoladas de abacaxi e identificadas como 

Cryptococcus sp., Cryptococcus albidus, Pichia guilliermondii, Rhodoturula aurantiaca e 

Rhodoturula glutinis inibiram (25-50%) o crescimento micelial in vitro de Ceratocystis 

paradoxa, agente causal da podridão negra em abacaxi em pós-colheita e também 

diminuíram a severidade da doença quando a mistura de leveduras foi aplicada nos 

frutos (REYES et al., 2004). Ensaios em placa, utilizando quatro isolados da levedura 

Metschnikowia pulcherrima, mostraram redução do crescimento vegetativo de 

patógenos de maçâs em pós-colheita, sendo a inibição de até 31,3 e 18,8% para 

Alternaria sp. e Botrytis cinerea, respectivamente, e 20,8% para Penicillium expansum e 

Monilia sp. (SPADARO et al., 2002). Desta forma, pode-se admitir, simplesmente, que 

na concentração e tempo de exposição avaliado, a levedura S. cereviseae  foi capaz de 

inibir o aparecimento de novas lesões nos frutos.  

Alguns trabalhos mostram que o uso de leveduras em pós-colheita é efetivo no 

controle de infecções ocorridas através de ferimentos, durante a colheita (IPPOLITO E 

NIGRO, 2000). Entretanto, falham no controle de infecções previamente estabelecidas, 

como no caso das infecções latentes (JANISIEWICZ, 1998). Além disso, existe uma 

tendência na literatura, que no caso das infecções latentes, o uso de agentes de 

controle seria mais eficaz quando aplicados na pré-colheita, na fase do florescimento, 

antes do estabelecimento do patógeno (LIMA et al., 1997; WITTIG et al., 1997; 

IPPOLITO E NIGRO, 2000). 

A literatura mostra que uma variedade de indutores bióticos e abióticos podem 

induzir respostas de defesas em pós-colheita, entretanto, são estudos isolados, 

enfatizando um ou outro mecanismo de indução de resistência (WILSON et al., 1994). 

Porém, muitos autores (WISNIEWSKI E WILSON, 1992; WILSON et al., 1994) 

acreditam que a combinação de diversos agentes bióticos e abióticos, aplicados 

simultaneamente, seja a chave para o biocontrole de fitopatógenos em pós-colheita. 

Apesar da suspensão de S. cerevisiae não ter apresentado inibição no 

aparecimento de novas lesões quando comparada com a testemunha, tanto no último 

dia de avaliação quanto ao longo das avaliações em frutos de C. sinensis, os 

compostos voláteis produzidos pela mesma apresentaram inibição no surgimento de 
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novas lesões, indicando que existem compostos de origem volátil produzidos pela S. 

cerevisiae que inibem o desenvolvimento da doença.  
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Figura 9 - Efeito dos compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae,  
na controle da mancha preta dos citros em frutos de C. sinensis var. 
Valência (1º experimento). As barras representam a média ± desvio 
padrão.  (hora) levedura repicada e utilizada imediatamente; (24h) 
levedura  repicada e utilizada 24 h depois  

Figura 10 - Efeito dos compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae,  
no controle da mancha preta dos citros em frutos de C. sinensis var. 
Valência (2º experimento). As barras representam a média ± desvio 
padrão. (hora) levedura repicada e utilizada imediatamente; (24h) 
levedura repicada e utilizada 24 h depois 
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5.3 Efeito dos compostos voláteis identificados a partir de S. cerevisiae sobre G. 

citricarpa in vitro e em frutos de C. sinensis var. Valência em pós-colheita 

 

5.3.1 Efeito in vitro da mistura artificial dos compostos voláteis, disponíveis 
comercialmente, identificados a partir da levedura S. cerevisiae sobre G. 

citricarpa  
   

Em função da identificação dos componentes presentes na atmosfera gasosa, 

produzida por S. cerevisiae, através de SPME-GC-MS (Solid Phase Microextraction) – 

(Gas chromatography) -  (Mass Spectral)  (Tabela 1), foi produzida uma mistura artificial 

contendo todos os compostos positivamente identificados e disponíveis comercialmente 

(Tabela 2). A concentração de cada composto presente na mistura foi baseada na sua 

proporção relativa (estimada através da área) em relação a todos os outros 

componentes da mistura. O fitopatógeno foi exposto a essa mistura artificial e avaliada 

a influência da mesma. Este experimento foi realizado, pois não se tinha conhecimento 

de qual concentração utilizar com os compostos separados, razão por que foram 

testadas diferentes concentrações (Figuras 11 e 12). 

 Como é possível observar, a partir de 20 µL a mistura exerce redução do 

crescimento micelial de G. citricarpa (Figuras 11 e 12). Ao longo das avaliações foi 

possível verificar que com o aumento da concentração da mistura ocorre o aumento da 

inibição sobre o crescimento micelial. De acordo com o dados observados é possível 

determinar que nos tratamentos contendo 60, 80 e 100 µL, houve uma alta inibição 

quando comparados com a testemunha (0 µL). Em vista destes resultados foi escolhida 

a concentração de 60 µL, para uso nos experimentos subsequentes, pois a mesma 

apresentou inibição significativa no crescimento do fungo.   
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Figura 11 - Efeito da mistura artificial em diferentes concentrações dos 
voláteis (µL) identificados a partir da S. cerevisiae sobre o crescimento 
micelial in vitro de G. citricarpa. As barras representam a média ± desvio 
padrão. 

Figura 12 - Efeito da mistura artificial, 12 dias após a 
repicagem, em diferentes concentrações dos voláteis (0, 20, 
40, 60, 80 e 100 µL) identificados a partir da S. cerevisiae 
sobre o crescimento micelial in vitro de G. citricarpa  
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5.3.2 Efeito dos compostos voláteis, disponíveis comercialmente, sobre o 
crescimento micelial, germinação e formação de apressório por G. citricarpa 

  

 De acordo com as Figuras 13 e 14, os compostos 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-

butanol apresentaram inibição total do crescimento micelial de G. citricarpa, sendo que 

de acordo com o gráfico, em todas as avaliações o crescimento micelial do fungo 

exposto a estes dois compostos foi zero. Seguido do 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-

butanol, o octanoato de etila também apresentou inibição, embora menor, no 

crescimento micelial. Finalmente, esses compostos foram seguidos pela mistura dos 

mesmos, pelo etanol e feniletil alcool, os quais também apresentaram alguma inibição 

quando comparados com o controle.  

 Quanto a germinação e formação de apressórios, os compostos 3-metil-1-butanol 

e 2-metil-1-butanol  inibiram em 100% a germinação e consequentemente a formação 

de apressórios (Figuras 15 e 16). Os demais tratamentos diferiram do controle, porém, 

o octanoato de etila, acetato de etila, feniletil alcool e a mistura artificial não diferiram 

entre si. Em vista deste resultados, foram escolhidos três compostos para serem 

testados in vivo,  2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butano e octanoato de etila (caprilato). 

  Em trabalho realizado por Fialho (2008), foi verificado que os compostos voláteis 

2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol, apresentaram inibição sobre o crescimento 

micelial de Colletotrichum gloeosporioides,  Penicillium digitatum, Sclerotinia 

sclerotiorum e Fusarium oxysporum.  Portanto este trabalho está de acordo com os 

resultados obtidos, porém, estudos envolvendo concentrações menores poderiam ser 

realizados. 
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Figura 13 - Efeito dos compostos voláteis (60 µL), identificados a partir 
da levedura S. cerevisiae, sobre o crescimento micelial in vitro de G. 
citricarpa. As barras representam a média ± desvio padrão. 

Figura 14 - Efeito dos compostos voláteis (60 µL), identificados a 
partir da levedura S. cerevisiae, sobre o crescimento micelial de G. 
citricarpa. Foto obtida 14 dias após a repicagem.  
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Figura 15 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis comercialmente, identificados a partir da 
levedura S. cerevisiae, sobre a germinação de esporos de G. citricarpa. Avaliação efetuada 
após 24 h. As barras representam a média ± desvio padrão. Médias seguidas da mesma letra 
não diferem significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 
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Figura 16 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis comercialmente, identificados a partir da 
levedura S. cerevisiae, sobre a formação de apressório por G. citricarpa. Avaliação efetuada 
após 24 h. As barras representam a média ± desvio padrão. Médias seguidas da mesma letra 
não diferem significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 
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5.3.3 Efeito dos compostos voláteis identificados e disponíveis comercialmente, 
obtidos a partir da levedura S. cerevisiae, na redução dos sintomas da mancha 
preta dos citros sobre frutos de C. sinensis var. Valência 
  

O composto 3-metil-1-butanol foi o que apresentou maior inibição no 

aparecimento de novas lesões, sendo que essa inibição foi possível de ser observada 

desde a primeira avaliação (7 dias) até a última (21 dias) (Figuras 17 e 18). O 2-metil-1-

butanol também controlou o aparecimento da novas lesões nas três avaliações. Os 

frutos permaneceram expostos aos voláteis até a primeira avaliação (7 dias), sendo que 

depois  até o vigésimo primeiro permaneceram uma câmara com temperatura de 25 ºC 

e 85% UR.  O composto octanoato de etila (caprilato) se comportou da mesma forma 

que a mistura, onde os frutos apresentaram um menor número de lesões em todas as 

avaliações quando comparados com o controle. No segundo experimento, os resultados 

foram semelhantes ao primeiro, destacando-se os compostos 3-metil-1-butanol e 2-

metil-1-butanol, os quais inibiram o aparecimento de novas lesões nos frutos de laranja 

Valência (Figuras 19 e 20). 

Apesar dos compostos 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol terem apresentado 

inibição no crescimento micelial de G. citricarpa e inibição no aparecimento de novas 

lesões em frutos de laranja, não existem trabalhos mostrando o uso destes compostos 

para o controle de doenças em frutos em pós-colheita. Porém, existem diversos 

trabalhos envolvendo voláteis no controle de microrganismos fitopatogênicos. 

Mercier e Jiménez (2004) verificaram que os voláteis de Muscodor albus inibiram 

o desenvolvimento in vitro de Penicillium digitatum, P. expansum, Colletotrichum 

acutatum e C. coccodes. A fumigação de maçãs por 7 dias, com culturas de M. albus, 

crescendo em grãos de centeio autoclavados, controlaram completamente P. expansum 

e Botrytis cinerea. Por sua vez, M. albus também controlou significativamente P. 

digitatum em limões, após biofumigação dos frutos durante 24-72h (MERCIER; 

SMILANICK, 2005). 

A atividade antimicrobiana de Pichia anomala (levedura) sobre P. roqueforti, em 

grãos de trigo, se deu através da produção de etanol e acetato de etila (DRUVEFORS; 

PASSOTH; SCHNURER, 2005). Os compostos orgânicos voláteis oriundos de plantas, 
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carvacrol, alil-isotiocianato e cinamaldeido inibiram o desenvolvimento de P. notatum e 

foram mais eficientes do que o etanol e dióxido de enxofre. Os mesmos autores 

verificaram sinergia entre os três compostos de forma que a combinação permitiu a 

redução da concentração individual dos mesmos (TUNC et al., 2007). 

Os voláteis produzidos por M. albus e sua mistura artificial inibiram totalmente o 

desenvolvimento de C. gloeosporioides, no entanto, também não foram letais para o 

fitopatógeno (ATMOSUKARTO et al., 2005).  

Foi relatado por Mercier e Jimenez (2004) que diversas espécies de Penicillium e 

Aspergillus, além de outros gêneros de fungos, foram inibidos pelos compostos voláteis 

produzidos por M. albus. No entanto, Trichoderma viride foi o único fungo que não foi 

afetado. Os autores sugeriram que pelo fato desse fungo também ser um produtor de 

voláteis antimicrobianos, é provável que ele possua mecanismos de resistência contra 

voláteis, entre eles os produzidos por M. albus. 

O cianeto de hidrogênio (HCN) é provavelmente o exemplo mais conhecido de 

composto volátil envolvido no biocontrole (HAAS; KEEL; REIMMANN, 2002). Estudos 

empregando mutantes de Pseudomonas fluorescens, defectivos na biosíntese de HCN, 

demonstraram que o volátil possui papel na supressão de Thielaviopsis basicola, 

agente causal da podridão parda da raiz em plantas de fumo (VOISARD et al., 1989). 

Com relação às estratégias de defesa em fungos contra HCN, foi sugerido que a 

exposição prolongada a agentes de biocontrole produtores de HCN podem selecionar 

patógenos contendo vias de respiração resistentes ao volátil (HANDELSMAN; STABB, 

1996). Além disso, Osbourn (1996) relatou que uma ampla gama de fitopatógenos 

fúngicos pode tolerar HCN e para alguns desses fungos, incluindo Microcyclus ulei, 

essa tolerância é atribuída à respiração resistente ao HCN.  

Em vista dos resultados obtidos, estudos envolvendo níveis tóxicos para o 

manuseio e os locais aonde estes compostos poderiam ser utilizados, devem ser 

consduzidos. Assim, existem possibilidades de se utilizar estes gazes em containeres 

durante o transporte de frutos para exportação, e até mesmo, tratamento dos frutos em 

casas de embalagens. Além disso, estudos devem ser realizados para se verificar qual 

seria a melhor maneira para disponibilização destes gazes (líquido, sólido ou em 

pastilhas).  
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Figura 17 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis 
comercialmente, identificados a partir da levedura S. cerevisiae, 
sobre frutos de laranja Valência, no aparecimento de sintomas de 
mancha preta (1° experimento). As barras representam a média ± 
desvio padrão. 

Figura 18 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis comercialmente, 
identificados a partir da levedura S. cerevisiae, sobre  frutos de laranja 
Valência, no aparecimento de sintomas de mancha preta (1° 
experimento). Dados referentes ao último dia de avaliação (21 dias). 
As barras representam a média ± desvio padrão. Médias seguidas da 
mesma letra não diferem significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 

b 

c 

d 

a 
a 



 

 

62

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 7 14 21
Dias

Nº
 m

éd
io

 d
e 

le
sõ

es
/ f

ru
to

Controle Mistura

Caprilato 2 - metil - 1 - butanol

3 - metil - 1 - butanol

 
 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Controle Mistura Caprilato 2 - metil 3 - metil

Tratamentos

N
º 

m
éd

io
 d

e 
le

sõ
es

/ f
ru

to

1

 
 
 
 

d 
c 

b 
b 

a 

Figura 19 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis 
comercialmente, identificados a partir da levedura S. cerevisiae, 
sobre frutos de laranja Valência, no aparecimento de sintomas de 
mancha preta (2° experimento). As barras representam a média ± 
desvio padrão. 

Figura 20 - Efeito dos compostos voláteis disponíveis comercialmente, 
identificados a partir da levedura S. cerevisiae, sobre  frutos de laranja Valência, 
no aparecimento de sintomas de mancha preta (2° experimento). Dados 
referentes ao último dia de avaliação (21 dias). As barras representam a média 
± desvio padrão. Médias seguidas da mesma letra não diferem 
significativamente entre si (Tukey, P = 0,05). 
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6 CONCLUSÕES 
 

Os extratos aquosos do albedo de C. sinensis, L. edodes e A. blazei apresentam 

potencial como agentes de controle sobre a mancha preta dos citros em frutos de 

laranja (C. sinensis var. Valência), quando associados a refrigeração. 

Os compostos voláteis produzidos por S. cerevisiae inibiram a expressão de 

sintomas em frutos de C. sinensis var. Valência, quando tratados em pós-colheita. 

Os compostos 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol, identificados a partir de S. 

cerevisiae, apresentaram inibição sobre G. citricarpa in vitro e atuaram como agentes 

de controle sobre a mancha preta dos citros em frutos de laranja Valência, quando 

aplicados em pós-colheita. 
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