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ALTERNATIVAS PARA A REDUCAO DE SINTOMAS DE MANCHA
PRETA DOS CITROS DE TANGERINAS PARA CONSUMO IN NATURA!

Autor: Fernanda Varela Nascimento
Orientador: Renar Jodo Bender
Coorientador: Rosa Maria Valdebenito Sanhueza

RESUMO

A citricultura esta entre as principais atividades agricolas do Brasil e do Rio
Grande do Sul. Porém, diversos problemas fitossanitarios acometem os cultivos
sendo que a mancha ou pinta preta dos citros (Phyllosticta citricarpa) é uma das
doencas fingicas que tem causado preocupagdo e tem sido responsavel pelo aumento
do custo de producdo. O fungo pode infectar os frutos ainda na fase inicial de
desenvolvimento e os sintomas aparecem durante a maturacdo quando a casca muda
de cor ou ainda podem manifestar-se em pés-colheita, geralmente na face exposta ao
sol e ficam restritos ao flavedo comprometendo a aparéncia dos frutos e a sua
comercializagdo para o mercado in natura. Assim, 0s objetivos desse trabalho foram
caracterizar o inicio e progresso da doenca nas tangerinas no RS e estudar a
aplicacdo de peliculas fotoprotetoras e 0 uso de revestimentos comestiveis como
formas alternativas para reduzir os sintomas de mancha preta dos citros em pos-
colheita de tangerinas. Realizou-se um estudo nas condicdes da Depressdo Central do
Rio Grande do Sul, atraves da exposicdo de tangerinas em diferentes periodos
durante dois ciclos para determinar periodos favoraveis a infeccdo. Peliculas
fotoprotetoras a base de emulsdo de cera de carnalba ou com a adicdo de Oxido de
zinco (ZnO) e dioxido de titanio (TiO2) foram avaliadas em trés experimentos. Em
pos-colheita, foram testados revestimentos comestiveis a base de quitosana ou
emulsdo de carnadba e, também, com a adicdo de sais com acdo antimicrobiana:
bicarbonato de sodio e metassilicato de sodio, em tangerinas ‘Cai’, ‘Rainha’ e
‘Montenegrina’. Do estudo observacional conclui-se que ndo houve correlagéo entre
a incidéncia da doenca e a precipitacdo e temperatura e os frutos foram suscetiveis a
infeccdo durante todo o seu desenvolvimento. Constatou-se que a aplicacdo de
peliculas fotoprotetoras a base cera de carnauba a 20% em tangerinas pode reduzir a
incidéncia de mancha preta dos citros nas cvs. Montenegrina e Rainha, mas a adi¢éo
de TiO2 pode causar danos a casca de frutos e reducdo da atividade fotossintética.
Assim, serd necessario aprimorar as formulagbes e uso desses produtos para
viabilizar essa técnica em diferentes cultivares. O uso de revestimentos comestiveis
inibiu o aparecimento de lesdes em pds-colheita de tangerinas ‘Cai’, porém ndo teve
o mesmo efeito em ‘Rainha’ e ‘Montenegrina’. Indicando que ¢ importante integrar
essa pratica a outras medidas de controle.

1 Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul,Porto Alegre, RS, Brasil. (102f.) Agosto, 2017.
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ALTERNATIVES FOR REDUCTION OF CITRUS BLACK SPOT
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CONSUMPTION?
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Advisor: Renar Jodo Bender
Co-advisor: Rosa Maria Valdebenito Sanhueza

ABSTRACT

The citrus industry is an eminent agribusiness in Brazil and in the state of Rio
Grande do Sul. Yet, several phytosanitary problems affect the groves and citrus black
spot (Phyllosticta citricarpa) is a disease that causes concern and is responsible for
raising production costs. The fungus is capable to infect the fruit in the early stages
of development, though symptoms may appear during ripening when peel color starts
to change or only after harvest along handling procedures. The lesions befall the fruit
peel, most commonly, at the sun-exposed side but are restricted to the flavedo
compromising fruit appearance and, thus, rendering the fruit unattractive for fresh
consumption markets. Therefore, the objectives of the present work were to
characterize the starting point and the evolution of infection and to evaluate the
application of photoprotective films and the use of edible coatings as alternatives to
reduce the after harvest incidence of citrus black spot symptoms on tangerines.
Under the conditions of the Depressdo Central in the state of Rio Grande do Sul were
conducted field studies along two harvesting seasons to settle on most likely disease
infection periods. Field applications of photoprotective films based on carnauba wax
emulsions complemented with zinc oxide (ZnO) or titanium dioxide (TiO2) were
evaluated in three experiments. In the postharvest trials, the application of edible
coatings based on chitosan or carnauba wax emulsion complemented with
antimicrobial salts such as sodium bicarbonate or sodium metassilicate were
evaluated on fruits of the cultivars Cai, Rainha and Montenegrina. From the
observational study, it was possible to conclude that the prevailing period of P.
citricarpa infection is during physiological small fruit drop, but there was no
correlation with the temperature and precipitation. The application of photoprotective
films may reduce the incidence of citrus black spot symptoms, however, when
titanium dioxide is added to the spray solution a reduction in photosynthetic activity
of the plants was determined and fruit evidenced peel damages. Therefore, it is
imperative to improve the formulations and its use headed to the usefulness of the
application to different cultivars. The postharvest application of edible coatings
inhibited the appearance of citrus black spot symptoms on cv. Cai fruit, but did not
have the same effect on "Rainha” and “Montenegrina” fruit indicating that is
important to integrate that technique with other control practices.

2 Doctoral thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (102p.) August,2017.
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1 INTRODUCAO

A citricultura estd entre as principais atividades agricolas do Brasil,
destacando-0 como 0 pais que mais produz laranja, principalmente para a producédo
de suco. Também, estd entre os paises que mais produzem outras frutas citricas,
como 0 grupo das tangerinas, mandarinas, clementinas, satsumas e o grupo das limas
e limbdes. No estado do Rio Grande do Sul, a citricultura tem um importante papel
econdmico e social, sobretudo a producdo de tangerinas voltada ao consumo in
natura.

Entretanto, os citricultores galchos enfrentam diversos obstaculos, sendo que
0s problemas fitossanitarios sdo 0s que mais oneram o custo de producdo e afetam a
qualidade dos frutos. A mancha preta dos citros ou pinta preta dos citros
(Phyllosticta citricarpa) é a doenca fungica que tem causado maior preocupagdo ao
setor, porque o principal método de controle utilizado é a aplicacdo de fungicidas
sintéticos, mas em alguns casos tem sido pouco efetivo.

O Vale do Cai destaca-se como a principal regido produtora, sendo que as
tangerinas do grupo das bergamotas ou mexericas (Citrus deliciosa Tenore) séo as
mais cultivadas, principalmente ‘Montenegrina’ e ‘Cai’. Essas cultivares sdo bastante
suscetiveis a P. citricarpa, mas ha poucos estudos em relacdo a doenca e ndo ha
informacdes sobre os aspectos epidemiolégicos da doenga no Rio Grande do Sul.

Em éareas onde existe alta pressdo de indculo do fungo, a infeccdo pode



acentuar a queda precoce de frutos jovens. Alem disso, as infeccGes podem ocorrer
durante os estadios iniciais de desenvolvimento dos frutos, e o fungo pode
permanecer quiescente, manifestando os sintomas apenas nos estadios de maturacéo
ainda no campo ou na pos-colheita, comprometendo assim a aparéncia destes frutos e
a sua comercializacao.

Para isso, é necessario o desenvolvimento de técnicas e produtos seguros que
possam ser utilizadas em pré ou pds-colheita, capazes de reduzir a infeccdo e
colonizacdo das tangerinas e a consequente perda de qualidade dos frutos. Além
disso, é importante conhecer os aspectos ambientais de cada local que influenciam o
fungo P. citricarpa, para que as medidas de controle da doenca sejam efetuadas no
momento adequado e de forma mais eficiente.

Constantemente, tem se buscado alternativas de controle de pragas e doencas
de plantas que possam auxiliar na reducdo do uso de pesticidas na produgdo agricola
em geral. H& uma conscientizacdo acerca dos efeitos nocivos dos residuos e uma
preocupacao crescente, ndo sO pela saide do consumidor, mas pela seguranca e
preservacdo ambiental.

Uma técnica que vem sendo estudada é a tecnologia de filmes com particulas
inertes, que consiste em uma formulacdo aquosa para aplicacdo nas plantas capaz de
formar uma pelicula protetora contra danos de insetos, patdgenos ou queimaduras
causadas pelo sol. No caso da mancha preta dos citros, a radiagéo solar parece ser um
fator que promove o desenvolvimento do fungo P. citricarpa e contribui para uma
maior ocorréncia de sintomas. Assim, a utilizacdo de filmes com particulas em
tangerinas, além de conferir uma barreira fisica de protecdo contra a infecgdo do

fungo, também poderia reduzir a incidéncia dos raios solares na superficie do fruto ja



infectado, inibindo o desenvolvimento do patdgeno e o aparecimento dos sintomas.

O periodo de incubacdo dessa doenca pode ser bem extenso (=200 dias) e 0s
sintomas podem surgir no periodo de maturacdo do fruto ou durante a pds-colheita.
Nesse caso, 0 uso de revestimentos comestiveis com acdo antimicrobiana poderia
auxiliar no controle da mancha preta dos citros. Esses revestimentos sdo produzidos a
partir de substancias, como a quitosana e a cera de carnauba, capazes de formar um
filme sobre a epiderme do fruto, que podem retardar a sua deterioragdo. Atuam como
veiculo de aditivos antimicrobianos ou, entdo, podem apresentar atividade
microbiana como no caso da quitosana.

Dessa forma, realizaram-se esses estudos para avaliar o efeito dessas técnicas
sobre a mancha preta dos citros em tangerinas para consumo in natura. Para isso,
foram desenvolvidos filmes de particulas para aplicagdo no pomar, constituidos de
emulsdo de cera de carnalba, suplementados com os filtros solares inorganicos éxido
de zinco e dioxido de titdnio, que apresentam capacidade de formar uma pelicula
protetora que reduz a radiacdo solar incidente na superficie dos frutos. Também, foi
avaliado o efeito do uso revestimentos comestiveis em pds-colheita de tangerinas,
formulados a base de emulsdo de cera de carnalba e quitosana, com ou sem adi¢éo
de substancias que apresentam atividade antimicrobiana, como bicarbonato de sddio

e metassilicato de sédio.



2 OBJETIVO GERAL

Estudar alternativas de protecdo das frutas para reduzir os sintomas de
mancha preta dos citros (MPC) em pos-colheita de tangerinas destinadas ao consumo

in natura.

2.1 Objetivos especificos

o Caracterizar o inicio e progresso da MPC nas tangerinas na regido da
Depresséo Central do Rio Grande do Sul.

o Estudar o efeito da aplicacdo de peliculas fotoprotetoras a base de cera
de carnalba de filtros inorganicos sobre a incidéncia de MPC.

o Avaliar a influéncia do uso em pos-colheita de revestimentos
comestiveis a base de quitosana e cera de carnalba no aparecimento de sintomas

oriundos de infecces latentes de MPC em tangerinas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Citricultura - Cultura de Tangerineiras

De acordo com os dados de producdo de 2014, o Brasil é o maior produtor
mundial de laranjas, seguido de China, india e Estados Unidos. Em relacdo a
producdo de tangerinas, mandarinas, clementinas e satsumas, o Brasil € o quarto
maior produtor, ficando atrds da China, Espanha e Turquia (FAOSTAT, 2017). A
maior parte da producdo de laranjas é destinada para a industria de suco, enquanto
que as tangerinas, mandarinas, clementinas e satsumas sdo consumidas in natura.

A citricultura é uma atividade que tem grande importancia econdmica e social
para 0 estado do Rio Grande do Sul, especialmente o cultivo de tangerineiras. A
citricultura de mesa proporciona empregos diretos a pessoas e familiares que estdo
fixadas no meio rural, além disso, gera empregos em atividades correlatas, como
transporte, comercializacdo, industria de sucos e Oleos essenciais (Koller & Schéfer,
2009).

De acordo com dados de 2015, o estado do Rio Grande do Sul ocupa a quarta
posicdo na producdo de tangerinas no Brasil, ficando atrds de S&o Paulo, Minas
Gerais e Parana. A éarea colhida, no entanto, é a segunda maior. Sdo 11.101 ha com
um rendimento de 11.840 kghal, enquanto Sdo Paulo que é o estado que possui a
maior area colhida, 11.354 ha, apresenta um rendimento de 31.278 kgha! (IBGE,

2017).



A citricultura é praticada em diversas regides do Rio Grande do Sul,
principalmente no Vales do Cai e Taquari, regides Norte, Nordeste, Campanha
Galcha e Fronteira Oeste. O Vale do Cai é a principal regido produtora, destacando-
se pelo cultivo de tangerinas do grupo das bergamotas ou mexericas (Citrus deliciosa
Tenore), sendo mais tradicionais as cultivares Montenegrina e Cai (Oliveira et al.,
2016).

Os problemas fitossanitarios estdo entre as principais dificuldades enfrentadas
pelos citricultores gadchos, que podem reduzir o rendimento da cultura. Com
destaque para a ocorréncia de doencas fungicas, incluindo-se a pinta preta ou mancha
preta dos citros (MPC), causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (Pandolfo, 2011).
Esta doenca atinge as principais variedades comerciais de citros, o que implica no
aumento do custo de produgdo e ao risco de contaminacdo, devido a necessidade de

controle com fungicidas (Silva, 2013).

3.2 Mancha Preta dos Citros (MPC)

A MPC foi descrita pela primeira vez na Australia em 1895, mais tarde, na
China (1920), Argentina (1928), Africa do Sul (1929) e no Brasil (1980). Mais
recentemente, em 2010, foi relatada a introducdo do patdgeno nos Estados Unidos
(Carstens et al., 2017). O agente causal é o fungo ascomiceto Phyllosticta citricarpa
(McAlpine) Van der Aa. A sua reproducdo pode ocorrer de forma assexuada ou
sexuada, por isso, o0 fungo era denominado pelo bindmio Guignardia citricarpa
Kiely (teleomorfo) e P. citricarpa (anamorfo). Porém, a nomenclatura binomial dos
fungos foi abolida em 2011 (“Melborne Code™), sendo priorizado o nome da forma
com a qual o fungo foi inicialmente descrito. No caso da MPC, a forma assexuada foi

descrita antes da sexuada, entdo o patdgeno passou a ser designado exclusivamente



por P. citricarpa (Silva Junior et al., 2016).

Assim, a ocorréncia da doenca pode ter inicio tanto em picnidiésporos
(conidios) presentes em picnidios formados nas lesdes existentes nos frutos maduros,
ramos e folhas caidas no solo, como nos ascasporos produzidos nos pseudotécios que
se desenvolvem apenas nas folhas em decomposicdo (Sposito et al., 2011). A
alterndncia entre periodos de molhamento e secamento das folhas, bem como, a
amplitude térmica entre o dia e a noite s&o condicbes Otimas para a maturacdo dos
pseudotécios (Kotzé, 1981; Rossetto et al., 2011; Fourie et al., 2013).

Os ascosporos sdo disseminados pelo vento a distancias de até 2,5 Km,
enquanto os conidios necessitam de molhamento para dissolver a mucilagem que 0s
envolve nos picnidios. Em contato com o tecido do hospedeiro, ocorre a germinacao
formacdo do apressorio e da hifa de penetragdo (peg) que perfura e penetra a cuticula
diretamente, formando novas hifas e, consequentemente, produzindo sintomas
(Kotzé, 1981, Feichtenberger et al., 2005).

Os principais sintomas sdo as lesbes na casca de frutos citricos (laranjas
doces, limBes, tangerinas e seus hibridos), que ficam restritas ao flavedo e ndo
afetam a qualidade interna do fruto. Em ataques mais severos, podem ser observadas
lesbes em ramos, folhas e queda acentuada dos frutos jovens, reduzindo
significativamente a producdo (Scaloppi et al., 2012).

Sdo descritos seis tipos de sintomas em frutos: mancha preta ou dura, é o
sintoma mais comum, a lesdo possui um halo saliente de coloragdo marrom escura, 0
centro é deprimido e cinza. No interior das lesdes, encontram-se pontuacdes negras,
que sdo os picnidios (Figura 1); mancha sardenta, caracterizada por lesGes

deprimidas e avermelhadas que podem aparecer em pré-colheita ou, mais



comumente, em pds-colheita, também pode haver formacdo de picnidios no seu
interior; mancha virulenta, é consequéncia do crescimento e coalescéncia das lesdes
dos dois tipos anteriores; falsa melanose, séo lesdes pequenas, lisas, numerosas e de
cor negra, semelhantes as de melanose (Diaporthe citri F. A. Wolf); mancha trincada
caracteriza-se pela presenca de manchas superficiais, irregulares, lisas e de tamanho
variado, que inicialmente, tém aspecto oleoso e evoluem para a coloragdo escura,
com a maturacdo dos frutos, a casca apresenta trincas ou fissuras; mancha
rendilhada, é considerada uma variacdo do sintoma tipo falsa melanose, caracterizada
pela presenca de lesdes superficiais, sem borda definida, e textura lisa, que aparecem

guando os frutos ainda estdo verdes (Silva-Pinhati et al., 2009).

FIGURA 1. Fruto com sintoma de mancha preta dos citros (Phyllosticta citricarpa)
do tipo mancha dura. Porto Alegre, 2017.

Apesar dos sintomas ficarem restritos ao flavedo, as lesdes depreciam a

aparéncia da fruta destinada ao mercado para consumo in natura e, ainda, restringe a

exportacdo para paises da Unido Europeia onde a doenca é considerada praga

quarentenaria A1 (EFSA PLH Panel, 2016). Ja foi relatada a presenca de P.



citricarpa em folhas assintométicas caidas de Citrus sinensis e C. limon na Italia,
Malta e Portugal, entretanto os isolados ndo foram obtidos em é&reas de cultivo
comercial e ndo estavam associados a sintomas da doenca (Guarnaccia et al., 2017).

O fato de o fungo P. citricarpa estar presente na Europa e ndo estar causando
a MPC pode ser devido as condi¢des climaticas da regido do Mediterraneo que ndo
favorecem o seu estabelecimento (Magarey et al., 2015). Esse tema tem gerado
discussdes, enquanto pesquisadores da Africa do Sul, Australia, Brasil e Estados
Unidos defendem que os frutos comercializados ndo oferecem uma ameaca para a
introducdo da doenca na Europa, os pesquisadores da Espanha tentam mostrar que ha
risco e que é necessdrio manter barreiras fitossanitarias a importagdo (Fourie et al.,
2017; Martinez-Minaya et al., 2017).

Uma das principais caracteristicas da MPC é o seu longo periodo de
incubacdo. A infeccdo pode ocorrer desde o crescimento inicial do fruto, mas o0s
sintomas sO aparecem a partir da fase de transicdo entre a cor verde de casca e a
maturacdo e, em alguns casos, manifestam-se durante 0 armazenamento e transporte
(Caixeta et al., 2008). Quando a infecgdo ocorre no inicio do desenvolvimento de
laranjas “Valéncia’ pequenas, com aproximadamente 15 mm de didmetro, o inicio do
aparecimento dos sintomas pode ser superior a 200 dias, entretanto, se a infeccao
ocorre no fruto proximo a maturacdo (> 50 mm de diametro) o periodo de incubacéo
pode ser menor que 30 dias (Aguiar et al., 2012).

Segundo Kotzé (1981) ocorre maior desenvolvimento de lesdes em frutos
expostos a altas intensidades de luz na comparagdo com frutos que ficam
sombreados, bem como, aparecem mais sintomas no lado do fruto mais exposto a

luz. Ainda, o autor relata que a incidéncia de lesdes em frutas localizadas nas
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metades superiores das copas é trés vezes maior do que nas frutas das metades
inferiores de copas de plantas velhas. A explicacdo para esta situacdo de distribuicdo
de incidéncia é o fato que os frutos ficam mais expostos a luz devido & menor
guantidade de folhas da camada superior. Também foi observado por Kotzé (1981)
que, na Africa do Sul, ocorrem significativamente mais sintomas de MPC no lado da
planta voltado para o norte do que no lado voltado para o sul.

No Brasil, estudos relacionando a severidade de MPC com a posi¢do solar e o
alinhamento de plantio do pomar indicam que frutos oriundos de pomares
implantados no alinhamento NE-SO, em que as faces dos frutos voltadas para o
noroeste e sudeste ficam mais expostas, apresentam niveis de severidade mais
elevados que no alinhamento N-S, onde as faces dos frutos mais expostas sdo
voltadas para o leste e oeste (Andrade et al., 2009).

Em testes in vitro, constatou-se que houve maior producéo de pseudotécios e
ascosporos de P. citricarpa nas placas incubadas sob fotoperiodo de 12 horas e luz
continua que aquelas que ficaram incubadas no escuro. Esta observacdo evidencia
que a luminosidade é um fator que pode influenciar a disseminacdo e 0 processo
infeccioso do fungo, pois favorece a formacdo dos propagulos (Timossi et al., 2003).

Também, Gonzatto (2009) observou uma reducdo de 17% da incidéncia de
MPC em laranjas ‘Valéncia’ cultivadas em sistema agroflorestal em relacdo ao
cultivo de plantas sob sol. Segundo o autor isso aconteceu devido & atenuagdo da
radiacdo solar transmitida ao nivel dos frutos, por causa do sombreamento sobre a
copa da planta citrica ou, entdo, pelo efeito indireto sobre o processo de maturacao
mais tardio observado nos frutos de laranjeira ‘Valéncia’ sob sistema agroflorestal.

O uso de fungicidas é o principal método empregado para o controle de MPC,



11

mas 0 custo dos tratamentos fitossanitarios € elevado e ja existem relatos de isolados
de P. citricarpa resistentes (Rodrigues et al., 2007; Fialho, 2008; Possiede et al.,
2009). Portanto, a otimizagdo de pulverizagdes entre fungicidas cupricos e
estrobilurinas € o que tem sido realizado para reduzir a incidéncia da doenca nos
pomares comerciais e, se esse manejo nao for adequado, pode implicar em uma alta
pressdo de selecdo de resisténcia a essas moléculas (Silva Junior et al., 2016).

Existe, entdo, a necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos de
controle, como o desenvolvimento de técnicas de manejo e 0 uso de substancias mais
especificas que ndo impliquem em riscos para saude humana e ndo interfiram, de

mesmo modo, no ambiente.

3.3 Métodos alternativos de controle de MPC

Devido as caracteristicas biologicas do fungo P. citricarpa e a dinamica da
MPC, é imperativa a necessidade de adotar de medidas de controle integradas com o
objetivo de minimizar os danos causados pela doenca, visando interromper ou a
desacelerar o progresso da doencga (Scaloppi et al., 2012). As medidas que conduzem
a aceleracdo da decomposicdo das folhas caidas podem inibir a formacdo de
pseudotécios e, consequentemente, reduzir a fonte de inoculo apresentado pelos
ascosporos (Bellotte et al., 2009). Também, alguns agentes bioldgicos tém
demonstrado acdo antagonista in vitro ao fungo P. citricarpa, como é o caso de
Saccharomyces cerevisiae e de Trichoderma sp. (Fialho et al., 2010; Lima, 2016).

Outra estratégia alternativa para o controle de P. citricarpa é 0 uso de
produtos em pré e pds-colheita compostos por substancias considerados como GRAS
(Generally Recognized as Safe), ou seja, seguras para 0 uso em alimentos (Palou et

al., 2016; FDA, 2017). Neste caso, se inclui o uso de filmes com particulas inertes,
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que podem reduzir os danos por insetos e fitopatdgenos, por formar uma barreira
fisica a infeccdo no campo (Sharma et al., 2015). Ou, ainda, que podem ser utilizados
como revestimentos comestiveis em pos-colheita, capazes de manter a qualidade do
fruto e exercer atividade antimicrobiana (Assis & Britto, 2014).

A tecnologia do filme de particulas consiste na formacdo de uma camada de
particulas ligadas a superficie dos frutos e das folhas, que tem como objetivo
controlar pragas, doengas e estresses abidticos. Algumas substancias como o caolim,
por exemplo, sdo capazes de formar uma cobertura branca que reflete a radiacéo
incidente, podendo reduzir o estresse provocado pelas altas temperaturas e a queima
do sol (D’Aquino et al., 2011; Smedt et al., 2015).

Os revestimentos comestiveis podem formar barreiras contra a perda de agua
e trocas gasosas, conferir uma protecdo mecanica capaz de minimizar a deterioracdo
do alimento e, prolongar a vida de prateleira do fruto (Alleoni et al., 2006). Elas
devem ser invisiveis, ter boa aderéncia para que ndo seja removido facilmente no
manuseio e ndo pode alterar o sabor do fruto (Assis & Leoni, 2003).

A utilizagdo de filmes e revestimentos comestiveis demonstra ser uma técnica
eficaz na preservacdo de frutas e hortalicas, pois mantém o0s seus parametros
qualitativos como a aparéncia de frescor, a firmeza e o brilho (Villadiego et al.,
2005). Os estudos sobre esse tema tém dado enfoque ao uso de biopolimeros, como
proteinas, polissacarideos e lipidios como base para a sua sintese (Palou et al., 2015;
Coltelli et al., 2016). Dentre esses, a quitosana e a cera de carnatba em filmes e
revestimentos comestiveis apresentam potencial para uso em pos-colheita de frutos
citricos (Arnon et al., 2014; Montero et al., 2015). Também, podem atuar como

veiculo de aditivos com acdo antimicrobiana, como o bicarbonato de sodio e o
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metassilicato de sodio, que ja se mostraram eficientes para reduzir a incidéncia de
podridGes causadas por Penicillium spp. em frutos citricos conforme conclusbes de

Liu et al. (2010) e Montero et al. (2015).

3.3.1 Quitosana

A quitosana, derivada da quitina presente no exoesqueleto dos crustaceos, é
um biopolimero que possui propriedades de biocompatibilidade, bioatividade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e baixa toxidade para humanos e
animais (Bautista-Barios et al.,, 2006; Shiekh et al., 2013). Conforme estudos
realizados recentemente, a quitosana tem demonstrado um potencial para aplicacdo
na agricultura (Santos et al., 2008; Berger et al., 2011). Devido a sua capacidade de
formar um recobrimento semipermedvel, que pode prolongar a vida po6s-colheita dos
frutos, pois minimiza a taxa de respiracdo e, assim, pode reduzir a perda de agua.
Essa capacidade associada a sua acdo antifingica, constitui uma ferramenta
importante para uso em poés-colheita de frutas frescas (Bautista-Bafios et al., 2017).

De acordo com Rabea et al. (2003), a acdo antimicrobiana da quitosana se
deve principalmente a esses mecanismos: interacdo entre a quitosana positivamente
carregada e as membranas celulares dos microrganismos negativamente carregados,
gue leva ao vazamento do conteldo proteico e outros componentes intracelulares. A
quitosana age como agente quelante que se liga seletivamente a tracos de metais e
inibe a produgéo de toxinas e o crescimento microbiano e a ligagdo com DNA e a
inibicdo da sintese do MRNA ocorre via penetracdo da quitosana no ndcleo dos
microrganismos e interfere na sintese do mMRNA e de proteinas.

Nos estudos realizados por Rapussi et al. (2009; 2011), a quitosana

apresentou efeito antifingico in vitro sobre P. citricarpa e potencial para controlar o
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desenvolvimento de lesdes de MPC em p0s-colheita de laranjas “Valencia’ e ‘Pera-
Rio’, pois estimulou respostas de defesa na epiderme do fruto. O efeito
antimicrobiano da quitosana pode ser potencializado quando associada a outros
métodos de controle (Devlieghere et al., 2004). Entretanto, ainda sdo necessarios
alguns estudos para elucidar como ocorre o processo de inibicdo do fungo e como

pode ser aplicado em pdés-colheita de citros.

3.3.2 Cera de carnauba

A cera de carnauba é obtida das folhas da carnaubeira (Copoernica cerifera) e
se caracteriza por apresentar alto ponto de fusdo e também é utilizada em misturas
com outras ceras para aumentar a resisténcia e o brilho (Dhall, 2013).

A cera de carnalba é considerada uma substancia GRAS, por isso, pode ser
utilizada em revestimentos de frutas e vegetais para consumo fresco com o objetivo
de melhorar a aparéncia, conferindo brilho e reduzindo a perda de umidade e de
compostos volateis (Hagenmaier & Baker, 1994). Além disso, pode ser utilizada
como \eiculo de aditivos antimicrobianos. No trabalho realizado por Pinheiro
(2012), com caju e goiaba, verificou-se que 0 uso de revestimentos a base de cera
carnalba com aditivos antimicrobianos diminuiu a velocidade dos processos
metabolicos nas frutas e controlou a populagdo de bactérias aerdbias mesofilas,
fungos filamentosos e leveduras durante o armazenamento a 10°C.

Foi possivel manter as propriedades fisico-quimicas e reduzir a perda de
massa de laranjas ‘Valencia’ armazenadas em temperatura ambiente (24 °C) e baixa
umidade relativa do ar (40%), através da aplicacdo de revestimento a base de cera de
carnauba. Prolongando a conservacdo em pos-colheita por até 28 dias nessas

condicOes (Pereira et al., 2014).



15

Outra propriedade da cera de carnalba é que em sua constituicdo apresenta
cinamatos, que sdo filtros solares organicos com conhecida capacidade de absorver
raios UV (Stiefel & Schwack, 2015). Portanto pode ser utilizada em formulagtes
junto com constituintes inorganicos fisicos para reduzir danos causados em frutas
pelo sol (Schrader, 2011).

A radiacdo solar, associada a temperaturas elevadas, favorece a manifestacéo
dos sintomas de MPC causados por P. citricarpa (Silva Junior et al., 2016). Assim
como afirmaram Kotzé (1981) e Gonzatto (2009), que os frutos mais expostos ao sol
apresentam maior incidéncia de sintomas. Portanto, o uso de emulsdo de cera de
carnauba com filtros inorganicos deve ser avaliado como controle de MPC, pois além
de constituir uma barreira fisica a penetracdo do fungo, é capaz de inibir a radiacdo

incidente na superficie do fruto.

3.3.3 Filtros inorgénicos — oxido de zinco e dioxido de titanio

Os filtros inorganicos tém um efeito fotoprotetor suplementar, uma vez que
sdo constituidos de particulas que ficam suspensas, podendo ser adicionados em
emulsdes ou solucbes filmogénicas para aumentar a protecdo (Flor et al., 2007).
Dentre os filtros inorganicos disponiveis, estdo o Oxido de zinco (ZnO) e o didxido
de titanio (TiO2). Ambos sdo capazes de refletir e dispersar as radiacbes UV visivel
por meio de barreira opaca originada pelo filme de particulas (Balogh et al., 2011).

O O6xido de zinco é considerado uma substancia GRAS pelo Food and Drug
Administration (FDA, 2017) e pode ser utilizado para fortificacdo de alimentos,
principalmente em cereais. E caracterizado por ser um pd branco, de preco baixo e
ndo causa problemas organolépticos em pequenas quantidades (Boccio & Monteiro,

2004).
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O diéxido de titanio é registrado como aditivo alimentar (corante inorganico)
com a funcdo de conferir coloracdo branca a superficies. Pode ser utilizado em
drageas, confeitos e similares, preparados solidos para refrescos e refrigerantes
(Oliveira et al., 2006). Dessa forma, tanto o 6xido de zinco como o dioxido de titanio
poderiam ser utilizados em aplicacbes em frutos sem oferecer riscos a0 consumo e ao

ambiente.
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Monitoramento dos periodos de infeccdo de Phyllosticta citricarpa em tangerinas

cv. Montenegrina na regido da Depressao Central do Rio Grande do Sul
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4.1 Introducéo

A mancha preta dos citros (MPC) causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa
(McAlp) Van der Aa € um dos principais problemas fitossanitarios enfrentados pelos
citricultores. O manejo para o controle da doenca é realizado, principalmente, pelo
uso de fungicidas, porém o custo dos tratamentos € elevado e se ndo for realizado de
forma adequada, pode ndo ser eficiente devido aos relatos de isolados do fungo
resistentes a algumas moléculas (Rodrigues et al., 2007; Fialho, 2008; Possiede et
al., 2009; Silva Janior et al., 2016).

Quando a infeccdo ocorre em laranjas pequenas, com aproximadamente 15
mm de diametro, o aparecimento dos sintomas pode ser superior a 200 dias,
entretanto, se a infeccdo ocorre no fruto préximo a maturacdo (> 50 mm de diametro)
0 periodo de incubacdo pode ser menor que 30 dias (Aguiar et al., 2012).

O principal sintoma da MPC é caracterizado por lesdes na casca de frutos
citricos (laranjas doces, limbes, tangerinas e seus hibridos). A lesdo fica restrita ao
flavedo e ndo afeta a qualidade interna do fruto (Feichtenberger et al., 2005).
Entretanto, deprecia a aparéncia da fruta para o mercado destinado ao consumo in
natura e, ainda, pode restringir a exportacdo para paises europeus onde a doenca é
considerada praga quarentenaria Al. Em ataques mais severos, podem ser
observadas lesbes em ramos e folhas além da queda prematura dos frutos, reduzindo
significativamente a producdo (Baldassari et al., 2007; Scaloppi et al., 2012).

A ocorréncia de MPC pode ter inicio tanto em picnidiésporos (conidios)
presentes em picnidios formados nas lesdes existentes nos frutos maduros, ramos e
folhas caidas no solo, como nos ascdsporos produzidos nos pseudotécios que se

desenvolvem apenas nas folhas em decomposicdo (Spésito et al., 2011; Silva, 2013).
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A producdo dos ascosporos € favorecida pela alterndncia entre periodos de
molhamento e secamento das folhas, bem como, pela amplitude térmica entre as
temperaturas do dia e da noite (Kotzé, 1981; Rossetto et al., 2011). Em estudos
realizados na Africa do Sul, constatou-se que a temperatura é o fator que exerce
maior influéncia na maturacdo do pseudotécio e o inicio da dispersdo dos ascdsporos
ocorre a partir da metade do inverno (Fourie et al., 2013).

No caso dos picnidios, a temperatura Otima para crescimento de colbnias e
para a producdo de conidios in vitro do fungo P. citricarpa é de 27 °C, enquanto que
abaixo de 4 °C e acima de 37 °C o crescimento é inibido. Contudo, em frutos
infectados, pode ocorrer desenvolvimento da lesdo e a producdo de conidios sob
condicbes de 4 °C e alta umidade relativa do ar (Er et al., 2013). Esse fato mostra a
versatilidade do patdgeno quando ha um processo infeccioso ja estabelecido.

Os fatores climaticos, como a temperatura, molhamento foliar, umidade e
radiacdo solar, exercem influéncia na expressdo dos sintomas de MPC. Em alguns
casos, 0 ambiente pode ter um impacto mais relevante que a fase de maturacdo dos
frutos (Ninin et al., 2012). Por isso, é necessario conhecer as condicbes ambientais
locais que favorecem o patdgeno para estabelecer um manejo adequado ao controle
da doenca.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de determinar os periodos de
infeccdo de P. citricarpa em tangerinas, os tipos de sintomas que ocorrem com maior
frequéncia na regido da Depressdo Central do Rio Grande do Sul e estudar a
associacdo desses fendmenos com as condicbes meteoroldgicas de temperatura e

precipitacdo a partir da queda natural de frutos.
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4.2 Material e Metodos

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, localizada no municipio de Eldorado do Sul-RS
(30°06'S e 51°39'W), durante as safras 2014/2015 e 2015/2016. Foram utilizadas
tangerineiras de um pomar com plantas da cv. Montenegrina, enxertadas sobre
Poncirus trifoliata, disposto na orientagdo Norte-Sul, com historico de MPC e que
nao recebeu tratamentos com fungicidas durante o monitoramento.

Foi avaliada a dindmica da infeccdo de P. citricarpa, estabelecendo-se
janelas de infeccdo (J1). Adaptou-se para isto a metodologia descrita por Baldassari
et al. (2006) para estudos do momento de infeccdo de P. citricarpa ao longo do
desenvolvimento de laranjas e por Spolti et al. (2011) que observou os periodos de
infeccdo dos fungos causadores de podriddes de verdo em magas.

No inicio do monitoramento, frutos da porcdo mediana das tangerineiras
foram protegidos com embalagens de papel revestidos com bolsas de polietileno. Em
cada JI foi feita a exposicdo de um grupo de frutos por um periodo e, no final deste,
essas amostras eram novamente protegidas pelas embalagens e permaneciam na
planta até a maturacdo e colheita.

Na safra 2014/2015, 900 frutos com diametro medio de 27,5mm foram
protegidos, aproximadamente um més apOs a queda natural fisiologica, no inicio do
més de janeiro. As JI's sucederam-se até a colheita, tiveram duracdo de 10 a 15 dias
e constaram de 45 frutos de cada vez. Em julho de 2015 todas as amostras foram
coletadas.

Na safra seguinte (2015/2016), 1400 frutos foram protegidos, quando ainda

havia queda natural na area e os frutos apresentavam diametro médio de 12,5mm, no
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inicio do més de dezembro de 2015. Procedeu-se com a mesma metodologia, descrita
anteriormente, de exposicdo dos frutos por diferentes épocas até a colheita, sendo
que durante a Ultima JI os frutos ficaram expostos por um periodo maior, 34 dias.

Em ambas as safras, foram observadas as varidveis meteoroldgicas de
temperatura e precipitacdo no intuito de avaliar a sua correlagdo com a incidéncia da
doenca. Sendo que na safra 2014/2015, a temperatura foi registrada em intervalos de
uma hora por um sensor TagTemp — USB Temperature Data Logger (Nowus) e 0s
dados de precipitacdo foram obtidos da Estacdo Experimental da UFRGS. Na safra
2015/2016, os dados de temperatura e de precipitacdo utilizados foram registrados
pela Estacdo Experimental da UFRGS. Também, foi calculada a soma térmica dos
dias que apresentaram precipitacdo de cada JI, considerando a temperatura base de
10°C conforme a metodologia descrita por Fourie et al. (2013) para avaliar a
influéncia da associacdo desses fatores na incidéncia de MPC.

Apb6s a maturacdo dos frutos em cada safra, procedeu-se a colheita de
amostras de 20 frutos para cada JI, que foram avaliadas quanto a incidéncia de MPC
e tipo de sintoma. N&o foi possivel realizar a colheita de um ndmero maior de frutos
devido a ocorréncia de queda prematura e apodrecimento causados por outros
fitopatdgenos. Em ambas as safras, foram coletadas amostras de frutos que ficaram
expostos durante todo o periodo em que foi realizado o monitoramento e, também, de
frutos que ficaram protegidos pelo mesmo periodo. Ainda, os frutos colhidos ficaram
armazenados a 20°C + 1 e 70% de UR no Laboratorio de Pds-colheita durante 10
dias para avaliar o incremento da incidéncia sintomas oriundos de infecgOes latentes,
porém ndo foram observados novos sintomas apo6s a colheita e os frutos entraram em

processo de senescéncia.
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Os dados de incidéncia de MPC obtidos foram correlacionados com as
varidveis meteoroldgicas de cada periodo, pelo coeficiente de correlacdo de Pearson,
através do Programa R de andlise estatistica (versdo 3.3.1). Considerando que o

coeficiente varia de -1 a1 e que ndo ha correlagdo se o valor é igual a zero.

4.3 Resultados e Discusséo

Foram constatados dois tipos de sintomas de MPC nas tangerinas
‘Montenegrina’ na area monitorada durante as duas safras. Sendo que, o sintoma do
tipo falsa melanose foi mais frequente que o sintoma do tipo mancha dura durante a
safra 2014/2015. Entretanto, na safra seguinte, houve menor incidéncia de MPC e o
sintoma do tipo mancha dura foi mais frequente. As diferencas entre os dois tipos de

sintomas podem ser observadas na Figura 1.
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FIGURA 1. Tangerinas com diferentes tipos de sintoma der mancha preta dos citros.
Mancha dura (esquerda); Falsa melanose (direita). Porto Alegre, 2017.

O sintoma do tipo mancha dura é considerado o tipico da doenca, cuja lesdo é

caracterizada por apresentar o centro deprimido e de coloracdo clara, as bordas s&o

mais salientes de cor marrom escura. No centro das lesGes, observam-se pontos

negros, que sao 0s picnidios. A mancha dura normalmente aparece quando os frutos

estdo no inicio da maturagdo. O sintoma do tipo falsa melanose € caraterizado por
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manchas escuras, pequenas (= Imm) e lisas, que podem aparecer quando a casca do
fruto ainda estd verde (Feichtenberger et al., 2005).

As maiores incidéncias de MPC foram observadas nos frutos que ficaram
expostos no periodo inicial de desenvolvimento. Principalmente, na safra 2014/15,
quando os frutos foram protegidos apenas quando a queda fisioldgica havia
finalizado, chegando a 52% de incidéncia de MPC na primeira JI, que correspondeu
ao periodo de exposicdo no inicio do dia 08 até o dia 16 de janeiro de 2015 (Figura
2). Enquanto, na safra 2015/16, o inicio do monitoramento foi antecipado e os frutos
foram protegidos desde quando havia queda fisiologica, resultando em uma
incidéncia de MPC de 25% na primeira JI que durou entre o dia 01 e o dia 10 de
dezembro de 2015 (Figura 3). Isso sugere que o periodo mais critico de infeccdo das
tangerinas por P. citricarpa é durante a queda fisiologica, pois os frutinhos estdo
suscetiveis enquanto pode haver frutos da safra anterior aderidos a planta com
sintomas e producdo de conidios, que sdo fonte de indculo para a ocorréncia de novas
infeccdes que podem prejudicar a safra sucedida.

De acordo com Kotzé (1981), em experimentos com laranjas, os frutos
jovens também se mostraram mais suscetiveis, mas ndo se observou incremento da
doenca ap6s janeiro nas condicdes da Africa do Sul. Entretanto, no presente estudo,
durante a safra 2014/15, constatou-se incidéncia de MPC em tangerinas em
praticamente todas as JI's até a maturacdo, com excecdo da Jl 4, indicando que o
fruto pode ser suscetivel durante todo o seu desenvolvimento ou, entdo, que a maior
parte dos sintomas tem origem em infec¢des latentes, que ocorreram no inicio do
desenvolvimento dos frutos. Nos experimentos realizados por Baldassari et al.

(2006), realizados em Sdo Paulo com laranjas ‘Valéncia’ e ‘Natal’, foi verificada
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incidéncia de sintomas em frutos ao longo de seu desenvolvimento, inclusive nas

fases mais adiantadas de maturacdo, aproximadamente seis meses apds a queda de

pétalas.
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FIGURA 2. Incidéncia de diferentes sintomas de mancha preta dos citros de

tangerinas ‘Montenegrina’ em diferentes janelas de infeccdo em
relacdo aos dados médios de temperatura (A), precipitacdo acumulada
(B) e soma térmica dos dias com ocorréncia de precipitacdo (C)
durante a safra 2014/2015 (Exp — Expostos; Prot — Protegidos). Porto
Alegre, 2017.
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A incidéncia dos diferentes tipos de sintomas de MPC apresentou baixa
correlacdo em relagdo as varidveis meteorologicas observadas em cada periodo,

apresentando coeficientes de correlagdo proximos a zero (Tabela 1).

TABELA 1. Coeficientes de correlacdo entre a incidéncia de sintomas de mancha

dura dos citros em tangerinas ‘Rainha’ e as varidveis meteorologicas
durante a safra 2014/15. Porto Alegre, 2017.

Variaveis Incidéncia de Falsa Mancha
MPC melanose dura
Temperatura Maxima 0.044 -0.040 0.197
Temperatura Minima 0.076 0.097 -0.024
Temperatura Média 0.040 0.030 0.035
Precipitagdo (acumulada) 0.206 0.342 -0.242
Soma térmica dos dias com precipitacdo 0.193 0.359 -0.312

Na safra 2015/2016, observou-se menor incidéncia de sintomas de MPC que
na safra anterior (Figura 3). As temperaturas mantiveram-se constantes até o inicio
do outono (JI 9), com as médias em torno de 24 °C, as minimas acima de 16 °C e as
méximas acima de 27 °C. Nos periodos mais proximos da colheita, as temperaturas
registradas foram mais baixas, com as médias de 11°C (Figura 3A). Os periodos com
temperatura mais elevada coincidiram com periodos mais chuvosos (Figura 3B),
ocasionando uma elevada soma térmica dos dias com ocorréncia de precipitacdo
(Figura 3C). Contudo, isso ndo contribuiu para 0 aumento de novas infecgles e
incidéncia de MPC, j& que a correlagdo em relacdo a esses fatores também foi baixa

(Tabela 2).
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‘Montenegrina” em diferentes janelas infeccdo em
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TABELA 2. Coeficientes de correlacdo entre a incidéncia de sintomas de mancha
dura dos citros em tangerinas e as varidveis meteorologicas durante a
safra 2015/16. Porto Alegre, 2017.

Variaveis Incidéncia de Falsa Mancha
MPC melanose dura
Temperatura maxima 0.168 0.094 0.159
Temperatura média 0.106 0.145 0.090
Temperatura minima 0.049 0.216 0.023
Precipitagédo acumulada -0.155 -0.016 -0.156
Soma térmica de dias com precipitacdo -0.223 -0.178 -0.205

Em estudos realizados por Reis et al. (2006) foi observado que a severidade
dos sintomas de MPC em laranjas ‘Natal’ e ‘Valéncia’ apresentou alta correlagao
com a ocorréncia de chuvas, o que ndo foi observado no caso da incidéncia da
doenca em tangerinas cv. Montenegrina em ambas as safras (2014/15 e 2015/16). No
entanto, Reis et al. (2006) verificaram baixa correlacdo entre a severidade e a
temperatura para as laranjas ‘Natal’.

A precipitacdo e as temperaturas registradas na regido da Depressdo Central
do Rio Grande do Sul, antes do inicio das avaliacdes da safra 2014/15 (Apéndice 1) e
durante as avaliagbes em ambas as safras (Apéndice 2 e 3), poderiam favorecer a
infeccdo dos frutos por esporos sexuais e assexuais de G. citricarpa. Considerando
para 0s ascosporos, as temperaturas favoraveis sdo entre 15 e 35 °C, sendo 27 °C a
Otima, enquanto para os conidios é de 10 a 35 °C, com uma étima de 25 °C (Magarey
et al., 2015). Mesmo havendo baixa correlagdo entre a incidéncia de sintomas de
MPC e as varidveis meteorologicas durante a avaliagdo, essas condicbes da regido
podem favorecer a producdo de esporos de P. citricarpa de acordo com o que foi
verificado por outros autores.

A ocorréncia e distribuicdo de chuvas na regido é um fator que pode
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contribuir para o aumento da incidéncia de MPC, pois a &gua tem um papel
fundamental na maturacdo, liberacdo e dispersdo de esporos do fungo. Os ascdsporos
requerem para sua formacdo, periodos alternados de molhamento e secamento das
folhas em decomposicdo (Kotzé, 1981). Enquanto 0s conidios encontram-se nos
picnidios, embebidos em uma massa mucilaginosa que necessita das gotas de chuva
para ser dissolvida e para que ocorra a dispersao (Er et al., 2013).

Também, observa-se que as tangerinas cv. Montenegrina podem ser
suscetiveis ao patdgeno durante todo seu desenvolvimento, assim como foi
verificado em laranjas por Reis et al. (2006) e Almeida (2009), entretanto, além
disso, observou-se nas duas safras que, os frutos que ficaram expostos por todo o
periodo de monitoramento, apresentaram maior incidéncia do que aqueles que foram
protegidos por todo o periodo.

A quantidade de indculo inicial pode ser o principal fator para a ocorréncia de
MPC, ja que durante a safra 2014/15, os frutos que ficaram protegidos durante todo o
periodo de avaliacdo apresentaram uma incidéncia de 15% (Figura 2), indicando que
havia infeccdo anterior ao inicio da avaliacdo, enquanto na safra seguinte, os frutos
protegidos ndo apresentaram sintomas, o que indica que ndo houve infeccdo antes do
inicio do segundo monitoramento (2015/16). Nas condicbes de realizacdo do
experimento no Rio Grande do Sul, o elemento mais importante para reduzir 0s
danos causados pela doenca é adotar medidas para suprimir o inoculo inicial de P.
citricarpa. Principalmente antes e durante a queda fisiologica de frutinhos, que pelos

resultados obtidos, parece ser 0 momento em que ocorre a maior parte das infeccoes.
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4.4 Concluséo

Os principais sintomas de MPC verificados em tangerinas cv. Montenegrina
sdo de falsa melanose e mancha dura.

Nas condicOes da Depressdo Central do Rio Grande do Sul, a cv.
Montenegrina pode ser infectada durante todo o periodo de desenvolvimento dos
frutos.

O periodo em que ocorre a maior parte das infeccbes por P. citricarpa nas
tangerinas cv. Montenegrina € durante a queda fisioldgica sem haver, no entanto,

uma correlagdo com as condigcOes de temperatura e precipitagéo.
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5 CAPITULO 11

Peliculas a base de cera de carnatba com filtros solares inorganicos para

reduzir mancha preta dos citros em tangerinas
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5.1 Introducéo

A citricultura tem grande importdncia econbmica para a fruticultura
brasileira, entretanto, apresenta diversos problemas fitossanitarios. Dentre esses
problemas, a mancha preta dos citros (MPC), causada pelo fungo Phyllosticta
citricarpa, € uma das principais doencas que compromete a qualidade dos frutos,
especialmente, daqueles destinados ao consumo in natura. A MPC é responsavel
pelo aumento do custo de producdo devido ao maior numero de pulverizagbes com
fungicidas que precisam ser realizadas durante o ciclo para seu controle (Silva Junior
et al, 2016). Os sintomas ficam restritos ao flavedo e, geralmente, ha maior
incidéncia de lesdes em frutos expostos a luz do que naqueles sombreados. Assim
como, nos frutos localizados nas metades superiores das copas, onde a incidéncia de
MPC é trés vezes maior do que nos frutos localizados na parte inferior (Kotzé, 1981).

Em alguns estudos no Brasil que relacionam a severidade de MPC com o
alinhamento de plantio do pomar, indicam que frutos oriundos de pomares
implantados no alinhamento NE-SO, em que as faces dos frutos voltadas para o
noroeste e sudeste ficam mais expostas, apresentam niveis de severidade mais
elevados que no alinhamento N-S, onde as faces dos frutos mais expostas séo
voltadas para o leste e oeste (Andrade et al., 2009). Também, em pomares de laranja
‘Valéncia’ cultivadas em sistema agroflorestal observou-se uma reducdo de 17% da
incidéncia de MPC em relacdo ao cultivo de plantas sob sol. A justificativa para este
fenbmeno apresentada por Gonzatto (2009) resulta de uma atenuacdo da radiacéo
solar transmitida ao nivel dos frutos devido ao sombreamento da copa da planta
citrica. Em testes in vitro, constatou-se que houve maior producdo de pseudotécios e

ascosporos de G. citricarpa nas placas incubadas sob fotoperiodo de 12 horas ou luz



40

continua do que aquelas que ficaram incubadas no escuro (Timossi et al., 2003).
Estas observacOes evidenciam que a luminosidade é um fator que pode influenciar
positivamente 0 patdgeno ndo somente em sua disseminagdo COmMO O Seu Processo
infeccioso e expressdo de sintomas. Assim, a utilizacdo de peliculas capazes de
atenuar a radiacdo incidente na superficie do fruto poderia ser uma forma de inibir o
fungo e, consequentemente, controlar a doenca.

A tecnologia de filmes com particulas inertes tem sido utilizada para reduzir
dano de sol (sunburn) em frutos e, em alguns casos, tem mostrado eficiéncia para
reduzir danos causados por insetos e fitopatdgenos (Sharma et al., 2015). Ha diversos
produtos comerciais em alguns paises com essa tecnologia constituidos
principalmente de caolim, como Surround®WP, Cocoon™ e Parasol®. Também, ha
formulacBes a base de ceras vegetais, como 0 Raynox®, a base de cera de carnalba e
argilas que apresenta uma melhor fixacdo e cuja protecdo se deve a presenca de
cinamatos na cera de carnalba, que sdo filtros solares organicos capazes de absorver
raios UV (Schrader, 2011). Esse produto ainda ndo esta registrado para uso no Brasil,
entretanto, h& disponibilidade de cera de carnatba que tem sido utilizada na
formulacdo de emulsdes para recobrimentos de frutas e hortalicas que podem auxiliar
na sua conservacdo em pos-colheita, melhorando a aparéncia e prolongando a vida de
prateleira (Pereira et al., 2014; Thu & Tanachai, 2016).

A capacidade fotoprotetora organica da cera de carnalba poderia ser
complementada com filtros solares inorganicos, como o éxido de zinco e o dioxido
de titnio. Esses Oxidos sdo utilizados em fotoprotetores dermatoldgicos, pois suas
particulas absorvem, refletem e espalham os raios de luz visivel e UV (Flor et al.,

2007; Sambandan & Ratner, 2011; Stiefel & Schwack, 2015). Além disso, 0 6xido de
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zinco e o dioxido de titdnio também sdo utilizados como aditivos de alimentos, como
fortificantes e corantes, respectivamente (Boccio & Monteiro, 2004; Oliveira et al.,
2006).

Em frutos citricos ndo hd estudos com peliculas fotoprotetoras para verificar
0 seu efeito sobre doencas causadas por fitopatdgenos, como € o caso da MPC.
Considerando 0s efeitos positivos que essas substancias podem proporcionar em
relacdo a inibicdo da radiagdo solar e as necessidades para o estabelecimento do
fungo e desenvolvimento da doenca, foi conduzido o presente trabalho com o
objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo de peliculas constituidas de emulsdes de cera
de carnalba e filtros solares inorganicos sobre a incidéncia de MPC em tangerinas

para consumo in natura.

5.2 Material e Métodos

Local de realizacdo dos experimentos. Os experimentos 1 e 2 foram

conduzidos em pomar comercial de tangerinas cv. Rainha enxertadas sobre Poncirus
trifoliata, localizado no municipio de Pareci Novo, RS (29°37'S e 51°25™W). O
pomar apresentava historico de incidéncia de MPC e foi conduzido em sistema
convencional de controle de pragas e doencas com produtos registrados para a
cultura. Na entrelinha, a vegetacdo espontanea, foi controlada com rogadas e, na
linha de plantio, o controle da vegetacdo, realizado com aplicacdo de herbicida.

O experimento 3 foi realizado no pomar de tangerineiras da cv.
Montenegrina, enxertadas sobre P. trifoliata da Estacdo Experimental Agrondmica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul localizada em Eldorado do Sul, RS
(30°06'S e 51°39'W). As plantas ndo receberam tratamentos fitossanitarios durante a

realizacdo do experimento e 0 manejo da vegetacdo nas entrelinhas foi realizado
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através de rogadas.

Ambas as areas de realizacdo dos experimentos apresentavam histérico de
ocorréncia de MPC. O preparo das peliculas fotoprotetoras e a avaliagdo dos
atributos fisico-quimicos dos frutos foram realizados no Laboratério de Fisiologia
Pds-colheita da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Preparo das peliculas fotoprotetoras. As peliculas eram constituidas de

emulsdo de cera de carnalba com a suplementagdo de filtros solares inorganicos. A
emulsdo foi preparada com uma fase oleosa de 15%, sendo 10% de cera de carnauba
e 5% de 6leo de soja, como emulsificantes e surfactantes foram utilizados Tween 80
e Span 60. Os filtros inorganicos foram adicionados posteriormente a emulsdo,
conforme o tratamento, sendo eles: 6xido de zinco micronizado — Merck (ZnO);
dioxido de titanio T — Merck, em formato de nanoparticulas (TiO2-T); dioxido de
titinio V' Rutilo T-2000 — Merck (TiO2-R) e o produto formulado Escalol® Block —
ISP Technologies, constituido de 40% de didxido de titdnio micronizado e adi¢do de
dispersantes. Todos os filtros inorganicos foram fornecidos pela FAGRON e,
segundo a empresa fornecedora, o TiO2-T possui particulas menores e mais
cristalinas que o TiO2-R e, portanto, o TiO2-T apresenta sua superficie modificada e,
por isso, melhores caracteristicas anfifilicas.

Experimento 1. Foi instalado durante a safra 2014/2015 e a aplicacdo foi

realizada quando os frutos apresentavam em média 40 mm de diametro (abril de
2015). As peliculas foram diluidas em agua e aplicadas nos frutos com aspersores
manuais, até o ponto de escorrimento. Para cada filtro inorganico, foram testadas as
concentracfes de 2, 4, 6 e 8%, além de um tratamento apenas com a emulsdo de

carnauba e do tratamento controle em que os frutos ndo receberam aplicacdo alguma.
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O experimento foi conduzido em blocos completos casualizados (BCC) com
quatro blocos e uma planta para cada tratamento na qual foram pulverizados 50
frutos. A incidéncia de MPC nos frutos foi determinada no momento da colheita.
Apo6s a colheita, os frutos sadios foram armazenados a 3+1 °C e avaliou-se o
surgimento de sintomas de MPC 30 dias ap0s a colheita.

Os frutos também foram avaliados quanto aos seus atributos fisico-quimicos,
como o teor de sOlidos soliveis (°Brix), acidez titulavel (porcentagem de acido
citrico) e indice de cor da epiderme (IC), através da formula IC = 1000 x a*/(L* x
b*), obtendo-se a variacdo entre o verde (-) e o alaranjado (+).

Experimento 2. Foi conduzido na safra 2015/2016, realizando-se duas

aplicacbes das peliculas fotoprotetoras em fases distintas de desenvolvimento dos
frutos, a primeira quando apresentavam diametro medio de 18 mm (14/12/2015) e a
segunda quando atingiram 50 mm (12/05/2016). Foram utilizados cinco tratamentos:
0 controle que ndo recebeu aplicacdo e quatro peliculas fotoprotetoras. Uma destas
apenas com a emulsdo de cera de carnalba e as outras com a adicdo dos filtros
inorganicos ZnO, TiO2 - T ou TiO2 - R na concentracdo de 2%. As formulagbes
foram diluidas em &agua e aplicadas com pulverizador costal manual de capacidade
para 20 L em cobertura de toda a planta, até o ponto de escorrimento.

O experimento foi conduzidlo em blocos completos casualizados (BCC),
sendo quatro blocos e uma planta por tratamento. Avaliou-se a atividade
fotossintética das tangerineiras submetidas aos tratamentos no intervalo entre a
primeira e a segunda aplicacdo, com o aparelho LI-6400XT Portable Photosynthesis
System (Li-Cor®) com a camara equipada com fonte de luz LED com densidade de

luz de 1000 pmol m? - s1. Apods a colheita, avaliou-se a producéo por planta e, em
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amostras de 50 frutos, avaliou-se a incidéncia de MPC e os atributos fisico-quimicos
dos frutos: conteddo de suco, o teor de sdlidos soliveis, acidez titulavel e cor da

epiderme.

Experimento 3. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Foram aplicados os mesmos tratamentos do Experimento 2,
pelicula de emulsdo de cera de carnatba, peliculas com adicdo dos filtros inorganicos
ZnO, TiO2 - T ou TiO2 - R na concentragdo de 2% e o controle, entretanto realizou-
se inoculacdo artificial dos frutos. Avaliou-se o efeito protetivo e curativo dessas
formulagdes realizando-se as aplicacbes antes ou ap6s a inoculacdo artificial dos
frutos com uma suspensdo de P. citricarpa na concentracdo de 10° conidios mL! de
agua destilada esterilizada. Os frutos do tratamento controle também foram
inoculados, mas ndo receberam nenhum tratamento.

As formulagdes foram diluidas em &gua e aplicadas diretamente nos frutos,
com aspersores manuais. Os tratamentos foram aplicados ap6s a mudanca de cor dos
frutos e a colheita foi realizada 30 dias ap6s a aplicacdo do tratamento, quando foi
realizada a avaliagdo da incidéncia de sintomas de MPC.

Na Tabela 1, é apresentado um esquema simplificado da metodologia dos trés

experimentos com a utilizacdo de peliculas fotoprotetoras.
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TABELA 1. Experimentos com peliculas fotoprotetoras para reducdo de MPC em
tangerinas. Porto Alegre, 2017.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Local Pomar Comercial Pomar Comercial EEA/UFRGS
Pareci Novo, RS Pareci Novo, RS  Eldorado do Sul, RS
Cultivar Rainha Rainha Montenegrina
Safra 2014/15 2015/16 2015/16
-Controle
-EC*
-EC +2ZnO -Controle -Controle
-EC+TiO, R -EC -EC
Tratamentos -EC+TiO, T -EC + Zn0O (2%) -EC + Zn0O (2%)
-EC + Escalol TiO, -EC+TiO; R (2%) -EC + TiO, R (2%)
Concentragbesdos  -EC+TiO, T (2%) -EC+ TiO, T (2%)
filtros inorganicos:
2,4,6,8%
N° AplicagOes 1 (40mm) 2 (18 e 50mm) 1 (>50mm)
Forma Aspersor manual Pulverizador Costal ~ Aspersor manual
Inoculacéo Artificial Nao Nao Sim

*EC=emulsdo de cera de carnauba na concentracdo de 20%.

Analise estatistica. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) pelo Proc Mixed do programa estatistico SAS 9.4® e, quando significativa
(p<0,05), procedeu-se & complementacdo da analise por contrastes ortogonais. No
experimento 1, foram arranjados cinco contrastes: 1 — controle vs. peliculas
fotoprotetoras; 2 — emulsdo de cera de carnalba vs. tratamentos com filtros
inorganicos; 3 — Escalol Block vs. ZnO, TiO2 (R) e TiO2 (T); 4 — ZnO vs. TiO2e 5 —
TiO2 (R) vs. TiO2 (T). Para os experimentos 2 e 3, foram arranjados quatro
contrastes: 1 — controle vs. peliculas fotoprotetoras; 2 — emulsdo de cera de carnalba

vs. filtros inorganicos; 3 —ZnO vs. TiO2 e 4 — TiO2 (R) vs. TiO2 (T).

5.3 Resultados e Discussao

Experimento 1. Nas tangerinas ‘Rainha’, tratadas com peliculas

fotoprotetoras a base de emulsdo de cera de carnalba e diferentes concentragbes de

filtros inorgénicos, foram constatados dois tipos de sintomas de MPC, mancha dura e
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falsa melanose. A mancha dura é uma lesdo que apresenta o centro deprimido e de
cor clara, com as bordas mais salientes de cor marrom escura e no centro das lesdes
encontram-se 0s picnidios. Na falsa melanose, as manchas sdo escuras, bem
pequenas e lisas, sem formacdo de picnidios (Feichtenberger et al., 2005).

As peliculas fotoprotetoras apresentaram comportamento distinto em relacao
a reducdo dos dois tipos de sintomas de MPC e o aumento da concentracdo de cada
filtro inorganico ndo foi suficiente para ampliar esse efeito, ndo sendo possivel o
ajuste a regressdo linear ou polinomial (Figura 1). Dessa forma, realizou-se uma

analise de contrastes para comparar as peliculas e os tipos de filtros inorganicos.
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FIGURA 1. Efeito do uso de produtos a base de emulsdo de carnalba e filtros
inorganicos sobre a incidéncia de sintomas de mancha preta dos citros
em tangerinas cv. Rainha. C — Controle, E — Emulsdo de cera de
carnauba. Porto Alegre, 2017.

Os resultados da andlise de contrastes (Tabela 2) indicam que com a
aplicacdo das peliculas fotoprotetoras houve redugdo da incidéncia de sintomas do

tipo falsa melanose em relacdo a testemunha. Entretanto, esse efeito ndo foi

observado em relacdo aos sintomas do tipo mancha dura e sobre a incidéncia total da
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doenca. Também, de acordo com a analise, observa-se que o tratamento realizado
apenas com emulsdo de cera de carnatba apresenta capacidade para reduzir a doenca,
pois ndo difere estatisticamente daqueles com a adi¢do de filtros inorganicos.

TABELA 2. Analise de contrastes da incidéncia de diferentes sintomas de mancha

preta dos citros em tangerinas cv. Rainha pulverizadas ou ndo com
peliculas fotoprotetoras. Porto Alegre, 2017.

Contrastes — Tratamentos Sintomas de MPC

Falsa Melanose Mancha Dura

Controle vs. Peliculas fotoprotetoras 0,0135* 0,4437 "™
Emulsdo de cera de carnatba vs. Filtros inorganicos 0,8849 ™ 0,1756 ™
Escalol Block vs. ZnO, TiO2 (R) e TiO2 (T) 0,1366 ™ 0,6418 ™
ZnO vs. TiO2 0,0009 ** 0,0010 **
TiO2 (R) vs. TiO2 (T) 0,0293 * <0,0001 **

ANOVA (p) 0,0033 0,0099

Nivel de significancia para os valores de probabilidade para a complementacdo por
contrastes ortogonais: *p<0,05; ** p< 0,01. ns= diferenca ndo significativa.

Entre os filtros inorgénicos, os frutos tratados com ZnO apresentaram maior
incidéncia de sintomas do tipo falsa melanose e menor incidéncia de mancha dura do
que os frutos tratados com TiO2 nas diferentes formas. Quando comparadas as duas
formas de TiO2, nanoparticulas (T) e rutilo (R), também houve comportamento
distinto para os diferentes sintomas. Enquanto o TiO2 (T) reduziu a incidéncia de
falsa melanose, o TiO2 (R) mostrou-se mais eficiente na redugdo de sintomas do tipo
mancha dura (Tabela 2).

Os tratamentos ndo afetaram a acidez titulavel e o teor de solidos soliveis do
suco das tangerinas (Tabela 3). A relacdo entre esses dois atributos compGe o sabor
do fruto maduro (Iglesias et al., 2007). Assim, qualquer alteracdo em um desses
fatores como, por exemplo, reducdo no teor de solidos soliveis ou elevada acidez nos

frutos, poderia resultar em sabor desagradavel ao consumo.
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TABELA 3. Efeito do uso de produtos a base de emulsdo de carnatba com diferentes
filttros inorgénicos sobre a acidez titulavel e o teor de sélidos soliveis no
suco de tangerinas cv. Rainha. Porto Alegre, 2017.

e Colheita Apobs 30 dias
Emulsao/Filtro

Tratamento (%) AT (%) SS AT (%) SS
(°Brix) (°Brix)

Controle (s/tratamento) 0/0 0,754 10,13 0,613 9,31
Emulsdo de cera de 20/0 0844 1013 0696 919

carnalba

20/2 0,831 10,31 0,629 9,00

Emulsédo de cera de 20/4 0,868 10,50 0,599 9,50
carnatba + ZnO 20/6 0,736 9,63 0,598 8,63
20/8 0,848 11,88 0,706 8,69

R 2072 0,336 10,25 0,693 9,19
Er:;r'rslng‘;efeTr%fe 20/4 0775 975 0463 875
(Rutilo) 20/6 0,815 10,63 0,678 10,19

20/8 0,775 9,56 0,502 9,75

20/2 0,896 10,44 0,697 8,81

Emulsdo de cera de 20/4 0,920 10,88 0,513 8,88
carnauba + TiO, (T) 20/6 0,833 10,75 0,797 9,50
20/8 0,853 10,00 0,653 9,31

Emulsio de cera de 20/2 0,806 9,63 0,558 9,19
carnadha + Escalol 20/4 0,823 9,63 0,646 10,00
Block 20/6 0,891 9,38 0,596 9,88

20/8 0,944 10,19 0,599 9,33

ANOVA (p) 0,1266™ 0,4999® 0,8183® 0,1613™

ns = ndo significativo.

Os valores de indice de cor da casca dos frutos entre os tratamentos variaram
entre 5,1 e 6,5 (Figura 2). Esses valores representam uma coloragdo alaranjada
intensa que € uma caracteristica desejavel no momento da colheita de tangerinas

destinadas ao consumo in natura (Jomori et al., 2014).
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FIGURA 2. Indice de cor da casca de tangerinas cv. Rainha pulverizadas com
produtos a base de emulsdo de carnauba e filtros inorganicos. C —

Controle, E — Emulsdo de cera de carnadba. Porto Alegre, 2017.
De acordo com a analise de contrastes (Tabela 4), a média do indice de cor da
casca das peliculas ndo diferiu do controle, mas quando comparadas entre Si,
observaram-se diferencas. Sendo que todos os tratamentos com adicdo de filtros

inorganicos apresentaram Vvalores mais altos do que o tratamento apenas com

emulsdo de cera de carnauba, destacando-se os frutos tratados com TiO2 (T).

TABELA 4. Andlise de contrastes para indice cor da casca de tangerinas cv. Rainha
pulverizadas ou ndo com peliculas fotoprotetoras. Porto Alegre, 2017.

Contrastes — Tratamentos Indice de Cor da Casca
Controle vs. Peliculas fotoprotetoras 0,3871ns
Emulsdo de cera de carnalba vs. Filtros inorganicos 0,0086 **
Escalol Block vs. ZnO, TiO2 (R) e TiO2 (T) 0,0045 **
Zn0O vs. TiO2 <0,0001 **
TiO2 (R) vs. TiO2 (T) <0,0001 **
ANOVA (p) <0,0001

Nivel de significancia para os valores de probabilidade para a complementacdo por
contrastes ortogonais: *p<0,05; ** p< 0,01. ns= diferenca n&o significativa.

Experimento 2. A aplicacdo das peliculas fotoprotetoras interferiu na

atividade fotossintética das plantas, sobretudo com a adicdo de filtros inorganicos. A
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atenuacdo da radiacdo solar incidente nas folhas pelas peliculas pode ter sido a causa

da menor atividade fotossintética uma vez que a condutdncia estomatica ndo sofreu

alteracGes em resposta aos tratamentos. A reducdo da fotossintese, em alguns casos

como, por exemplo, no tratamento de emulsdo de cera adicionada de TiO2 (T),

resultou em menor producdo por planta (Tabela 5).

TABELA 5. Efeito da aplicacdo de peliculas fotoprotetoras a base de emulsdo de
carnalba com diferentes filtros inorganicos sobre a atividade

fotossintética, condutdncia estomatica e producdo de tangerineiras cv.
Rainha. Porto Alegre, 2017.

Fotossintese  Condutancia Producgéo

Tratamento (umol m?s?)  Estomatica  (Kg planta™)
Controle (s/tratamento) 4,719 0,050 28,76
Emulsdo de cera de carnalba 4,067 0,048 30,41
Emulsdo de cera de carnatba + ZnO 3,163 0,040 2541
Emulsdo de cera de carnalba + TiO; (R) 3,575 0,051 26,28
Emulséo de cera de carnadba + TiO, (T) 2,395 0,035 14,09

ANOVA (p) 0,0347* 0,0748m 0,0359*

*p<0,05; ** p< 0,01; ns - ndo significativo.

Conforme a andlise de contrastes (Tabela 6), as peliculas fotoprotetoras
reduziram a atividade fotossintética em relacdo as plantas do tratamento controle,
mas ndo houve diferenca entre os tipos de peliculas. A adicdo de filtros inorgénicos a
emulsdo de cera de carnalba resultou em menor producdo por planta, sendo que as
plantas tratadas com TiO2 (T) foram mais afetadas e foram, inclusive, observados

danos na casca dos frutos (Figura 3).
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FIGURA 3. Danos na casca de tangerinas cv. Rainha causadas pela aplicacdo de
peliculas fotoprotetoras a base de emulsdo de carnauba suplementada
com didxido de titnio T (nano-particulas). Porto Alegre, 2017.

TABELA 6. Andlise de contrastes para fotossintese e producdo de tangerineiras cv.
Rainha pulverizadas ou ndo com peliculas fotoprotetoras. Porto Alegre,

2017.

Contrastes — Tratamentos Fotossintese  Producao
Controle vs. Peliculas fotoprotetoras 0,0170* 0,2320"s
Emulsdo de cera de carnalba vs. Filtros inorganicos 0,0774ns 0,0488*
ZnO vs. TiO2 0,7570"s 0,2267"
TiO2 (R) vs. TiO2 (T) 0,0938"s 0,0244*

Nivel de significancia para os valores de probabilidade da complementagdo por contrastes
ortogonais: *p<0,05; ns — diferenga ndo significativa.

O contelido de suco dos frutos, a acidez titulavel e o teor de sdlidos soliveis
ndo apresentaram alteracdes em resposta & aplicacdo das peliculas fotoprotetoras
(Tabela 6). O tratamento com TiO2 (T) causou algumas lesdes deprimidas de
coloragcdo escura na casca dos frutos, que comprometeram a aparéncia externa do
fruto (Figura 3). A medida da cor da casca foi realizada em pontos dos frutos sem
lesbes, para obter o indice de cor e avaliar a mudanca da cor verde ao laranja, em

decorréncia da maturacdo. Nesse caso, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
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TABELA 7. Efeito do uso de produtos a base de emulsdo de carnadba com diferentes

filtros inorganicos sobre os atributos fisico-quimicos de tangerinas cv.
Rainha. Porto Alegre, 2017.

Tratamento AT SS Contetdo Indice de Cor
(%) (°Brix)  de Suco (%) da Casca
Controle (s/tratamento) 1,13 11,38 65,25 6,43
Emulsdo de cera de carnauba 1,07 10,75 63,29 6,62
Emulsdo de cera de carnatba + ZnO 1,02 10,25 68,29 5,94
Emulsdo de cera de carnatba + TiO, (R) 1,15 11,56 62,37 6,52
Emulsdo de cera de carnatba + TiO, (T) 1,20 12,06 61,72 6,11
ANOVA (p) 0,0767™ 0,0770™  0,1459" 0,3139m

ns — diferenga ndo significativa

Nesse experimento, ndo foi possivel observar o efeito significativo das
peliculas fotoprotetoras na reducéo da incidéncia de MPC, pois a ocorréncia de danos
nos frutos do tratamento com TiO2 (T) pode ter mascarado o resultado (Figura 4).
Para isolar o efeito dos tratamentos em relacdo a doenca, realizou-se um terceiro

experimento, com inoculagdo artificial de conidios do agente causal P. citricarpa.
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FIGURA 4. Efeito do uso de produtos a base de emulsdo de carnauba e filtros
inorganicos sobre a incidéncia de sintomas de mancha preta dos citros
em tangerinas cv. Rainha. ANOVA (p) — Incidéncia de sintomas
(0,0966); Tipo falsa melanose (0,0710); Tipo mancha dura (0,9344).
Porto Alegre, 2017.

Experimento 3. O momento da inoculagdo, realizada previamente ou
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posteriormente a aplicacdo dos tratamentos ndo influenciou na incidéncia de MPC
(Figura 5). Contudo, foi possivel constatar que as peliculas fotoprotetoras reduziram
a incidéncia da doenca em relacdo ao controle, que também foi inoculado e ndo

recebeu nenhum tratamento (Tabela 8).
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FIGURA 5. Efeito do uso de produtos a base de emulsdo de carnauba e filtros
inorganicos sobre a incidéncia de mancha preta dos citros em
tangerinas cv. Montenegrina inoculadas artificialmente. Porto Alegre,
2017,

TABELA 8. Andlise de contrastes da incidéncia de mancha preta dos citros em
tangerinas cv. Montenegrina pulverizadas ou ndo com peliculas
fotoprotetoras e inoculadas artificialmente. Porto Alegre, 2017.

Contrastes — Tratamentos p
Inoculacdo prévia vs. Inoculagdo posterior 0,2636"S
Controle vs. Peliculas fotoprotetoras <0,0001*"
Emulsdo de cera de carnatba vs. Filtros inorganicos 0,0904ns
ZnO vs. TiO2 0,1425ns
TiO2 (R) vs. TiO2 (T) 0,4504ns
ANOVA (p) 0,0009

Nivel de significancia para os valores de probabilidade para a complementacdo por
contrastes ortogonais: *p<0,05; ** p< 0,01. ns= diferenca n&o significativa.

Os resultados obtidos sugerem que peliculas fotoprotetoras a base de emulsdo

de cera de carnauba apresentam potencial para reduzir a incidéncia de sintomas de
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MPC em tangerinas. Esse fato pode ser devido a interferéncia na radiacdo incidente
na superficie do fruto, causada pela pelicula fotoprotetora, que poderia estimular o
desenvolvimento do fungo (Timossi et al., 2003). O fungo P. citricarpa pode
apresentar um longo periodo de laténcia apos a infeccdo e a expressdo dos sintomas
pode estar relacionada a maturacdo e a intensa exposicao solar (Pivello, 2013).

Os resultados de redugdo de incidéncia de MPC observados no Experimento
3 em que foi realizada inoculacdo artificial, também pode estar relacionado a
interferéncia da pelicula fotoprotetora pela formacdo de uma barreira fisica a
infeccdo, semelhante ao efeito das defesas naturais das plantas como, por exemplo, o
espessamento da cuticula (Sharma et al., 2015). A aplicacdo em pré-colheita de
Raynox®, realizada em experimento com magds ‘Fuji Suprema’ ¢ ‘Pink Lady® no
Brasil, reduziu a incidéncia de podriddo branca (Botryosphaeria dothidea) e podriddo
“olho-de-boi” (Cryptosporiopsis perennans) em poés-colheita (Valdebenito-Sanhueza
et al., 2016). Da mesma forma, os autores supGem que a reducdo das podriddes
poderia ser devido a formacdo da barreira fisica ou por afetar o mecanismo de
tigmotropismo necessério ao estabelecimento das infecgdes. Isso se deve ao fato de
que a pelicula poderia encobrir a superficie do hospedeiro, impedindo o necessario
reconhecimento pelo fungo para sua germinacdo e seu desenvolvimento (Walters,
2006).

Quando foi realizada apenas uma aplicacdo no ciclo apenas direcionada ao
fruto (Experimento 1) e com o fruto apresentando aproximadamente 40 mm de
diametro, observou-se que as peliculas fotoprotetoras reduziram a incidéncia de
sintomas do tipo falsa melanose, sem causar danos a qualidade dos frutos. Inclusive,

como no caso do tratamento com o filtro inorganico TiO2 (T), observaram-se maiores
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valores para o indice de cor da casca. Entretanto, no Experimento 2, foram realizadas
duas aplicacbes pulverizando a planta toda, sendo a primeira aplicagdo com os frutos
ainda bem pequenos (=18mm). Neste caso, 0 tratamento com TiO2 (T) causou
significativa reducdo de atividade fotossintética nas plantas e, consequentemente,
reducdo na producdo. Além disso, o filtro inorganico TiO2 (T) causou danos na casca
dos frutos.

O uso de produtos com agéo fotoprotetora, como o caolim, podem possibilitar
0 aumento da assimilagdo de CO: de plantas em funcdo da atividade fotossintética
como, por exemplo, em oliveiras sob estresse hidrico (Denaxa et al., 2012). Porém,
as peliculas compostas de emulsdo de cera de carnadba e filtros inorganicos ndo
apresentaram esse efeito quando aplicadas em tangerineiras, sendo que o tratamento
com TiO2 (T) foi o que causou maior reducdo da atividade fotossintética das folhas
das plantas. Esse fato pode ser devido a formagcdo uma barreira fisica que interferiu
na incidéncia de radiacdo solar, ja que ndo houve diferenca na condutancia
estomatica.

Por outro lado, a acdo fotoprotetora dos tratamentos ndo afetou o contetdo de
suco dos frutos e os principais fatores que constituem o sabor, a acidez titulavel e
teor de solidos soliveis. Tangerinas cv. Sunki com menor exposicdo solar, de acordo
com Souza et al. (2015), apresentaram maior acidez que aquelas que ficaram mais
expostas, entretanto o teor de solidos soliveis foi maior nos frutos com maior

incidéncia de radiacéo solar.

5.4 Concluséo
Relata - se pela primeira vez que a pelicula fotoprotetora constituida por

emulsdo de cera de carnalba a 20% sem a adicdo de filtros inorganicos apresenta
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capacidade de reduzir a incidéncia de sintomas de MPC, sem afetar a producéo ou a
qualidade dos frutos e poderia ser uma técnica integrada ao manejo da MPC.

S0 necessarios outros estudos para otimizar essa tecnologia.
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6 CAPITULO 111

Efeito do uso de revestimentos comestiveis sobre a incidéncia de mancha preta

dos citros e na qualidade de tangerinas em pos-colheita
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6.1 Introducao

Um dos principais problemas da producdo de tangerinas para consumo in
natura no Rio Grande do Sul é a mancha preta dos citros (MPC), causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa (McAlp) Van der Aa (Pandolfo, 2011). Essa doenca pode
apresentar um longo periodo de incubacdo, ja que o fungo pode infectar o fruto a
partir da queda de pétalas e permanecer latente até a maturacdo ou, em alguns casos,
o0s sintomas aparecem apés a colheita (Caixeta et al., 2008; Aguiar et al., 2012). Os
sintomas causados por P. citricarpa ficam restritos ao flavedo e ndo causam danos na
parte interna do fruto. Porém, as lesBes comprometem a aparéncia, podendo
inviabilizar a comercializagdo (Feichtenberger et al., 2005).

O controle da doenca é realizado no campo, com a aplicacdo de fungicidas
sintéticos e, em alguns casos, sdo adotadas praticas de manejo para acelerar a
decomposicdo das folhas e reduzir a producdo de ascosporos (Bellotte et al., 2009;
Scaloppi et al., 2012). Entretanto, essas formas de controle ndo se mostraram
eficientes, especialmente quando a producdo é voltada para consumo in natura. Em
alguns casos, a baixa eficiéncia dessas praticas pode estar associada ao fato de que os
frutos estdo suscetiveis ao fungo durante todo o seu desenvolvimento, inclusive
durante o amadurecimento e, também, pelo incremento da doenca que pode ser
ocasionado pelos conidios produzidos nas lesdes dos frutos e ramos (Baldassari et
al., 2006; Sposito et al., 2011). Pois, nos periodos mais proximos da colheita, pode
ser inviavel a realizacdo de pulverizacbes devido aos prazos de caréncia dos
fungicidas e, consequente, contaminagdo residual. Também, foi constatada a
ocorréncia de isolados de P. citricarpa resistentes a fungicidas como, por exemplo, é

0 caso dos benzimidazdis (Rodrigues et al., 2007; Possiede et al., 2009).
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Dessa forma, € necessario o desenvolvimento de estratégias de controle
alternativas e sustentaveis como, por exemplo, a utilizacdo de substancias que
possuem atividade antimicrobiana ou que sejam capazes de induzir mecanismos de
defesa do hospedeiro. Entretanto, essas substancias precisam ser consideradas GRAS
(Generally Recognized as Safe), ou seja, seguras para uso em alimentos (Palou et al.,
2016). Nesse contexto, uma pratica que vem sendo estudada para controle de
doencas em pos-colheita € 0 uso de filmes e revestimentos comestiveis com atividade
antimicrobiana (Assis & Britto, 2014).

Os estudos sobre revestimentos comestiveis tém dado enfoque ao uso de
biopolimeros, como proteinas, polissacarideos e lipidios que sdo capazes de formar
uma pelicula de protecdo sobre a superficie da fruta (Palou et al., 2015).

Um dos polissacarideos que tem se destacado para uso em poés-colheita de
frutas por apresentar atividade antimicrobiana € a quitosana que provém da quitina
presente no exoesqueleto dos crustaceos (Bautista-Bafios et al., 2006; Berger et al.,
2011). Rapussi et al. (2009) observaram que em laranjas cv. Valencia a quitosana
apresentou um efeito antifingico in vitro sobre P. citricarpa e também um potencial
para reduzir o aparecimento de lesbes de MPC em p0s-colheita nesta cultivar.

No caso dos lipidios, emulsdes feitas a partir da cera de carnatba obtida das
folhas da carnaubeira (Copoernica cerifera) tém sido bastante utilizadas na
conservacdo em pos-colheita de frutos citricos (Dhall, 2013; Machado et al., 2012).
Além disso, as ceras podem atuar como weiculo de aditivos com atividade
antimicrobiana (Kouassi et al., 2012). Dentre esses aditivos, o bicarbonato de sodio e
0 metassilicato de sodio, sdo sais que poderiam ser incorporados aos revestimentos

uma vez que estes ja se mostraram eficientes para reduzir a incidéncia de podrides
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causadas por Penicillium spp. em frutos citricos conforme conclusdes de Liu et al.
(2010) e Montero et al. (2015).

Neste sentido, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do uso de
revestimentos comestiveis a base de cera de carnalba e quitosana na incidéncia de
sintomas de mancha preta dos citros em pos-colheita de tangerinas oriundas de
pomares com incidéncia da doenca e, também, avaliar a influéncia desses

revestimentos sobre os atributos fisico-quimicos dos frutos.

6.2 Material e Métodos

Foram conduzidos trés experimentos com o uso de revestimentos comestiveis
em pos-colheita de tangerinas, cada um com uma cultivar do grupo das mexericas.
Os experimentos foram conduzidos separadamente, em delineamento inteiramente
casualizado. O preparo dos revestimentos e a aplicacdo nos frutos foram realizados
no Laboratorio de Pds-colheita da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul em Porto Alegre.

Revestimentos. O revestimento de quitosana foi preparado a partir da
purificacdo da quitosana comercial em po (fornecida pela Polymar). A purificacdo
foi realizada em uma série de etapas, assim como descrito por Shiekh et al. (2013).
Apobs a purificacdo, a quitosana foi dissolvida em solu¢do de acido citrico 1 M para
obtencdo de uma concentracdo de 6 % e, a partir dessa solu¢do, foram realizadas as
diluicbes para aplicagdo nos frutos.

A cera de carnatba bruta foi emulsionada, juntamente com 6leo de soja, agua
e os emulsificantes e surfactantes Tween 80 e Span 60. Para esses experimentos,
foram preparadas trés emulsdes, que se distinguiam por apresentar a fase lipidica

composta por diferentes concentragdes de cera de carnatba e 6leo de soja. Sendo
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elas: A) 10% de cera de carnalba + 3% de Oleo de soja, constituindo uma fase
lipidica de 13%; B) 20% de cera de carnatba + 10% de 6leo de soja, formando uma
fase de lipidica de 30%; C)10% de cera de carnauba + 5% de 6leo de soja, com uma
fase lipidica de 15%. A porcentagem refere-se ao equivalente na emulsdo final e para
a aplicacdo, cada emulséo foi diluida em agua na concentracdo de 40%.

Caracteristicas_dos frutos. As tangerinas cv. Cai foram produzidas na Estacéo

Experimental Agronbmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA-
UFRGS). Os frutos, no momento da colheita, apresentaram teores de sélidos solliveis
na ordem de 9,6 °Brix e acidez titulavel de 0,891 % de &cido citrico. Os frutos da cv.
Rainha foram colhidos em pomar comercial de Sdo Sebastido do Cai, apresentaram
teores de solidos soliveis médios de 11,9 °Brix e acidez titulavel de 0,843 % de
acido citrico no momento da colheita. As tangerinas da cv. Montenegrina também
foram colhidas no pomar da EEA-UFRGS, apresentando o teor de solidos soliveis
de 11,2 °Brix e a acidez titulavel de 0,539 % de acido citrico. Nas areas onde as
tangerinas foram produzidas, havia histérico de MPC e, também, ja se observava
sintomas da doenca no momento da colheita. Contudo, para 0s experimentos, foram
selecionados frutos sadios, sem sintomas aparentes de MPC, para avaliar em p0s-
colheita apenas o surgimento de sintomas oriundos de infeccdes latentes.

Aplicacdo dos tratamentos. Os frutos foram lavados em solucdo aquosa de

hipoclorito de sodio a 0,1% (i. a.) e detergente neutro. Apds esta sanitizagdo inicial,
os frutos foram enxaguados em agua potavel, separados em unidades experimentais e
foram colocados para secar a temperatura ambiente, sem ar forcado. A aplicacdo dos
revestimentos foi realizada com o auxilio de uma esponja, para que uma cobertura

uniforme na superficie do fruto. Também, foi avaliado o efeito do uso dos aditivos
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metassilicato de sodio e bicarbonato de sodio de forma isolada (aplicacdo por
imersdo) ou incorporada aos revestimentos. Na Tabela 1, sdo apresentados os trés

experimentos conduzidos em pos-colheita com as diferentes cultivares de tangerina.

TABELA 1. Experimentos realizados com o uso de revestimentos comestiveis em
pos-colheita em tangerinas. Porto Alegre, 2017.

Cultivares Cai Rainha Montenegrina

e Testemunha

T 0,
¢ Quitosana (1%) e Testemunha : 83:;82222 (%ZA;/)o) N

¢ Quitosana (2%) ¢ Quitosana (2%) .
e Quitosana (2%) + e Quitosana (2%) + g/(l;(ajtizss(gggggm) de

e Testemunha

Tratamentos Metassilicato de Metassilicato de
e L e EC C (40%
Saédio (350ppm) Sédio (350ppm) . Metasgilicat)o de
¢ EC B (40%) e EC C (40%)

e Bicarbonato de

« EC C (40%) sodio (3%)

Repeticdes x n° frutos 4 x 10 frutos 4 x 25 frutos 5 x 50 frutos
Periodo de . . .
armazenamento 35 dias 30 dias 30 dias
Condigoes de o 0
armazenamento 5°C+1e90%de UR
Simulacao de vida de . o .
prateleira 5diasa20°C+1e70% UR

e Perda de massa ePerda de massa

a cada sete dias; total; ePerda de massa

e Cor da epiderme; e Cor da epiderme; total:

e Acidez titulavel, e Acidez titulavel; e Cor da epiderme;
Variaveis avaliadas e Solidos solaveis; e Sélidos soluveis; e Incidéncia

e Incidéncia e Incidéncia de doencas (MPC e

de doencas (MPC e de doencas (MPC e bolores causados por
bolores causados por bolores causados por  Penicillium).
Penicillium). Penicillium).

EC — emulsdo de cera de carnauba; A — fase lipidica composta por 10% de cera de carnalba
+ 3% de Oleo de soja; B — fase lipidica composta por 20% de cera de carnauba + 10% de
6leo de soja; C — fase de lipidica composta por 10% de cera de carnatba + 5% de 6leo de
soja.

Avaliacdes de atributos fisico-quimicos e incidéncia de doencas. A cor da

epiderme foi determinada com colorimetro da marca Konica/Minolta (CR-400) no
sisterma CIE L* a* b* e foram calculados os valores do croma (C = v [(a*)? + (b*)?])

e angulo Hue (h° = tanl(b*/a*)). A acidez titulavel (AT), expressa em porcentagem
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(%) de acido citrico, foi determinada pelo método potenciométrico, através da
titulacdo na amostra de uma solucdo de NaOH a 0,1M. O teor de sélidos soliveis
(SS) foi determinado por refratometria e 0os dados expressos em °Brix. A incidéncia
de doencas, expressa em porcentagem (%), foi determinada pela contagem de frutos
que apresentavam sintomas caracteristicos de MPC e bolor verde e azul em relagéo
ao nimero de frutos de cada amostra.

Andlise estatistica. Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia

(ANOVA) e, quando significativo (p<0,05), a andlise foi complementada pelo teste
Tukey de separacdo de médias, utilizou-se o Programa R de analise -estatistica

(verséo 3.3.1).

6.3 Resultados e Discussao

Experimento cv. Cai. Observou-se que a partir dos 14 dias de

armazenamento, todos os frutos que receberam algum revestimento apresentaram
menor perda de massa que os frutos do tratamento testemunha. No entanto, o0s

revestimentos ndo apresentaram diferenca entre si para essa varidvel (Tabela 2).
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TABELA 2. Perda de massa (%) de tangerinas cv. Cai tratadas com diferentes
revestimentos apds armazenamento refrigerado, Porto Alegre, 2017.

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
Testemunha (s/tratamento) 2,78a 546a 7,34a 9,53a 14,63a
Quitosana 1% 2,46abc 4,79b 6,34b 8,48b 13,54ab
Quitosana 2% 2,24bc  4,40b 5,94b 7,95bc 13,27ab
Quit. 2% + Metassilicato 350ppm  2,12c 4,36b 6,08b 8,10bc 12,87bc
EC A (40 %) 247ab 4,71b 6,24b 8,12bc 12,95bc
EC B (40 %) 2,27bc  4,36b 5,69b 7,36¢c 12,41bc
EC C (40 %) 2,33bc  4,22b 558b 7,23¢c 11,75c

ANOVA (p) 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Médias de quatro repeticdes, sequidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

Os revestimentos a base de emulsdo de cera de carnadba e quitosana
mantiveram a coloracdo caracteristica da casca das tangerinas cv. Cai, considerando
os fatores de luminosidade, croma e o angulo Hue (Tabela 3). Também, ndo foram
observadas manchas indesejadas que pudessem alterar a aparéncia dos frutos e,
consequentemente, a sua aceitagcdo pelo consumidor.

TABELA 3. Coloracdo da epiderme de tangerinas cv. Cai tratadas com diferentes

revestimentos, apds armazenamento a 5 °C + 1 por 35 dias + 5a 20 °C
+ 1. Porto Alegre, 2017.

Cor

Tratamentos Valor L* Croma e
Testemunha (s/tratamento) 66,27 67,99 73,51
Quitosana (1%) 65,55 65,57 73,20
Quitosana (2%) 67,04 66,90 73,78
Quit. 2% + Metassilicato (350ppm) 66,85 66,91 74,62
EC A (40%) 66,72 68,38 74,03
EC B (40%) 65,96 67,22 74,69
EC C (40%) 67,37 68,54 76,98

ANOVA (p) 0,3792" 0,2288"  0,1926"

ns — nao ha diferenca significativa.

O suco das tangerinas tratadas com o revestimento a base de cera de carnalba

EC B, formulado com 30% de lipidios, apresentaram maior acidez titulavel (0,845%
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de é&cido citrico) e maior teor de solidos soliveis (12,10 °Brix). Os valores mais
baixos de acidez titulavel foram observados nos tratamentos com EC C, com fase
lipidica de 15%. Esses dois tratamentos diferiram entre si, entretanto, ndo diferiram
dos demais tratamentos, inclusive da testemunha em que os frutos foram revestidos
(Tabela 4).

TABELA 4. Acidez titulavel e teor de solidos soliveis do suco de cv. Cai com

diferentes revestimentos, apds armazenamento a 5 °C + 1 por 35 dias +
5a20 °C £ 1. Porto Alegre, 2017.

Tratamentos AT (% Ac. Citrico) SS (°Brix)
Testemunha (s/tratamento) 0,701 ab 12,03 a
Quitosana 1% 0,701 ab 11,05ab
Quitosana 2% 0,723 ab 12,03 ab
Quit. 2% + Metassilicato 350ppm 0,727 ab 11,35ab
EC A (40%) 0,706 ab 11,03 ab
EC B (40%) 0,845a 12,10a
EC C (40%) 0,637 b 10,28 b

ANOVA (p) 0,01705 0,02085

Meédias de quatro repeticdes, seguidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05).

Os frutos tratados com EC C foram os que apresentaram menor incidéncia de
doencas em pos-colheita. Enquanto esse tratamento apresentou média de incidéncia
de sintomas para MPC de 12,5%, nos frutos que ndo receberam tratamento em poés-
colheita, 40% dos frutos foram afetados pela doenga. Os tratamentos com quitosana
ndo reduziram significativamente a MPC, mesmo com a adicdo de metassilicato de

sodio (Tabela 5).
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TABELA 5. Incidéncia de doencas em pos-colheita de tangerinas cv. Cai com
diferentes revestimentos, apds armazenamento a 5 °C + 1 por 35 dias +
5a20 °C £ 1. Porto Alegre, 2017,

Incidéncia de doenca (%0)

Tratamento — ——
P. citricarpa Penicillium sp.

Testemunha (s/tratamento) 40,00 a 2,50
Quitosana 1% 25,00 ab 17,50
Quitosana 2% 25,00 ab 2,50
Quit. 2% + Metassilicato 350ppm 35,00 ab 10,00
EC A (40%) 27,50 ab 0,00
EC B (40%) 20,00 ab 12,50
EC C (40%) 12,50 b 0,00

ANOVA (p) 0,0247 0,0440*

Médias de quatro repeticdes, seguidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05). *Dados ndo seguem distribuicdo normal, por isso ndo foi realizado
teste de comparacdo de médias.

Experimento _cv. Rainha. Os revestimentos contribuiram para a manutencao

da aparéncia das tangerinas cv. Rainha, pois reduziram a perda de massa e nao
causaram alteracbes negativas a coloracdo da epiderme. As tangerinas que foram
armazenadas sem revestimento foram as que apresentaram maior perda de massa,
16,27%. Todos o0s revestimentos conferiram maior luminosidade (L*) a casca dos
frutos em relacdo aos frutos ndo revestidos, também, a emulsdo de carnalba, na

maior concentracdo, proporcionou maior valor de croma (Tabela 6).

TABELA 6. Cor da epiderme e perda de massa de tangerinas cv. Rainha tratadas
com diferentes revestimentos, ap6s armazenamento refrigerado por 30
dias 5 °C £ 1, Porto Alegre, 2017.

Cor Perda de
Tratamentos Valor L* Croma °Hue  massa (%)
Testemunha (s/tratamento) 67,06b 69,55ab 64,64 16,27a
Quitosana (2%) 68,99a 69,32b 65,36 12,97b
Quitosana (2%) + Metassilicato (350ppm) 68,28a  69,76ab 65,05 14,47ab
EC C (20%) 68,46a 70,15ab 65,99 12,73b
EC C (40%) 68,90a 72,47a 6524  13,71b
ANOVA (p) 0,0003 0,0414 0,2879"s  0,0001

Meédias de cinco repeti¢Ges, seguidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). ns = ndo significativo.
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Os tratamentos quitosana e quitosana com adicdo de metassilicato de sddio
mantiveram a acidez tituldvel do suco das tangerinas mais elevada que os demais
tratamentos, sendo os valores médios de 0,600 e 0,675 % de acido citrico,
respectivamente. Bem como, observaram-se menores valores de teor de soélidos
soliveis nesses tratamentos. Ja, a aplicacdo de emulsdo de carnadba, na concentragdo
de 40 %, resultou em uma menor acidez titulavel, em média de 0,383 % de &cido
citrico (Tabela 7).

TABELA 7. Acidez titulavel e teor de sélidos soliveis do suco de tangerinas cv.

Rainha tratadas com diferentes revestimentos, ap0s armazenamento a
5°C + 1 por 30 dias + 5a20°C + 1, Porto Alegre, 2017.

Tratamentos AT (% Ac. Citrico) SS (°Brix)
Testemunha (s/tratamento) 0,506 B 12,05a
Quitosana (2%) 0,600 Ab 11,00b
Quitosana (2%) + Metassilicato (350ppm) 0,675 A 10,90b
EC C (20%) 0,542B 11,35ab
EC C (40%) 0,383C 11,40ab

ANOVA (p) <0,0001 0,0158

Meédias de quatro repeticBes, seguidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p<0,05).

Em tangerinas ‘Ramnha’, ndo houve diferenca em relagdo a incidéncia de
MPC e de bolores causados por fungos do género Penicillium. A porcentagem de
sintomas de MPC dos frutos da testemunha foi de apenas 2,4 % (Tabela 8).
TABELA 8. Incidéncia de doencas em pos-colheita de tangerinas cv. Rainha com

diferentes recobrimentos, apds armazenamento a 5°C + 1 por 30 dias +
5 dias a 20 °C + 1, Porto Alegre, 2017.

Incidéncia (%0)

Tratamento — AT
P. citricarpa Penicillium sp.

Testemunha (s/tratamento) 2,40 3,20
Quitosana (2%) 1,60 3,20
Quitosana (2%) + Metassilicato (350ppm) 2,40 3,20
EC C (20%) 1,60 2,40
EC C (40%) 1,60 1,60

ANOVA (p) 0,9890ns 0,9511nms

ns = ndo diferenca significativa.
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Experimento cv. Montenegrina. As tangerinas tratadas com metassilicato de

sodio, aplicado por imersdo, apresentaram maior perda de massa, 12,6 %, enquanto a
aplicacdo de emulsdo de cera de carnauba reduziu a perda, ficando em 7,05 %. Para
essa variavel, os revestimentos a base de quitosana e o tratamento com bicarbonato e
sodio ndo diferiram da testemunha. Em relacdo a cor da epiderme, a luminosidade e
0 angulo °Hue ndo apresentaram alteracdes. Apenas 0 revestimento composto por 2
% quitosana reduziu os valores de Croma (Tabela 9).

TABELA 9. Cor da epiderme e perda de massa de tangerinas cv. Montenegrina

submetidas a diferentes tratamentos em  pds-colheita, apos
armazenamento refrigerado por 30 dias a5 °C £ 1, Porto Alegre, 2017.

Cor Perda de
Tratamento Valor L* Croma  °Hue massa (%)
Testemunha (s/tratamento) 69,37 73,56ab 65,61 10,18b
Quitosana (2%) 68,92 70,37c 66,18 8,50bc
Quitosana (2%) + Metassilicato (350ppm) 68,36 72,77abc 65,11 8,88b
EC C (40%) 68,38 71,66bc 65,25 7,05¢C
Metassilicato (1%) 69,24 74,85a 66,41 12,06a
Bicarbonato de sodio (3%) 69,42 74,59ab 66,73 9,97b
ANOVA (p) 0,289 0,0016 0,3197 <0,0001

Médias de quatro repeticdes, seguidas de letra iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

Da mesma forma como 0 ocorreu nos tratamentos realizados em tangerinas da
cv. Rainha, ndo houve diferenca em relacdo a incidéncia de sintomas de MPC e de
bolores causados por fungos do género Penicillium nos frutos da cv. Montenegrina

(Tabela 10).
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TABELA 10. Incidéncia de doencas em tangerinas cv. Montenegrina submetidas a
diferentes tratamentos em pos-colheita, apos armazenamento a 5°C + 1
por 30 dias + 5 dias a 20 °C £ 1, Porto Alegre, 2017.

Incidéncia (%)

Tratamento — —
P.citricarpa  Penicillium sp.  Total
Testemunha (s/tratamento) 1,00 8,50 9,50
Quitosana (2%) 1,00 12,50 13,50
Quitosana (2%) + Metassilicato (1%) 2,50 10,50 13,00
EC C (40%) 3,50 12,50 16,00
Metassilicato (1%) 0,50 11,00 11,50
Bicarbonato de sodio (3%) 0,00 8,50 8,50
ANOVA(p) 0,064"s 0,627"s 0,330"s

Em geral, os dados obtidos indicam que os revestimentos comestiveis a base
de quitosana e cera de carnalba apresentam potencial para serem utilizados em
tangerinas com o objetivo de preservar a qualidade dos frutos. Foi observada menor
perda de massa nos frutos revestidos, especialmente quando foram utilizadas
emulsdes a base de cera de carnalba. Esse efeito também foi observado em pds-
colheita de tangores cv. Ortanique e laranjas revestidos com cera de carnadba
(Machado et al., 2012; Pereira et al.,, 2013). Da mesma forma, a quitosana pode
formar uma barreira capaz de reduzir a perda excessiva de agua que pode ocorrer
durante o armazenamento refrigerado de frutos citricos. Observacdo neste sentido foi
feita por Thu e Tanachai (2016). Os autores determinaram que laranjas da cv. Canh
armazenadas a 5 °C com revestimento de ceras ou quitosana apresentaram menor
perda de massa na comparacdo com laranjas que ndo receberam tratamento de
revestimento apds 60 dias armazenamento.

As tangerinas revestidas com quitosana e cera de carnalba ndo apresentaram
alteracbes na coloracdo da epiderme que comprometessem a sua aparéncia. A cor
pode ser determinada através da obtencdo de seus componentes como, a

luminosidade, dada pelo valor de L*, angulo Hue, que se refere a tonalidade e o
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croma, que é a intensidade. Esses componentes podem ser influenciados na pos-
colheita pela aplicacdo de revestimentos comestiveis, como ocorreu em laranjas da
cv. Valéncia tratadas com cera de carnauba (Pereira et al., 2014).

Durante o inicio do desenvolvimento dos frutos citricos, ocorre acUmulo de
carboidratos e acidos organicos na polpa, que vao sendo degradados e solubilizados
com o avanco da maturacdo. Havendo redugdo da acidez titulavel e aumento no teor
de sdlidos soliveis, que sdo os principais fatores que compdem o sabor (Iglesias et
al., 2007). No presente trabalho foi determinada uma menor acidez titulavel em
amostras de suco de tangerinas tratadas com emulsdo de carnatba (40 %), enquanto
0 teor de solidos soliveis apresentou variagdes entre os tratamentos. Estas diferencas
ndo foram constatadas por Arnon et al. (2014) em mandarinas das cultivares Or e
Mor, em laranjas cv. Navel e pomelos cv. Star Ruby com revestimentos a base de
ceras e a base de quitosana e carboximetilcelulose.

Em alguns casos, a aplicacdo do revestimento sem um tratamento prévio ou
sem aditivos antimicrobianos pode resultar em maior incidéncia de podriddes em
frutos citricos, sendo as mais recorrentes os bolores causados por P. digitatum e P.
italicum (Youssef et al., 2012). Isso pode ocorrer devido a formacdo de uma pelicula
de protecdo sobre as hifas e 0s esporos presentes na superficie do fruto, por isso, 0s
revestimentos devem ser utilizados de forma complementar a outros métodos de
controle (Montero et al., 2010).

Em relacdo ao efeito dos revestimentos comestiveis sobre a incidéncia de
sintomas de MPC, apenas a emulsdo de cera de carnatba, composta por 15% de fase
lipidica, inibiu o aparecimento de sintomas nas tangerinas cv. Cai. Esse efeito ndo foi

possivel de discriminar nas cultivares Rainha e Montenegrina, possivelmente pela
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baixa incidéncia da doenca. A maior incidéncia de sintomas de MPC em pds-colheita
na cv. Cai pode ser explicada pelo fato de que essa cultivar € mais precoce que as
cvs. Rainha e Montenegrina.

Em laranjas tardias que receberam tratamento térmico e com fungicidas em
pos-colheita, ndo surgem novas lesdes quando as laranjas sdo colhidas tardiamente.
Nestas condicOes, provavelmente, o fungo P. citricarpa tem condi¢cfes de completar
0 seu desenvolvimento e expressar 0s sintomas antes da colheita (Yan et al., 2016).

As concentracGes de quitosana, metassilicato de sodio e bicarbonato de sddio
utilizadas nos tratamentos desse estudo com tangerinas ndo foram suficientes para
detectar sua agdo antifingica. No entanto, ndo se deve descartar as potencialidades
dessas substancias, especialmente da quitosana, que ja demonstrou ser eficiente para
reduzir a incidéncia de sintomas de MPC em laranjas das cultivares Valencia e Péra-
Rio associada ou ndo com fungicidas em pds-colheita (Rapussi et al. 2009; 2011). De
acordo com 0s mesmos autores, em testes in vitro, houve a inibicdo do crescimento
micelial, a germinacdo de conidios e formacdo de apressdrio de P. citricarpa.

Dessa forma, € necessario realizar novos estudos, com diferentes
concentracdes de quitosana ou de metassilicato e bicarbonato de sddio para avaliar a
inibicdo de P. citricarpa e a reducdo de sintomas de MPC em pds-colheita de
tangerinas. Também, os revestimentos a base de quitosana e cera de carnalba
poderiam ser utilizados como forma suplementar a outras medidas de controle que

podem ser realizadas no pomar, desde o inicio do desenvolvimento dos frutos.

6.4 ConclusGes
Os revestimentos comestiveis a base de quitosana e cera de carnalba

contribuem para a manutencdo da qualidade de tangerinas em pos-colheita,
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principalmente por reduzir a perda de massa.

A emulsdo de cera de carnalba composta por 15% de fase lipidica pode
reduzir o surgimento de sintomas de MPC em pos-colheita de tangerinas cv. Cai.

E necessario aprimorar a formulacio das emulses de carnalba e
revestimento de quitosana, bem como reavaliar outros aditivos com maior pressdo de
doenca para determinar as suas eficiéncias quanto ao controle de MPC, para as

cultivares mais tardias, como Rainha e Montenegrina.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas observacdes realizadas, as condicOes climaticas da Regido da
Depressdo Central do Rio Grande do Sul podem favorecer o fungo P. citricarpa e a
ocorréncia de MPC, pois mesmo no final do outono e inicio do inverno, época de
maturacdo das tangerinas, as temperaturas seguem elevadas e ocorrem precipitagdes.

Os frutos sdo suscetiveis a doenca durante todo o seu desenvolvimento,
entretanto o periodo critico para a infeccdo € durante a queda fisioldgica dos
frutinhos. Por isso, é importante suprimir o indculo antes da frutificacdo, mas nao
basta apenas acelerar a decomposicdo das folhas caidas onde sdo formados os
ascosporos, € necessario remover os ramos e os frutos sintomaticos aderidos a planta
que sdo fonte de picnidiésporos.

As peliculas fotoprotetoras a base de emulsdo de cera de carnalba podem
reduzir a radiacdo solar incidente na superficie dos frutos, o que pode inibir o
desenvolvimento e estabelecimento do fungo P. citricarpa, jA que a radiacdo parece
ser um fator importante para a expressdo dos sintomas. Além disso, forma uma
barreira fisica que pode impedir novas infeccoes.

Os revestimentos comestiveis a base de cera de carnalba e quitosana
apresentam um importante papel na conservacdo das tangerinas em pds-colheita,
principalmente, por reduzir a perda de &gua da casca e, assim, manter sua aparéncia.

Também, no caso das cultivares mais precoces, como € 0 caso da cv. Cai, 0 uso de
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emulsdo de cera de carnalba pode auxiliar na reducdo do surgimento de sintomas de
MPC. Entretanto, ndo é uma medida de controle para ser utilizada forma isolada e,
sim, integrada a outras formas de manejo que devem ser realizadas no pomar.

Tanto as peliculas fotoprotetoras, a base de carnalba e filtros inorganicos,
quanto os revestimentos comestiveis, a base de carnalba e quitosana, necessitam de
novos estudos em relacdo a formulagdo, forma e época de aplicacdo, bem como,
avaliar o seu efeito em outras cultivares. Para que possam ser utilizados como
medidas efetivas e seguras no controle de MPC.

As informacdes geradas neste estudo sdo inéditas e possibilitam o
entendimento de aspectos relacionados ao patossistema MPC versus tangerinas na
regido da Depressdo Central do Rio Grande do Sul. Também podem servir de apoio
para a realizacdo de novos estudos e para a elaboracdo de praticas de manejo que

contribuam para a sustentabilidade dessa cadeia produtiva.



8 APENDICE

APENDICE 1. Dados médios diarios de temperatura e precipitacio da Estacio
Experimental Agrondmica da UFRGS no periodo anterior ao inicio
do monitoramento, entre dezembro de 2014 e janeiro de 2015. Porto

Alegre, 2017.
Temperatura ( °C)* S
Data Mimima N Precipitagdo (mm)
01/12/2014 25 32
02/12/2014 23 35 16
03/12/2014 21 27 7
04/12/2014 17 28
05/12/2014 17 29
06/12/2014 18 32
07/12/2014 20 36
08/12/2014 23 37
09/12/2014 23 31 3
10/12/2014 22 32 26
11/12/2014 22 25 18
12/12/2014 21 26
13/12/2014 19 25 2
14/12/2014 17 27
15/12/2014 17 27
16/12/2014 19 27
17/12/2014 22 27
18/12/2014 22 29
19/12/2014 19 31
20/12/2014 20 35 30
21/12/2014 23 21 44
22/12/2014 19 25
23/12/2014 15 26
24/12/2014 16 27
25/12/2014 19 30
26/12/2014 22 30 6
27/12/2014 22 27 9
28/12/2014 22 27 3
29/12/2014 20 30
30/12/2014 21 31
31/12/2014 23 31 7
01/01/2015 22 27 5
02/01/2015 20 26 14
03/01/2015 19 28

04/01/2015 18 31
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continuacdo APENDICE 1. Dados médios diarios de temperatura e precipitacdo da
Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS no
periodo anterior ao inicio do monitoramento, entre
dezembro de 2014 e janeiro de 2015. Porto Alegre,

2017.
Temperatura ( °C)* o
Data NMimima MEXTa Precipitacdo (mm)
05/01/2015 20 33
06/01/2015 23 36
07/01/2015 22 34

*Dados obtidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (Estacdo Automatica A801 — Porto
Alegre). Fonte: http://www.inmet.gov.br
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APENDICE 2. Dados médios diarios de temperatura e precipitacio da Estacdo
Experimental Agrondmica da UFRGS de janeiro até julho de 2015.
Porto Alegre, 2017.

Janela de Temperatura (°C) Precipitagéo
x Data — —
Infecgdo Minima Maxima (mm)
08/01/2015 231 27,9 42,5
09/01/2015 219 37,3 16
10/01/2015 214 37,9
11/01/2015 20,8 36,3
1 12/01/2015 22,6 41,3
13/01/2015 21,8 39,2 20
14/01/2015 219 30,9
15/01/2015 21,3 30,3 25
16/01/2015 22,1 36,5
17/01/2015 225 39 13
18/01/2015 20,2 352
19/01/2015 20,3 39,2 5
20/01/2015 19,5 29,3
) 21/01/2015 19 30,5
22/01/2015 15,70 30,60
23/01/2015 17,60 32,60
24/01/2015 17,40 35,50
25/01/2015 18,50 40,10
26/01/2015 20,70 40,30
27/01/2015 21,10 38,30
28/01/2015 22,30 36,00
29/01/2015 20,10 28,10 75
30/01/2015 15,70 31,60
3 31/01/2015 18,80 29,60
01/02/2015 19,20 35,90
02/02/2015 19,60 37,30
03/02/2015 21,00 36,30 21
04/02/2015 20,70 33,40
05/02/2015 21,50 35,20
06/02/2015 19,40 34,80
07/02/2015 16,40 36,90
08/02/2015 15,30 36,00
4 09/02/2015 17,40 40,30
10/02/2015 19,00 37,90
11/02/2015 21,20 26,90 14
12/02/2015 21,10 40,30
13/02/2015 20,60 35,40 5
14/02/2015 19,30 30,40
15/02/2015 20,90 32,20
16/02/2015 20,20 32,60
17/02/2015 19,10 33,10
5 18/02/2015 19,10 34,20
19/02/2015 20,40 36,50
20/02/2015 20,80 27,70 12
21/02/2015 20,40 31,40
22/02/2015 21,00 30,90
23/02/2015 19,30 34,30
24/02/2015 20,40 34,10
6 25/02/2015 18,40 36,60 18
26/02/2015 19,90 34,30 22
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continuacdo APENDICE 2. Dados médios diarios de temperatura e precipitacdo da
Agrondmica da UFRGS de
janeiro até julho de 2015. Porto Alegre, 2017.

Estacdo Experimental

Janela de Temperatura (°C) Precipitagéo
x Data — —
Infecgdo Minima Maxima (mm)
27/02/2015 19,00 31,90 7
28/02/2015 17,30 31,80
01/03/2015 18,00 28,60
6 02/03/2015 19,50 33,60
03/03/2015 19,80 37,30
04/03/2015 19,90 36,00
05/03/2015 21,10 32,90
06/03/2015 20,30 31,70
07/03/2015 18,00 33,10
08/03/2015 19,90 35,40
09/03/2015 21,70 33,70
10/03/2015 20,30 31,30
7 11/03/2015 18,70 32,90
12/03/2015 16,60 34,60
13/03/2015 19,50 36,00
14/03/2015 19,90 38,60
15/03/2015 20,50 33,80
16/03/2015 21,50 33,90
17/03/2015 16,40 34,00
18/03/2015 16,50 34,20
19/03/2015 16,90 35,40
20/03/2015 16,10 38,40
8 21/03/2015 17,70 28,40
22/03/2015 12,50 28,70
23/03/2015 13,50 30,90
24/03/2015 15,30 37,50
25/03/2015 18,30 36,90
26/03/2015 17,20 22,90
27/03/2015 16,80 31,10
28/03/2015 14,50 34,80
29/03/2015 19,10 27,90
30/03/2015 17,90 30,40 6
31/03/2015 16,60 37,40
01/04/2015 14,70 36,40
02/04/2015 13,60 38,40
9 03/04/2015 13,00 41,30
04/04/2015 15,80 38,30
05/04/2015 17,90 21,50 26
06/04/2015 15,40 27,80
07/04/2015 10,70 31,30
08/04/2015 12,50 36,60
09/04/2015 14,50 38,40
10/04/2015 13,40 38,90
11/04/2015 12,70 37,30
12/04/2015 16,70 30,60
13/04/2015 13,80 35,60
10 14/04/2015 17,40 37,80 25
15/04/2015 19,40 27,10
16/04/2015 19,90 32,20
17/04/2015 17,30 30,10 15
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continuacdo APENDICE 2. Dados médios diarios de temperatura e precipitacdo da
Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS de
janeiro até julho de 2015. Porto Alegre, 2017.

Janela de Temperatura (°C) Precipitagéo
x Data — —
Infecgdo Minima Maxima (mm)
18/04/2015 13,10 35,40
19/04/2015 9,30 34,40
10 20/04/2015 19,70 22,00 14
21/04/2015 17,00 30,00
22/04/2015 13,80 32,10
23/04/2015 17,30 26,70
24/04/2015 15,50 31,80
25/04/2015 13,30 32,50
26/04/2015 10,10 34,00
27/04/2015 12,20 35,00
28/04/2015 14,80 33,80
1 29/04/2015 14,20 31,20
30/04/2015 13,50 29,50 4,5
01/05/2015 11,20 30,40
02/05/2015 11,50 24,10
03/05/2015 16,20 20,70 21
04/05/2015 7,30 29,70
05/05/2015 4,20 30,20
06/05/2015 5,20 32,10
07/05/2015 8,00 28,50
08/05/2015 9,40 21,80
09/05/2015 9,70 34,10
10/05/2015 15,80 20,40
12 11/05/2015 14,60 21,60 29
12/05/2015 13,80 30,10
13/05/2015 11,10 34,10
14/05/2015 11,20 38,50
15/05/2015 13,50 32,60
16/05/2015 14,60 25,10
17/05/2015 14,60 36,80
18/05/2015 14,60 37,00
13 19/05/2015 14,30 37,70
20/05/2015 13,50 38,90
21/05/2015 14,30 34,10
22/05/2015 14,90 40,80
23/05/2015 16,50 30,60 27
24/05/2015 18,20 22,40
25/05/2015 17,50 26,30
26/05/2015 17,20 22,50
27/05/2015 15,90 18,50 115
14 28/05/2015 14,30 18,60
29/05/2015 11,20 26,10
30/05/2015 7,80 27,10
31/05/2015 8,20 19,90
01/06/2015 9,00 27,00
02/06/2015 7,00 29,30
03/06/2015 7,50 34,80
15 04/06/2015 13,60 26,70
05/06/2015 13,40 21,90 50

06/06/2015 15,10 32,10
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continuacdo APENDICE 2. Dados médios diarios de temperatura e precipitacdo da
Agrondmica da UFRGS de
janeiro até julho de 2015. Porto Alegre, 2017.

Estacdo Experimental

Janela de Temperatura (°C) Precipitagéo
x Data — —
Infecgdo Minima Maxima (mm)
07/06/2015 14,20 33,70
08/06/2015 16,50 23,90
09/06/2015 17,40 36,10
10/06/2015 15,40 22,40
15 11/06/2015 7,60 16,40 275
12/06/2015 6,10 25,70
13/06/2015 5,20 21,70
14/06/2015 9,80 20,00
15/06/2015 3,90 25,60
16/06/2015 0,90 25,70
17/06/2015 2,90 18,30 51
18/06/2015 4,50 16,10
19/06/2015 1,00 23,50
20/06/2015 3,60 27,50
21/06/2015 9,50 17,90
22/06/2015 13,70 20,30 15,5
23/06/2015 5,70 22,70
16 24/06/2015 3,50 16,10
25/06/2015 9,40 29,60
26/06/2015 9,80 31,20
27/06/2015 9,10 32,10
28/06/2015 7,90 30,80
29/06/2015 9,70 23,50 1
30/06/2015 13,90 19,90
01/07/2015 10,00 24,80
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APENDICE 3. Dados médios didrios de temperatura e precipitacdo da Estacdo
Experimental Agronbmica da UFRGS de dezembro de 2015 até

junho de 2016. Porto Alegre, 2017.

Janela de Temperatura (°C) Precipitagdo
x Data — —
Infecgdo Minima Maxima (mm)
01/12/2015 13,80 27,50 6
02/12/2015 19,70 24,40
03/12/2015 19,70 27,90
04/12/2015 20,30 27,60 14
1 05/12/2015 16,80 29,00
06/12/2015 13,90 27,10
07/12/2015 11,60 26,90
08/12/2015 14,90 31,20
09/12/2015 18,70 33,30
10/12/2015 16,30 29,10 30
11/12/2015 14,10 32,70
12/12/2015 17,90 34,40
13/12/2015 20,10 27,60
14/12/2015 19,60 26,30 1
15/12/2015 19,80 29,70 75
2 16/12/2015 16,60 27,70
17/12/2015 18,60 33,90
18/12/2015 20,80 27,20
19/12/2015 19,70 25,20 10
20/12/2015 15,90 25,10 8
21/12/2015 19,00 27,10
22/12/2015 20,50 23,90 5
23/12/2015 21,80 25,40 21
24/12/2015 20,90 23,60
25/12/2015 20,80 25,70
26/12/2015 20,70 27,10
27/12/2015 21,10 32,40
28/12/2015 21,80 30,30 38
3 29/12/2015 23,40 33,30
30/12/2015 23,80 31,00 5
31/12/2015 22,80 30,90
01/01/2016 21,30 27,10
02/01/2016 21,70 28,40
03/01/2016 21,00 30,50
04/01/2016 19,60 32,20
05/01/2016 22,80 32,00
06/01/2016 23,70 31,90 4
07/01/2016 19,90 28,80
08/01/2016 18,50 27,50
09/01/2016 21,40 26,90
10/01/2016 22,60 32,30
11/01/2016 21,00 32,40
4 12/01/2016 23,10 34,80
13/01/2016 20,90 34,10
14/01/2016 19,90 29,30
15/01/2016 18,80 33,80
16/01/2016 19,30 33,40
17/01/2016 18,00 35,40
18/01/2016 16,40 36,80
19/01/2016 18,90 35,00
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4 20/01/2016 19,90 31,70
21/01/2016 20,60 31,50
22/01/2016 18,20 32,10
23/01/2016 16,70 36,60
24/01/2016 19,20 36,00
25/01/2016 19,40 37,70 30
26/01/2016 19,10 23,60 2
27/01/2016 16,60 29,10
5 28/01/2016 21,50 29,80
29/01/2016 20,90 35,60
30/01/2016 21,10 32,00
31/01/2016 19,90 27,50
01/02/2016 18,50 29,30
02/02/2016 16,20 28,30
03/02/2016 20,30 27,80 22
04/02/2016 21,00 28,60 37
05/02/2016 20,10 30,20
06/02/2016 18,10 29,80
07/02/2016 20,80 31,70
08/02/2016 21,50 35,80
09/02/2016 23,90 29,50 20
6 10/02/2016 21,10 33,50
11/02/2016 18,80 31,90
12/02/2016 20,60 33,90
13/02/2016 21,30 31,50 65
14/02/2016 21,20 31,40
15/02/2016 19,10 31,40
16/02/2016 19,60 31,70
17/02/2016 19,40 34,80 30
18/02/2016 21,30 32,90
19/02/2016 19,80 33,60
20/02/2016 21,30 31,00
21/02/2016 22,40 31,00
22/02/2016 22,80 32,30
23/02/2016 22,10 33,70
24/02/2016 20,90 33,40
25/02/2016 22,90 34,40
7 26/02/2016 22,30 35,50
27/02/2016 22,00 29,30
28/02/2016 17,80 28,80 15
29/02/2016 14,60 30,40
01/03/2016 13,60 30,50
02/03/2016 19,00 27,50
03/03/2016 18,00 22,70 99,5
04/03/2016 17,70 27,80 0,5
05/03/2016 16,20 28,60
06/03/2016 17,90 28,60
8 07/03/2016 16,70 28,80
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08/03/2016 15,80 31,00
09/03/2016 20,30 24,30 18,5
10/03/2016 19,30 24,90 37
11/03/2016 17,70 25,90 0,5
12/03/2016 18,00 27,60 5
13/03/2016 15,20 25,00
14/03/2016 17,20 28,70

8 15/03/2016 18,00 30,20
16/03/2016 18,90 32,60
17/03/2016 19,50 33,20
18/03/2016 20,30 33,60
19/03/2016 20,20 23,90
20/03/2016 19,80 23,40 25
21/03/2016 20,00 26,90 7
22/03/2016 18,80 27,50
23/03/2016 16,10 26,60
24/03/2016 16,70 27,80
25/03/2016 19,10 22,20
26/03/2016 20,00 26,50
27/03/2016 19,10 24,40 60
28/03/2016 19,20 25,80
29/03/2016 17,10 27,40

9 30/03/2016 17,00 27,90
31/03/2016 18,00 29,20
01/04/2016 19,20 29,40
02/04/2016 19,80 31,30
03/04/2016 19,40 28,90
04/04/2016 19,10 26,50 18
05/04/2016 21,30 31,50
06/04/2016 21,50 32,40
07/04/2016 20,50 28,20 60
08/04/2016 18,60 24,80
09/04/2016 17,50 24,30
10/04/2016 21,60 26,10
11/04/2016 20,60 24,80 37
12/04/2016 20,70 23,50

10 13/04/2016 20,50 29,20
14/04/2016 19,40 28,50 38
15/04/2016 20,30 33,70
16/04/2016 21,00 34,70
17/04/2016 23,40 35,70
18/04/2016 21,30 32,40
19/04/2016 22,10 33,40
20/04/2016 22,00 28,20

1 21/04/2016 19,60 28,30 2
22/04/2016 17,40 23,00
23/04/2016 20,40 27,10
24/04/2016 19,50 28,50
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25/04/2016 16,50 23,80 110
26/04/2016 11,40 16,40 40
27/04/2016 7,40 15,10
28/04/2016 4,10 15,80

1 29/04/2016 4,00 15,00
30/04/2016 7,40 17,20
01/05/2016 4,20 20,00
02/05/2016 5,90 22,10 3
03/05/2016 11,10 20,60
04/05/2016 7,70 22,00
05/05/2016 11,10 20,70
06/05/2016 10,10 19,80
07/05/2016 14,50 21,00
08/05/2016 16,50 22,30
09/05/2016 17,80 23,90

12 10/05/2016 16,50 23,00
11/05/2016 12,80 20,10
12/05/2016 9,40 16,10
13/05/2016 8,40 19,10
14/05/2016 13,10 24,20
15/05/2016 12,50 18,70 55
16/05/2016 9,10 16,00
17/05/2016 7,90 14,30
18/05/2016 6,00 16,50
19/05/2016 4,10 17,20
20/05/2016 7,00 16,40
21/05/2016 11,90 19,70
22/05/2016 11,00 16,70
23/05/2016 7,30 16,10 7
24/05/2016 4,40 18,50
25/05/2016 9,60 21,60
26/05/2016 12,60 22,60
27/05/2016 9,10 17,40
28/05/2016 10,90 22,00

13 29/05/2016 16,60 18,80 10
30/05/2016 14,10 19,30
31/05/2016 9,60 19,90
01/06/2016 7,00 18,40
02/06/2016 7,70 17,30
03/06/2016 6,90 12,60
04/06/2016 5,10 13,70
05/06/2016 4,40 14,50
06/06/2016 5,50 14,40
07/06/2016 2,90 16,40
08/06/2016 5,30 14,50
09/06/2016 -0,40 14,40
10/06/2016 1,30 13,70
11/06/2016 1,20 12,60
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12/06/2016 1,30 14,50
13/06/2016 -0,30 18,00
14/06/2016 3,30 19,80

13 15/06/2016 5,30 21,50
16/06/2016 9,70 18,10 5
17/06/2016 7,20 15,10
18/06/2016 3,70 9,90
19/06/2016 2,40 9,20




