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RESUMO

A agricultura organica busca atender a demanda crescente por alimentos saudaveis, produzidos sem agroquimicos. Este trabalho
objetivou: a) caracterizar as doengas pds-colheita em laranjas ‘Valéncia’ provenientes de cultivo organico e convencional; b) caracterizar a
micoflora ambiental nos pomares citricolas e ¢) detectar a presenga de isolados de Penicillium spp. resistentes aos fungicidas tiabendazol
¢ imazalil nos pomares. Frutos coletados nos pomares ¢ no mercado atacadista de Sdo Paulo (CEAGESP) foram armazenados durante 14
dias a 25°C e 85% de UR. A incidéncia de doengas foi avaliada visualmente a cada dois-trés dias. A micoflora ambiental foi amostrada com
placas de Petri, contendo meio batata-dextrose-agar acrescido ou ndo dos fungicidas. As maiores incidéncias de doengas foram observadas
nas laranjas organicas em relag@o as do sistema convencional. A principal doenga detectada foi a podridao peduncular de lasiodiplodia. A
micoflora total do ambiente, assim como os principais géneros fingicos ndo diferiram significativamente entre os pomares amostrados.
Cladosporium foi o género fingico mais abundante nos pomares. A frequéncia de isolados de P. digitatum resistentes a tiabendazol foi
semelhante nos pomares, com média de 47,3% dos isolados. A frequéncia de isolados de P. digitatum resistentes a imazalil foi baixa
(2,6%), nao sendo constatados isolados resistentes a tiabendazol + imazalil.
Palavras-chave: Citrus sinensis, Penicillium spp., citros, podriddes, resisténcia a fungicidas.

ABSTRACT
Postharvest diseases in orange fruits and characterization of the fungal population in organic and conventional farmers

Organic farming aims to meet growing demand for healthy foods, produced without the use of pesticides. The purposes of
this work were a) to characterize postharvest diseases in ‘Valencia’ oranges grown under organic and conventional conditions; b) to
characterize the environmental mycoflora in citrus orchards and c) to detect the presence of Penicillium spp. isolates resistant to fungicides
thiabendazole and imazalil in the orchards. Citrus fruit collected at the orchards and at the wholesale market of Sdo Paulo (CEAGESP)
were stored during 14 days at 25°C and 85% UR. The incidence of postharvest diseases was evaluated visually every two-three days. The
environmental mycoflora was sampled according to the gravimetric method, using Petri dishes containing potato-dextrose-agar medium,
supplemented or not with fungicides. The highest incidence of diseases was observed in oranges sampled in organic orchards in comparison
to the conventional system. The most frequent postharvest disease was lasiodiplodia stem-end rot. The environmental mycoflora and the
population of the major genera of fungi did not differ significantly among the sampled orchards. Cladosporium was the most prevailing
genus in the orchards. The frequency of P. digitatum isolates resistant to thiabendazole was similar in orchards, with an average of 47.3%.
The frequency of P. digitatum isolates resistant to imazalil was low (2.6%), and resistance to thiabendazole + imazalil was not observed.
Key words: Penicillium spp., citrus, fungicide resistance, rots.

INTRODUCAO

As técnicas de manuseio e conservagdo pos-colheita
de frutos vém recebendo grande atenc¢do nos ultimos anos,
pois os danos nesta fase podem superar 20%, decorrentes
principalmente de doengas (Dantas et al., 2003; Fischer
et al.,, 2008). Em frutos citricos coletados diretamente
de packinghouses paulistas, a incidéncia de doengas foi
superior a 14% em laranjas (Citrus sinensis L Osbeck) e em
tangor ‘Murcott’ (C. sisnesis x C. reticulata Blanco), apds
duas semanas de armazenamento a 25°C (Fischer et al.,
2007). A doenga mais frequente naquele levantamento foi
o bolor verde, causado por Penicillium digitatum (Pers.:Fr.)
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Sacc. Entretanto, em frutos destinados a exportagdo, a
incidéncia ficou abaixo de 3%, com predominio da podriddo
peduncular, causada por Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. em laranja ‘Valéncia’. Evidenciou-se que
as boas praticas agricolas adotadas nos packinghouses de
exportacdo, que incluem selegdo de frutos com baixa fonte
de indculo dos patogenos, eficiéncia do processo de selegido
de frutos injuriados e tratamento com NaClO e fungicidas
em pos-colheita sdo importantes para o controle de doengas
pos-colheita (Fischer et al., 2009b).

Os indices de descarte de frutos em pds-colheita sdo
geralmente reflexos da incidéncia de doencas nessa fase, uma
vez que os frutos sdo desqualificados para comercializagdo
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pela presenca dos sintomas (Gullino, 1994). A probabilidade
de infec¢do na pos-colheita depende da quantidade de
inoculo presente em um ponto do fruto suscetivel. Esta
relagdo com frutos citricos foi demonstrada para patogenos
importantes, como P. digitatum (Wild & Eckert, 1982)
e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc.
(Brown, 1975), segundo a qual, a quantidade de esporos
presentes nos packinghouses influiu significativamente nos
niveis de doengas pds-colheita (Tuset, 1987; Eckert & Eaks,
1989; Zhu et al., 2006). Em levantamento da micoflora em
packinghouses de citros paulistas foi constatado predominio
dos géneros de fungos Cladosporium e Penicillium
(Fischer et al., 2009a). Entretanto, entre os patdogenos de
pos-colheita com importancia econdmica em citros, os
géneros Penicillium e Alternaria foram os isolados com maior
frequéncia nestes packinghouses (Fischer et al., 2009a), assim
como em pomares citricos espanhois (Palou et al., 2001a).

Os problemas derivados dos altos niveis de populagéo
fungica nos pomares e packinghouses de citros sdo
significativamente aumentados quando existem isolados dos
patdgenos resistentes aos fungicidas empregados (Fischer et
al., 2009a). Estudos desenvolvidos, principalmente a partir
de 1970, tém constatado que o fendmeno de resisténcia ¢
uma das principais causas do fracasso de muitos tratamentos
com fungicidas em pos-colheita (Houck, 1977; Boubaker
et al., 2009). A grande maioria dos estudos se refere, por
sua importancia econdmica, a P. digitatum e P. italicum
Wehmer frente aos fungicidas do grupo dos benzimidazois,
ortofenilfenato de sddio e imazalil, e descrevem casos,
tanto de resisténcia simples, como de resisténcia cruzada
e multipla (Bus et al., 1991; Schmidt et al., 2006; Zhu et
al., 2006; Boubaker et al., 2009). Amostragens do ambiente
de packinghouses de citros paulistas constataram que 39%
dos isolados de P digitatum apresentavam resisténcia
ao fungicida tiabendazol e 1% ao imazalil (Fischer et al.,
2009a). A presenga de P. digitatum resistente a fungicidas
em elevada frequéncia nos packinghouses sugere o campo
como o principal local para ocorréncia de resisténcia,
provavelmente pelo alto nimero de aplicagdes de
fungicidas feitas durante quase todo ciclo de produgao, no
controle de diferentes doengas. Isso ficou evidente, pois a
maior frequéncia de isolados resistentes foi encontrada em
packinghouses que ndo empregava fungicidas pos-colheita
(Fischer et al., 2009a).

A medida que se questiona a aplicagio de fungicidas
sintéticos para o controle de doengas, por seus possiveis
efeitos nocivos a saude e ao meio ambiente, vem crescendo
o interesse por sistemas de cultivo agroecoldgico, como
o organico, com um grande nicho de mercado a ser
explorado. O sistema de cultivo organico de citros vem
sendo adotado em varios estados brasileiros (Camargo et
al., 2006). Entretanto, o principal entrave para a producéo
de laranja organica, segundo Sartori et al. (2006) ¢ a falta
de conhecimento cientifico para o cultivo, pois a maioria
das informagdes enfoca o cultivo organico em geral, de
hortaligas, soja e café.
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Em cultivo orgénico de tangerina, na Espanha, foi
observada maior micoflora ambiental do que em pomares
convencionais (Palou et al.,, 200la), possivelmente
relacionada a intensifica¢@o da vida microbioldgica do solo
e ao aumento da biodiversidade relatada nos sistemas de
cultivo orgénicos (Franga et al., 2007).

O presente trabalho teve por objetivos: a) identificar
e quantificar as doengas pds-colheita em laranjas ‘Valéncia’
provenientes de cultivo organico e convencional; b) identificar
e quantificar a micoflora ambiental nos pomares citricolas e c)
detectar a presenca de isolados de Penicillium spp. resistentes
aos fungicidas tiabendazol e imazalil nos pomares.

MATERIAL E METODOS

As amostragens dos frutos de laranja ‘Valéncia’ e
da micoflora ambiental foram realizadas mensalmente,
de julho a dezembro de 2008 e 2009, em dois pomares
organicos e em dois pomares convencionais, localizados em
Borborema (latitude -21° 37° 11 e longitude -49° 04° 25”")
e Itapolis, SP (latitude -21° 35° 44” e longitude -48° 48’
46”"). Amostragens de frutos de laranja ‘Valéncia’ organicos
comercializados na Companhia de Armazéns Gerais de
Sdo Paulo (CEAGESP) foram realizadas mensalmente
no respectivo periodo, com frutos procedentes de pelo
menos quatro municipios: Borborema, SP (trés amostras),
Domingos Martins, ES (trés amostras), Gongalves,
MG (quatro amostras) e Cooperativa dos Citricultores
Ecologicos do Vale do Cai, RS (Ecocitrus) (duas amostras).
A incubagdo, identificacdo ¢ quantificacdo das doengas
pos-colheita e da micoflora ambiental foram realizadas
nas dependéncias da APTA Centro Oeste Bauru, SP.

No manejo fitossanitario das doengas nos pomares
organicos de Borborema e Itapolis, SP, com idades de
oito e 18 anos, respectivamente, foram feitas, em média,
pelos produtores 3,5 aplicagdes de calda sulfocalcica/
ano (2008 e 2009) e uma aplicagdo de calda bordalesa/
ano (2008); enquanto nos pomares convencionais de
Borborema e Itapolis, SP, com idades de seis ¢ 18
anos, respectivamente, foram feitas 5,8 aplicagdes de
oxicloreto de cobre/ano (2008 e 2009), uma aplicacao
de piraclostrobina ou trifloxystrobina/ano (2008 e 2009) e
uma aplicacdo de carbendazim/ano (2009).

Identificacdo e quantificacio das doencas pos-colheita

Cem frutos de laranja “Valéncia’ foram coletados
mensalmente ¢ acondicionados em engradados plasticos
higienizados em cada um dos quatro pomares amostrados,
colhendo-se manualmente ¢ aleatoriamente cinco frutos
da por¢do mediana de 20 arvores. Os 100 frutos organicos
amostrados em um atacadista na CEAGESP estavam
sendo comercializados a granel e mantidos em engradados
plasticos ou caixas de papeldo.

Os frutos foram individualizados em bandejas
plasticas e submetidos a camara Umida por 24 horas,
visando favorecer a expressao de sintomas de doengas,
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permanecendo por mais 13 dias a 25°C e 85% de umidade
relativa, em cAmara fria. A incidéncia de doengas pos-colheita
foi avaliada visualmente a cada dois-trés dias. Em caso de
duvida na identificagdo da doenga, efetuou-se o isolamento
do fitopatdogeno em meio batata-dextrose-agar (BDA) e
a patogenicidade testada através da insercdo de discos
de micélio em frutos sadios, previamente desinfestados
superficialmente com NaCIO (0,5%) e feridos, segundo
metodologia de Nery-Silva et al. (2007). Os fungos isolados
de frutos doentes tiveram a patogenicidade confirmada por
meio da inoculagdo em frutos sadios.

Identificacio e quantificacio da micoflora ambiental de
pomares citricolas

A micoflora ambiental de cada pomar avaliado foi
amostrada pelo método gravimétrico. Cinco placas de
Petri de 9 cm de didmetro (repeti¢des) com meio BDA
suplementado com 0,4 g L' de pentabidtico veterinario
(Fort Dodge®) foram distribuidas entre duas linhas continuas
de arvores e abertas por um minuto para a deposigdo por
gravidade de esporos fungicos sobre o meio de cultivo. As
amostragens foram realizadas sempre entre as 10 e 12 horas,
como forma de minimizar a heterogeneidade das condigdes
ambientais (Palou et al., 2001a).

As placas de Petri foram mantidas a 25°C e
fotoperiodo de 12 h, durante cinco a sete dias, com
posterior contagem e identificagdo das colonias fungicas.
A identificacdo foi feita por género, exceto para as espécies
P. digitatum e P. italicum, identificadas visualmente pela
colorag@o da colonia e patogenicidade em frutos citricos,
e quando necessario, realizou-se observa¢ao microscopica
(Barnett & Hunter, 1998). A frequéncia de cada género
fungico detectado foi expressa como numero de unidades
formadoras de colonias (ufc) por placa.

Determinacio da frequéncia de isolados de Penicillium
spp.- resistentes a fungicidas

A presenga de isolados de Penicillium spp.
resistentes aos fungicidas tiabendazol (Tecto SC) e imazalil
(Magnate 500 CE) foi determinada nos pomares avaliados
concomitantemente a amostragem da micoflora. Para a
tomada de amostras, placas de Petri foram preparadas com
meio de cultura BDA acrescido de 0,4 g L' de pentabidtico
veterinario ¢ de diferentes fungicidas e dosagens: (1)
Sem fungicida; (2) 10 mg L' de ingrediente ativo (i.a.)
de tiabendazol; (3) 1 mg L' de i.a. de imazalil; e (4) 10
mg L' de i.a. de tiabendazol + 1 mg L' de i.a. de imazalil.
Estas doses de fungicidas correspondem as chamadas doses
de resisténcia, obtidas experimentalmente, e nas quais
se considera que unicamente os isolados resistentes sdo
capazes de crescer (Brown, 1990; Holmes & Eckert, 1999;
Zhu et al., 2006). O tiabendazol e o imazalil, assim como
o pentabidtico veterinario, foram adicionados ao meio de
cultura BDA fundente. A amostragem e incubagdo das
placas foram realizadas da mesma forma descrita no item
anterior, entretanto, para o ensaio de resisténcia, utilizaram-
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se trés placas de Petri de cada meio de cultura, as quais
permaneceram abertas por dois minutos nos pomares. No
processo de contagem foram diferenciados trés grupos,
identificando as coldnias visualmente pela coloragdo e por
patogenicidade em frutos citricos: P. digitatum, P. italicum
e outras espécies de Penicillium.

Frutos com sintomas de bolor verde ou azul,
coletados nos pomares e na CEAGESP, tiveram os conidios
de P. digitatum ou P. italicum, respectivamente, repicados,
com auxilio de uma agulha histologica, da superficie de
frutos doentes para placas de Petri contendo os quatro
meios de cultura acima descritos, visando determinar ou
nao a resisténcia do patogeno aos fungicidas através do
seu crescimento micelial. Para cada fruto doente ¢ meio de
cultura foram empregadas trés placas de Petri (repetigdes).

Analise dos dados

Os dados de incidéncia das doengas pos-colheita
nos pomares e entre os pomares foram transformados em
(x+0,5)” e submetidos a uma analise de variancia fatorial
(4 pomares x 9 doencas) e comparagdo de médias pelo teste
de Tukey (P<0,05), tomando-se as médias mensais (2008 e
2009) como repeti¢cdes. Optou-se por analisar os pomares
isoladamente em fun¢@o da variabilidade entre os pomares
de mesmo sistema de cultivo, considerando as diferentes
idades e localidades.

As frequéncias dos géneros fingicos mais comuns
¢ de isolados de Penicillium spp. resistentes a fungicidas
foram transformadas em (x+0,5)” e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05) em relagdo aos diferentes
pomares, tomando-se as médias de cada amostragem como
repeticdo. A comparagao entre amostragens da microfloranas
diferentes avaliagdes de cada pomar foi feita com a mesma
transformagdo, tomando-se as placas como repeti¢des.
A correlacdo entre a incidéncia de bolor verde nos frutos
coletados nos pomares ¢ a frequéncia de P. digitatum da
micoflora ambiental local foi feita pela correlagdo linear
(coeficiente de Pearson), a 5% de probabilidade. Analise
de correlagdo também foi realizada entre a micoflora total
nos pomares e os dados climaticos de temperatura ambiente
dos pomares e precipitagdo acumulada no municipio de
Itapolis, SP (pluvidmetro localizado a 480 m de altitude,
latitude 21°35°, longitude 48°49°).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Doencas pés-colheita

A'incidéncia total de doengas pos-colheita em laranja
“Valéncia’ diferiu estatisticamente entre os quatro pomares
amostrados aos 14 dias de armazenamento, com maiores
incidéncias nos frutos do sistema organico em relagdo aos
do sistema convencional (Tabela 1). Maiores incidéncias
da podriddo peduncular de lasiodiplodia foram observadas
nos frutos organicos (14,8-20,3%), assim como da podridado
peduncular de phomopsis (Phomopsis citri Fawcettt) nos
frutos organicos do pomar de Borborema (4,3%). Na média
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TABELA 1 - Incidéncia (%)' de doengas pds-colheita em laranjas ‘Valéncia’ produzidas em sistema organico (O) e convencional (C), aos

14 dias de armazenamento a 25°C

Doencas Procedéncias’— Sistema de cultivo

IC BC 10 BO Média
Podridao de lasiodiplodia 6,0 cA® 0,3 dA 14,8 bA 20,3 aA 10,4 A
Podriddo de phomopsis 2,2 bB 0,2 bA 3,1 bB 4,3 aB 24B
Bolor verde 1,4 aBC 0,9 aA 0,6 aC 0,4 aC 0,8C
Antracnose 0,1 aC 0,3 aA 0,1 aC 0,3 aC 0,2C
Podriddo negra 0,1 aC 0,1 aA 0,1 aC 0,4 aC 02C
Podridao de fusarium 0,1 aC 0,4 aA 0,0 aC 0,3 aC 0,2C
Podridao azeda 0,2 aC 0,1 aA 0,0 aC 0,0 aC 0,1 C
Bolor azul 0,1 aC 0,0 aA 0,2 aC 0,0 aC 0,1C
Podridao de aspergilus 0,0 aC 0,1 aA 0,0 aC 0,1 aC 0,0C
Total 10,1 ¢ 2,44d 18,8 b 259a 14,3

"Média de 12 amostragens mensais de 100 frutos (julho a dezembro de 2008 e 2009).

*Borborema = (B) e Itapolis = (I).

3Valores seguidos pela mesma letra, minuscula na linha e maitiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5%.

dos pomares, a podriddo de lasiodiplodia foi a doenga mais
frequente (10,4%), seguida da podriddo peduncular de
phomopsis (2,4%). Bolor verde, antracnose, podriddo negra
(Alternaria citri Ellis & N. Pierce), podridao de fusarium
(Fusarium spp.), podriddo azeda [Geotrichum citri-
aurantii (Ferraris) E. E. Butler], bolor azul (P. italicum)
e podriddo de aspergilus (Aspergillus niger Tieghem)
foram encontradas em menor frequéncia (<1,5%), ndo
havendo diferencas entre si e entre os quatro pomares
amostrados.

Maior incidéncia de doengas poés-colheita foi
observada no pomar organico de Borborema ja a partir do
sexto dia de armazenamento (2,7%), enquanto o pomar
organico de Itapolis diferiu do pomar convencional de
Itapolis a partir do12° dia (Figura 1). Menor incidéncia
de doengas foi observada no pomar convencional
de Borborema, com menos de 1% aos nove dias de
armazenamento.

Diferengas significativas na incidéncia total de
doengas pos-colheita nos pomares foram observadas
entre os meses amostrados. De maneira geral, observou-
se um acréscimo na incidéncia total de doengas nos meses
de novembro ¢ dezembro em relagdo aos meses iniciais
de amostragem (julho e agosto) (Figura 2).

Nos frutos de laranja ‘Valéncia’ organica,
comercializados na CEAGESP, a incidéncia total de
podridoes foi de 26,9%, proximo da incidéncia observada
em laranja orgdnica do pomar de Borborema (25,9%)
(Tabela 1). A principal doenga detectada foi a podridao
peduncular de lasiodiplodia (11,9%), seguida pelo bolor
verde (7,2%) e pela podridao peduncular de phomopsis
(5,8%). Em menores incidéncias foram observados
o bolor azul (1,3%), a podridao de fusarium (0,4%), a
podriddo negra (0,3%) e a antracnose (0,2%).

Os resultados obtidos nos pomares e na CEAGESP
confirmam a importdncia econdmica das podriddes
pos-colheita em citros, uma vez que essas doengas
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desqualificam a fruta para comercializagdo, como
destacado por Eckert (1993), que mencionou perdas de até
50% durante o periodo de comercializagdo. A incidéncia
comparativamente inferior de podriddes nos frutos de
laranja ‘Valéncia’ produzidas no sistema convencional
em relagdo a orgénica deve-se, provavelmente, a0 manejo
fitossanitario mais intensivo nos pomares convencionais
com fungicidas cupricos e uso de fungicidas de acdo
mesostémica/sistémica mais especificos. Aplicagdes de
tiofanato metilico em pré-colheita reduziram pela metade
a incidéncia de podriddes em frutos citricos na Florida,
apds o armazenamento (Sarvatore & Ritenour, 2007). E
importante salientar que ha poucas opgdes de insumos
certificados na agricultura organica para o controle de
pragas e doencas quando comparado com a agricultura
convencional. Segundo Turra (2005) as principais
dificuldades de produgdo encontradas pelos produtores
de laranja organica sdo o controle de pragas e doencgas e
a disponibilidade de mdo de obra especializada.

Diferencas na incidéncia das podriddes entre
os periodos de coleta de frutos, nos pomares e na
CEAGESP, também foram verificadas em amostragens
em packinghouses e centrais atacadistas por Dantas et al.
(2003) e Fischer et al. (2007, 2008), e, provavelmente,
estdo associadas a procedéncia dos frutos e as condigdes
ambientais em cada més de amostragem, pois a frequéncia
¢ a intensidade das doengas sdo fortemente influenciadas
pela variagdo ambiental imposta durante todas as etapas
da pré e da pds-colheita (Agrios, 2005).

A podridao peduncular de lasiodiplodia foi a
doenca mais frequente em laranjas ‘Valéncia’ amostradas
nos pomares ¢ na CEAGESP, corroborando os resultados
obtidos por Fischer et al. (2009b) com frutos da mesma
variedade, destinados ao mercado externo. A doencga
assume maior importancia em regidoes quentes e umidas,
como Florida e Caribe (Brown & Eckert, 2000). A
elevada incidéncia desta doenca em laranja ‘Péra’
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FIGURA 1 - Progresso da incidéncia total (%) de doencas pos-
colheita em laranjas ‘Valéncia’ produzidas em sistema organico
(O) e convencional (C), nas cidades de Borborema (B) e Itapolis
(1), no estado de Sao Paulo, durante 14 dias de armazenamento a
25°C. As barras representam o erro padrio da média de 2008 e
20009.
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FIGURA 2 - Incidéncia mensal (%) de doengas pods-colheita
em laranjas ‘Valéncia’ produzidas em sistema organico (O) e
convencional (C), nas cidades de Borborema (B) e Itapolis (I),
no estado de Sao Paulo. As barras representam o erro padrdo da
média de 2008 e 2009.

(11,8%), em Recife, foi atribuida a temperatura do local de
armazenamento dos frutos, em torno de 30°C, aliada ao uso
do etileno para o desverdecimento dos frutos (Dantas et al.,
2003), que causa a abscisdo precoce do calice, facilitando
a entrada do patégeno que se encontra latente nesse tecido
(Barmore & Brown, 1985).
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Phomopsis citri se desenvolve em diregao a regiao
central do fruto, principalmente pela columela, semelhante
a L. theobromae, porém mais lentamente e, raramente,
atinge a extremidade estilar, causando perdas de maiores
propor¢des somente quando os frutos demoram a ser
comercializados (Ismail & Zhang, 2004). Aumento na
incidéncia dessa doenca foi observado por Fischer et al.
(2007), principalmente a partir da segunda semana de
armazenamento em laranjas ‘Lima’ e ‘Natal’. A importancia
de P. citri também foi verificada na Australia e no Japao
(Singh et al., 1977). O fungo que provoca a doenga ¢ o
mesmo que provoca a melanose (Diaporthe citri) no periodo
pos-florada, outra doenga de citros.

O bolor verde, considerado a principal doenga
pos-colheita de laranjas e tangerinas (Citrus reticulata)
em regides semiaridas, podendo em adi¢do ao bolor azul,
representar mais de 90% do total de danos, durante as fases
de transporte, armazenamento e comercializagdo (Tuset,
1987; Eckert & Eaks, 1989; Agrios, 2005), foi pouco
expressiva em laranja ‘Valéncia’, a exemplo do observado
por Fischer et al. (2009b), com incidéncia média inferior a
1%. Os mesmos autores, em estudo semelhante, verificaram
que em laranjas ‘Péra, ‘Natal’ e ‘Lima’, produzidas e
comercializadas no estado de Sao Paulo, o bolor verde foi a
principal doenga, com incidéncia superior a 10%, sugerindo
que a variedade ‘Valéncia’ possa ser menos suscetivel.
Outras doengas, como o bolor azul, a antracnose ¢ a
podriddo azeda, embora em baixas incidéncias, podem ser
importantes em determinadas condi¢des de armazenamento
(Ismail & Zhang, 2004).

A grande diversidade de doengas pos-colheita
provenientes de infecgdes latentes e/ou ativas sugere a
necessidade do emprego de medidas de controle mais
efetivas durante as fases de produg@o e pos-colheita. O
uso de defensivos e as boas praticas agricolas, incluindo
adequada fertilizagdo, podas de limpeza e remogdo de
frutos caidos no pomar, reduzem os tecidos vegetais mortos
e consequentemente a fonte de inoculo de patdgenos,
como L. theobromae, P. citri, A. citri, C. gloeosporioides
e Penicillium spp. Infecgdes em pos-colheita podem
ser reduzidas por meio do manuseio cuidadoso dos frutos
durante as operacdes de colheita, transporte, processamento ¢
armazenamento; da utilizacdo de drencher para a limpeza dos
frutos antes de entrarem no packinghouse e da higienizacao,
com produtos a base de cloro e amonia quaternaria, das caixas
de colheita e das instalagdes (maquinas, cdmaras, piso, etc.)
do packinghouse. Do mesmo modo, a redugdo das doengas
pode ser obtida pelo emprego dos fungicidas em pos-colheita.
Estima-se que sem o uso de tiabendazol em pos-colheita na
Floérida, a venda de frutos citricos poderia sofrer reducao de até
50% (Ismail & Zhang, 2004). A regulagdo do ambiente pelo uso
de camaras frias no armazenamento e contéineres refrigerados
no transporte dos frutos beneficiados atrasa consideravelmente
o desenvolvimento das doengas, sendo pratica importante,
especialmente se combinada com o tratamento quimico, para
a redugao dos danos em pos-colheita.
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Identificacio e quantificacio da micoflora ambiental de
pomares citricolas

O numero médio de colonias fingicas por placa
de Petri isoladas do ambiente dos pomares de laranja
“Valéncia’, entre os anos de 2008 e 2009, foi de 28,7
(Tabela 2). Dentre as colonias fingicas isoladas, 63,1%
corresponderam ao género Cladosporium, 9,3% Fusarium,
7% Epicoccum, 3,6% Penicillium, sendo 1% da espécie
P. digitatum, 2,3% Helminthosporium, 2,4% Phitomyces,
2,1% Alternaria, 0,7% Aspergillus e os 9,4% restantes
aos géneros Aureobasidium, Rhizopus, Trichoderma,
Neurospora,  Mucor, Cephalosporium, Cercospora,
Colletotrichum, Curvularia, Fusicoccum, Geotrichum,
Guignardia, Nigrospora, Pestalotia, Phoma, Phomopsis,
Phytophthora, Septoria, Torula, Umicola, Tritirachium,
Wallemia, Spegazzinia, Stachybotrys, Cryptosporium
Polythrincium, Wardomyces entre outros. Observou-se
apenas uma colonia de P, italicum, no pomar organico de
Itapolis em 2008.

A micoflora total do ambiente, assim como a
populagdo dos principais géneros fungicos ndo diferiu
significativamente entre os quatro pomares amostrados
(Tabela 2). Entretanto, diferengas significativas (P<0,05)
na micoflora total de cada pomar foram observadas entre
os meses amostrados (Figura 3). Palou et al. (2001a)
encontraram maior micoflora ambiental em pomar organico
de tangerina comparado aos pomares convencionais na
Espanha. A micoflora total e a de Penicillium também
apresentaram variabilidade elevada, com interagdes
significativas entre épocas, packinghouses € pomares,
havendo correlagdo positiva entre a micoflora total e a
temperatura ambiente (r>0,9) (Palou et al., 2001a, 2001b).
Na Turquia, maior micoflora ambiental foi observada no
verdo, seguida pelo outono, inverno e primavera (Simsekli
et al, 1999).

Em 2009, concomitantemente as amostragens
mensais da micoflora avaliou-se a temperatura do ar nos
pomares. Nao foram observadas correlagdes (P<0,05) entre
os dados de micoflora ¢ temperatura nos quatro pomares,
diferentemente da correlagdo positiva observada por Palou
et al. (2001a).

Dados mensais de precipitagdo acumulada em
Itapolis, SP, nos anos de 2008 ¢ 2009, também ndo apresentaram
correlagdo com a micoflora total amostrada mensalmente nos
pomares de Itapolis, organico (I0) e convencional (IC) (r=-0,2
em IC e r=-0,1 em 10), mesmo quando utilizada a precipitagdo
acumulada nos ultimos sete dias antes da amostragem da
micofora (r=0,1 em IC e r=-0,2 em 10).

Os resultados obtidos devem ser analisados levando-
se em consideragdo o método de amostragem utilizado para
capturar esporos fingicos dispersos pelo ar que, por sua vez,
poderia explicar a auséncia ou baixo isolamento de fungos dos
géneros Lasiodiplodia ¢ Phomopsis, causadores das podriddes
pedunculares constatadas nos pomares (Tabela 1), mas que sdo
disseminados basicamente por respingos de chuva (Brown
& Eckert, 2000). Diferencas de velocidade e caracteristicas
de crescimento entre os diferentes esporos coletados podem
mascarar a presenca de alguns géneros fingicos. O meio de
cultivo empregado também pode favorecer o crescimento
de alguns fungos em detrimento de outros (Palou et al.,
2001b). Entre os patdégenos pds-colheita com importancia
econdmica, Penicillium ¢ Alternaria foram os isolados com
maior frequéncia, semelhante ao observado em pomares
espanhois (Palou et al., 2001a), packinghouses paulistas
(Fischer et al., 2009a) e na CEAGESP (Fischer et al., 2008).
Entretanto, a frequéncia de P. digitatum foi baixa quando
comparada a encontrada em packinghouses paulistas,
onde segundo Fischer et al. (2009a), eventualmente foram
observados frutos podres sob a linha de beneficiamento,
uma importante fonte de indculo.

Embora a quantidade de in6culo fungico influencie
decisivamente na incidéncia de doengas, outros fatores
como a suscetibilidade intrinseca dos frutos a infec¢do ¢ as
condi¢des ambientais antes e durante o periodo de colheita
também apresentam importancia, impossibilitando o
estabelecimento de uma relagdo quantitativa entre os niveis
de populagio fiingica nos pomares e os danos por doengas
pos-colheita(Palouetal.,2001a). Niveisdeindculoambiental
de P, digitatum e P. italicum em packinghouses citricolas
também nao permitiram uma correlagdo significativa com os
indices de bolores (Fischer, 2007). Entretanto, em ambiente
dos atacadistas da CEAGESP, o mesmo autor observou

TABELA 2 - Colonias (unidades formadoras de colonias por placa) de géneros fingicos presentes no ambiente de pomares de laranja

‘Valéncia’ organicos e convencionais

Pomares' Populacio fangica’

Cladosporium Fusarium Epicoccum Penicillium spp.’ Helminthosporium Pithomyces Alternaria P. digitatum Aspergillus Outros Total
1C 22,6 at 32a 1,2a 0,7a 0,8a 23a 0,6a 0,5a 0,4a 3,la 354a
BC 11,1a 25a 09a 0,6 a 0.4 a 0,2a 0,5a 0,2a 0,2a 34a 20,0a
10 20,4 a 23a 3,8a 1,1a 0,6 a 0,0a 09a 0,2a 0,1a 1.8a 31,3a
BO 18,1 a 2,7a 2,1a 0,6 a 0,8a 03a 0,5a 0,3a 0,1a 2,5a 28,0a
Média 18,1 2,7 2,0 0,8 0,7 0,7 0,6 0,3 0,2 2,7 287

'IC=Itapolis convencional, BC=Borborema convencional; IO=Itapolis organico; BO=Borborema organico.
“Médias de 14 amostragens mensais (junho a dezembro de 2008 e 2009).

Espécies de Penicillium spp., exceto P. digitatum.

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, P<0,05). Anélise estatistica com os dados transformados (x+0,5)"?
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FIGURA 3 - Populagdo flngica total isolada mensalmente
(média entre 2008 ¢ 2009) de ambiente de pomares de laranja
“Valéncia’ com sistema de cultivo organico (O) e convencional
(C), localizados em Borborema (B) e Itapolis (I), SP.

correlag@o positiva entre a frequéncia de P. digitatum e o
bolor verde em frutos de laranja ‘Péra’ ali comercializados.
Ja para laranja ‘Lima’ e tangor ‘Murcott’ tal correlagdo nao
foi verificada (Fischer et al., 2008). No presente estudo, ndo
foi observada correlagdo (r=0,7) entre a frequéncia de P,
digitatum encontrada nos pomares paulistas e a incidéncia
do bolor verde em frutos coletados nos respectivos pomares.
Nao existe um critério geral que permita discernir quais os
limites criticos de contaminagdo fiingica a partir dos quais
existe um alto risco de ocorrer uma incidéncia de bolor
inadmissivel. Ndo obstante, em packinghouses, procura-se
definir, mediante os niveis fingicos populacionais, zonas
sujas e zonas limpas e também estabelecer limites criticos
que permitam determinar a eficacia das operagdes de
higienizagdo (Sus & Vifias, 1990; Orihuel et al.,1996; Palou
et al., 2001b).

O nivel da populagdo fungica ambiental presente
nos pomares paulistas foi inferior ao encontrado em
pomares citricolas espanhois com média de 52,9 ufc
por placa (Palou et al., 2001a). Entretanto, assim como
na Espanha, a contaminagdo fungica nos pomares
foi superior, comparativamente, a encontrada em
packinghouses citricolas (Fischer et al., 2009a; Palou et
al., 2001b).

Cladosporium foi o género mais abundante nos
pomares paulistas (Tabela 2), resultados que corroboram
os encontrados por Palou et al. (2001a; 2001b) em pomares
e packinghouses espanhdis e por Fischer et al. (2009a)
em packinghouses paulistas. A espécie Cladosporium
herbarum ¢ descrita como um patégeno pods-colheita
de pouca importancia em citros (Tuset, 1987). Sua
presenga predominante nas superficies das camaras de
desverdecimento e refrigeracdo de packinghouses
citricolas valencianos foi constatada por Diaz e Vila
(1987, 1988). Em fungdo da enorme variabilidade de
colonias de Cladosporium encontrada neste trabalho e da
baixa importadncia do mesmo como patégeno em citros,
optou-se por ndo caracterizar as espécies.
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Determinacio da frequéncia de isolados de Penicillium
spp.- resistentes a fungicidas

Nao foram observados isolados de P. digitatum
resistentes a tiabendazol + imazalil no ambiente dos pomares
citricolas (Tabela 3). Um tnico isolado de P. digitatum
resistente a imazalil foi observado no ambiente dos pomares
convencionais de Itapolis em 2008 ¢ de Borborema em
2009, correspondendo a uma frequéncia média de 0,02
ufc por placa. Resisténcia dos isolados de P digitatum a
tiabendazol foi constatada em porcentagens de 34,48 a
64,62 nos pomares, nao havendo diferengas significativas
na frequéncia (0,12-0,24 ufc por placa) entre os pomares.
Penicillium italicum foi constatado em baixa frequéncia
nas amostragens, apenas 1 ufc nos pomares de Itapolis
e Borborema organico, ndo sendo observados isolados
resistentes aos fungicidas. Em ambiente de packinghouses
citricolas paulistas a frequéncia de isolados de P. digitatum
resistentes a imazalil também foi baixa (<0,05 ufc por placa),
ndo sendo constatados isolados resistentes a tiabendazol +
imazalil (Fischer et al., 2009a), entretanto, isolados de P.
digitatum resistentes a tiabendazol foram observados em
maior frequéncia (0,36-2,36 ufc por placa) no ambiente
de dois packinghouses, possivelmente associada a maior
populagdo do patdégeno nestes packinghouses (1,37-4,55
ufc por placa) em relagdo aos pomares (0,21-0,69 ufc por
placa), uma vez que a porcentagem média de resisténcia foi
de 47,3 nos pomares ¢ 38,9 nos packinghouses.

A porcentagem média de outros Penicillium spp.
resistentes a tiabendazol, imazalil e tiabendazol + imazalil
foi de 27,94; 43,04 ¢ 19,22, respectivamente, no ambiente
dos pomares, sendo a frequéncia média de 0,14; 0,22 ¢ 0,10
ufc por placa, respectivamente. A frequéncia de isolados de
Penicillium spp. resistentes aos fungicidas nao diferiu entre
os pomares amostrados (Tabela 3). Semelhante ao observado
nos pomares, amostragens da micoflora em packinghouses
citricolas paulistas e espanhois evidenciaram maiores
frequéncias de Penicillium spp. resistentes a imazalil e a
tiabendazol + imazalil, quando comparado a P. digitatum
e P, italicum (Palou et al., 2001b; Fischer et al., 2009a).
Diaz & Vila (1989) descreveram isolados de P. variabile, P.
steckii e P. velutinum, e em menor escala de P. digitatum e
P italicum, com resisténcia cruzada a imazalil e procloraz.
Em contrapartida, uma maior resisténcia a tiabendazol foi
observadanos isolados de P. digitatum, emrelagdo as demais
espécies do género, nos pomares ¢ packinghouses paulistas
(Fischer et al., 2009a), diferentemente do constatado em
packinghouses espanhois (Palou et al., 2001b).

Dos isolados de P. digitatum obtidos de laranjas
‘Valéncia’ amostradas nos pomares organicos ¢
convencionais (Tabela 1), 67,1% oriundos do sistema
convencional e 61,3% do sistema organico se mostraram
resistentes in vitro ao fungicida tiabendazol, ndo sendo
observada resisténcia ao imazalil e tiabendazol + imazalil.
Ja para os isolados de P digitatum obtidos de laranjas
‘Valéncia’ amostradas na CEAGESP, 23,7% mostraram-se
resistentes ao tiabendazol e 2,6% resistentes a imazalil e a
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TABELA 3 - Frequéncia de Penicillium spp. resistentes aos fungicidas tiabendazol (TBZ) e imazalil (IZ) em ambiente de pomares de

laranja ‘Valéncia’ organicos e convencionais

Isolados de Penicillium Tratamento Frequéncia Pomares'
(ambiente) (Placa Petri) IC BC 10 BO Média
Penicillium digitatum BDA ufc/placa 0,69 a* 0,35a 0,21 a 0,26 a 0,38
BDA+TBZ ufc/placa 0,24 a 0,12a 0,12a 0,17 a 0,16
% 34,48 34,48 55,56 64,62 47,29
BDA+IZ ufc/placa 0,02 a 0,02 a 0,00 a 0,00 a 0,01
% 3,45 6,90 0,00 0,00 2,59
BDA+TBZ+1Z ufc/placa 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00
% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Outros Penicillium spp. BDA ufc/placa 0,42 a 0,60 a 0,43 a 0,64 a 0,52
BDA+TBZ ufc/placa 0,13a 0,18 a 0,13a 0,13a 0,14
% 31,43 30,00 30,56 19,75 27,94
BDA+IZ ufc/placa 0,21 a 0,25a 0,18 a 0,24 a 0,22
% 51,43 42,00 41,67 37,04 43,04
BDA+TBZ+HIZ ufc/placa 0,01 a 0,10a 0,17 a 0,12 a 0,10
% 2,86 16,00 38,89 19,14 19,22

*Médias de 14 amostragens mensais (junho a dezembro de 2008 e 2009).

IC=Itapolis convencional, BC=Borborema convencional; IO=Itapolis organico; BO=Borborema orgéanico.
2Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si (Tukey, P<0,05). Analise estatistica com os dados transformados (x+0,5)"2.

tiabendazol + imazalil. Os isolados de P. italicum obtidos
de frutos amostrados nos pomares nao foram resistentes
aos fungicidas tiabendazol e imazalil, enquanto para os
isolados obtidos de frutos citricos da CEAGESP, 50%
foram resistentes a tiabendazol, 25% a imazalil e 15% a
tiabendazol + imazalil. A propor¢do de isolados de P.
digitatum resistentes a tiabendazol e imazalil também
foi elevada em frutos citricos, no Marrocos, 37 e¢ 19%,
respectivamente, enquanto para P. italicum foide 21 e 2,5%,
respecivamente. Ja a resisténcia para ambos fungicidas foi
de 10% para P. digitatum e 1,5% para P. italicum (Boubaker
et al., 2009).

A baixa frequéncia de isolados resistentes ao
imazalil deve-se, provavelmente, a ndo utilizagdo do grupo
dos imidazois em pomares citricolas, além de ser, esse
grupo quimico considerado de baixo a mediano risco no
desenvolvimento de resisténcia por patogenos (Decker,
1985). A maior frequéncia encontrada para o tiabendazol
deve-se, provavelmente, ao uso continuo de benzimidazodis
(tiofanato metilico e carbendazim), em pomares citricolas
paulistas, no controle da podridao floral (Colletotrichum
acutatum) e da mancha preta dos citros (Guignardia
citricarpa), ¢ que apresentam modo de ag@o similar ao
tiabendazol (Fischer et al., 2009a). Isolados de P. digitatum
resistentes se tornaram comuns em pomares japoneses
onde benzimidazoéis foram empregados por varios anos
em pré-colheita (Kuramoto, 1976). Entretanto, os pomares
convencionais estudados receberam apenas uma aplicagdo
de carbendazim em 2009, indicando uma relativa baixa
pressao de selegdo aos benzimidazodis no periodo. Isolados
resistentes a tiabendazol também foram encontrados em
pomares e packinghouses onde nao se aplicaram quaisquer
benzimidazoéis (Harding, 1972; Kuramoto, 1976; Wild &
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Eckert, 1982; Fischer et al., 2009a), a exemplo dos pomares
organicos de laranja ‘Valéncia’, indicando a possibilidade de
uma elevada variabilidade genética (Schmidt et al., 20006).
Segundo Brown (1990), em uma populagdo natural de P.
digitatum, esporos resistentes a tiabendazol sdo produzidos
na razdo de 1 a 10 para cada 100 milhdes de esporos
produzidos, potencialmente, em um tnico fruto com bolor
verde. Mutagdes nos genes B-tubulina e CYP51 t€m sido
descritas como responsaveis pela resisténcia de Penicillium
spp. a tiabendazol e a imazalil, respectivamente (Schmidt et
al., 2006; Zhu et al., 2000).

A frequéncia encontrada de isolados de P. digitatum
resistentes aos fungicidas, principalmente ao tiabendazol, ¢
preocupante, pois populac¢des resistentes poderiam proliferar
facilmente ¢ também desenvolver resisténcia multipla.
Segundo Fischer et al. (2009a), a eficacia no controle de
bolor verde, causado por isolados resistentes a tiabendazol,
foi menor comparada aos isolados néo resistentes, quando
inoculados em frutos previamente tratados com o fungicida
em sua dosagem comercial (1000 mg L'). Ao menos nos
proximos anos nao se prevé uma diminui¢do da pressao de
selecdo existente ja que presumivelmente estes fungicidas
continuardo a ser empregados de forma continuada.
A combinacdo de fungicidas com diferentes modos de
acdo previne ou atrasa o desenvolvimento de populagdes
resistentes (Delp, 1988). Entretanto, Holmes e Eckert (1999)
verificaram que a propor¢ao de isolados de P. digitatum e
P italicum com resisténcia tripla aos fungicidas imazalil,
tiabendazol e ortofenilfenol praticamente duplicou-se em
seis anos em packinghouses californianos devido a utilizagio
intensiva destes fungicidas, tanto sequencialmente como em
combinag¢do. Produtos com diferentes modos de agdo, como
azoxistrobina, fludioxonil e pirimetanil, devem remediar os
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problemas de populagdes de Penicillium spp. resistentes
ao tiabendazol e imazalil (Kanetis et al., 2008). Contudo,
em trabalho recente estes autores ja constataram uma
menor sensibilidade in vitro de isolados de P. digitatum aos
fungicidas fludioxonil e pirimetanil, mesmo antes de serem
empregados comercialmente em pos-colheita (Kanetis et
al., 2010).
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