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Sais inorganicos no controle pos-colheita do bolor verde em tangor ‘Murcot’

RESUMO

Um dos fatores que contribui para a elevada quantidade de perdas quantitativas e qualitativas
em citros é a ocorréncia de podriddes pos-colheita, especialmente o bolor verde, causado por
Penicillium digitatum. Quando permitido, a utilizacdo de fungicidas ainda é a principal
medida para o controle de podriddes. No entanto, poucos sdo 0s produtos registrados para uso
em pds-colheita. Além disso, a preocupacdo mundial com relacdo a poluicdo ambiental e aos
riscos a saude promovidos pelos agrotoxicos, somado a resisténcia de patogenos a fungicidas
e a retirada desses ultimos produtos do mercado, tém levado ao aumento das pesquisas
envolvendo a utilizacdo de agentes alternativos para o controle de podriddes. Este projeto foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos do carbonato e bicarbonato de sddio, em
associacdo ou nao a refrigeracdo, no controle do bolor verde e na manutencédo da qualidade de
tangor ‘Murcott’. A possibilidade dos agentes atuarem na prote¢do dos frutos contra o bolor
verde também foi investigada. Os frutos foram inoculados com suspensdo de esporos de
Penicillium digitatum, e apds 4 h tratados com carbonato e bicarbonato de sodio a 1, 3,5 e
7%, por 1 min. Apds estarem secos, os frutos foram armazenados a 25 °C / 80% UR por oito
dias ou sob refrigeracdo a 5°C / 80% UR por 15 dias, seguidos por mais seis dias a 25 °C e
avaliados, periodicamente, quanto a incidéncia e severidade da doenca e aos atributos de
qualidade. A possibilidade dos agentes protegerem os frutos contra o bolor verde foi avaliada
inoculando-se as frutas em diferentes tempos ap0s os tratamentos (24 e 48 h). O efeito dos
sais inorganicos sobre o desenvolvimento in vitro do patdgeno foi avaliado por meio do
crescimento micelial e da germinacdo de esporos de P. digitatum exposto as diferentes
concentragfes dos produtos. In vivo, o tratamento com carbonato e bicarbonato de sodio,
associado ou ndo a refrigeracdo, atrasou 0 progresso da doenca nos frutos, de maneira
dependente da concentracdo, agindo diretamente sobre o patdgeno, sem ocasionar alteracdes
na qualidade. O efeito protetor nos frutos tratados com carbonato ou bicarbonato de sédio,
ndo foi observado. In vitro, os tratamentos inibiram o crescimento micelial de P. digitatum de
maneira fungistatica e a germinacdo de esporos foi reduzida significativamente com o
aumento da concentracdo dos produtos. O uso dos sais de carbonato e bicarbonato de sédio
reduz o progresso do bolor verde em tangor ‘Murcott’ armazenado a 25 °C ou sob
refrigeracdo (5 °C), sem causar alteracbes na qualidade dos frutos, representando uma
alternativa a utilizacdo de fungicidas em pdés-colheita.

Palavras-chave: Penicillium digitatum, controle alternativo, carbonato de sédio, bicarbonato
de sodio, qualidade, citros.



Inorganic salts in postharvest control of green mold in ‘Murcott’ tangor

ABSTRACT

One of the factors that affect the quality of citrus is the occurrence of postharvest rots,
especially green mold, caused by Penicillium digitatum. Fungicide application is still the main
control method to avoid the development of rots during postharvest. However, there is a lack
of registered products for postharvest. Also, a global concern about environmental pollution
and health risks promoted by agricultural pesticides, in addition to the possibility of pathogen
resistance and the removal of some products from the market, has led to increased research
involving the use of alternative agents to disease postharvest control. The aim of this study
was to evaluate the effects of sodium carbonate and bicarbonate, associated or not with cold
storage, on the control of green mold in 'Murcott' tangor, and on fruit quality. The possibility
of salts acting to protect fruits against green mold was also investigated. Fruit were inoculated
with spore suspension of P. digitatum 4 h before being subjected to sodium carbonate and
bicarbonate at 1, 3, 5, and 7%, by 1 min. After air-dried, fruits were stored at 25 ° C / 80%
RH for eight days or cold storage at 5 ° C / 80% RH for 15 days, followed by six more days at
25 ° C and checked for disease incidence and rot severity, and quality attributes. The
possibility of salts protecting fruits against green mold was evaluated by inoculating the fruits
at different times after treatments (24 and 48 h). Conidial germination and mycelial growth of
P. digitatum were evaluated on in vitro assays. In vivo, carbonate and sodium bicarbonate
associated or not with cold storage, delayed the disease progress, depending on the salt
concentration, acting directly on the pathogen, and did not impair the fruit quality. The
protective effect on carbonate or sodium bicarbonate treated fruits was not observed. In vitro,
the salts inhibited P. digitatum mycelial growth and the spore germination significantly with
increasing products concentration. The use of carbonate and sodium bicarbonate salts reduces
the green mold progress on 'Murcott' tangor stored at 25 ° C or under cold storage (5 ° C) and
did not impair fruit quality, representing an alternative to the use of fungicides in postharvest..

Keywords: Penicillium digitatum, alternative control, sodium carbonate, sodium bicarbonate,
quality, citrus.



1 INTRODUCAO

A citricultura se destaca por ser um dos setores mais tradicionais do agronegocio
brasileiro, e desde que as primeiras exportacdes se iniciaram, em 1962, tem contribuido de
forma significativa para o desenvolvimento do Brasil. O pais é considerado o maior produtor
de laranja, sendo responséavel por 34% da produ¢do mundial, além de ser o maior exportador
de suco, contribuindo com 56% da producdo no mundo (Neves e Trombin, 2017). Embora a
laranja-doce (Citrus sinensis L. Osbeck) seja a principal espécie produzida no Brasil, as
tangerinas e alguns de seus hibridos tém se tornado cada vez mais valorizadas pelos
consumidores de fruta in natura, em funcdo da facilidade de descascamento e de separacao de
gomos (Fava et al. 2010; Azevedo et al. 2010).

Segundo dados da FAO (2017), o Brasil foi o quinto maior produtor mundial de
tangerinas, atingindo 965.354 mil toneladas da fruta. No mercado nacional, se destacam a
tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata Blanco cv. Ponkan) e o tangor ‘Murcott’(Citrus
reticulata Blanco x Citrus sinensis L. Osbeck), que, em conjunto, correspondem a cerca de
80% do cultivo deste grupo de frutas citricas no pais (Incaper 2017). Dentre as variedades do
grupo de tangerinas comerciais, somente o tangor ‘Murcott’ ¢ direcionado ao mercado externo
e muitas vezes, com restri¢des, visto que o fruto apresenta um elevado nimero de sementes.

O conceito de qualidade para os frutos ndo envolve um atributo Unico, mas sim um
conjunto de caracteristicas sensoriais, como aparéncia, sabor, textura, aroma, valor nutricional
e multifuncional, bem como auséncia de defeitos. Para que as caracteristicas de qualidade
sejam mantidas e a durabilidade do produto seja prolongada, é necessario o cuidado com 0s
frutos no momento da colheita e transporte, bem como o aperfeicoamento das condicdes
especificas de armazenamento. Quando o tecido de um fruto é danificado, se torna suscetivel
a infeccdo por microrganismos patogénicos e o desenvolvimento de podriddes pos-colheita €
favorecido; além disso, ocorre a formacdo de cicatrizes visiveis que afetam a aparéncia,
desqualificando-os no mercado (Golomb et al. 1984). O ataque por patégenos durante o
armazenamento pos-colheita limita a comercializa¢do do fruto in natura, bem como deprecia
seu valor comercial (Nascimento et al. 2005), sendo um dos principais fatores que impedem o
aumento das exportacdes, principalmente de tangor ‘Murcott’ (Nascimento e Azevedo, 2006).

Considerado a principal doenca pds-colheita, o bolor verde, causado por Penicillium

digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., esta presente em todos 0s paises produtores, causando danos em



todas as espécies e cultivares citricas durante a pos-colheita (Eckert e Eaks, 1989). A presenca
dos bolores é considerada um defeito muito grave em citros e sdo as doencas de maior
ocorréncia nos centros de distribuices, como a CEAGESP (Fischer et al. 2008). O
desenvolvimento da doenca esta atrelado as condicdes climaticas e a maneira como os frutos
sdo manipulados, visto que a penetragdo ocorre apenas por meio de ferimentos na casca do
fruto (Laranjeira et al. 2005). Comercialmente, o controle quimico tem se mostrado o mais
eficiente na reducdo das doencas fungicas. Os fungicidas registrados para uso pos-colheita em
citros pertencem aos grupos quimicos benzimidazol e imidazol (AGROFIT 2018), os quais
podem ser aplicados isoladamente ou em mistura. Embora sejam muito utilizados no Brasil,
existem diversas restricdes ao uso desses produtos em Varios paises devido aos riscos que
oferecem a salde humana, assim como a poluicdo do meio ambiente. Além disso, 0 uso
continuo de fungicidas sintéticos tem induzido o surgimento de isolados patogénicos
resistentes, o que dificulta ainda mais 0 manejo das doencas (Boubaker et al. 2009). Dessa
forma, a busca por controles alternativos ao uso dos fungicidas, que possuam baixos efeitos
toxicoldgicos aos consumidores e ao ambiente, tem sido bastante estudada.

Sais inorganicos, como o carbonato e o bicarbonato de sddio, sdo considerados
substancias seguras para serem adicionadas a um alimento e tém sido avaliados para o
controle de doencas pds-colheita por apresentarem propriedades antimicrobianas (Youssef et
al. 2014). A atividade desses sais, na concentracdo de 2 a 6%, foi avaliada em uma ampla
gama de produtos, incluindo os citros (Smilanick et al. 1999; Palou et al. 2008; Romanazzi et
al. 2012), apresentando resultados positivos na reducao do bolor verde. Os tratamentos com
sais podem ser uma alternativa Util no manejo de isolados resistentes aos fungicidas (Bus et
al. 1991); além disso, apresentam baixo custo, estdo prontamente disponiveis, possibilitando a
sua utilizacdo a curto prazo (Franco e Bettiol, 2002).

Neste contexto, este projeto teve como objetivo avaliar os efeitos dos sais de carbonato
e bicarbonato de sodio, associados ou ndo a refrigeracdo, no controle do bolor verde e na
qualidade de tangor ‘Murcott’, por meio da indugdo de mecanismos de defesa nos frutos ou

pela atuacdo direta sobre o patégeno.
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2.1 Tangor ‘Murcott’

O tangor ‘Murcott’ ¢ um hibrido de tangerina (Citrus reticulata Blanco) com laranja
doce (Citrus sinensis L. Osbeck), originado na Fldrida por volta de 1916 (Tucker et al. 1998).
Seu nome deve-se a uma homenagem a Charles Murcott, responsavel por sua propagagdo nos
EUA. Pertencente ao género Citrus e a familia Rutaceae, o tangor ‘Murcott’ possui arvores e
frutos com caracteristicas tipicas de uma tangerina, apresentando alto vigor, habito de
crescimento ereto e folhas lanceoladas (Davies e Abrigo, 1994). Os frutos apresentam
tamanho médio, sdo achatados, com aproximadamente 20 sementes, peso médio de 140 g e
uma pequena cavidade no eixo central. A casca apresenta espessura fina e aderente, sendo
constituida por duas partes distintas, o albedo, de coloracdo branca, sendo a parte mais
espessa do mesocarpo e o flavedo, de coloracdo alaranjada, que reveste o fruto e contém
vesiculas de o6leos essenciais em nivel. A polpa do fruto apresenta coloracdo laranja vivo e
textura firme, sendo dividida em diversos segmentos, chamados de gomos. Os gomos contém
vesiculas de suco e sementes, sendo revestidos por paredes membranosas finas. O suco das
vesiculas é abundante, representando 48% da massa dos frutos, contendo acgucares, acidos
organicos, sais minerais, enzimas, carotenos e licopenos (Koller 1994). Os teores médios de
solidos solUveis sdo de 12,6 °Brix, acidez titulavel de 0,92% e “ratio” de 13,7 (Figueiredo
1991; Davies e Albrigo, 1994).

O tangor ‘Murcott’ ¢ considerado o principal hibrido de tangerina cultivado no Brasil
(Figueiredo et al. 2006) e se destaca pela qualidade da polpa. Embora a tangerina ‘Ponkan’
apresente facilidade de descascamento em relacdo ao tangor ‘Murcott’, o sabor de seu suco ¢é
intenso, se mostrando mais doce e mais alaranjado, quando comparado ao suco da tangerina
‘Ponkan’. No Brasil, a produgdo de ‘Murcott’ ¢ direcionada ao mercado interno e externo para
o consumo do fruto in natura, por apresentar qualidades organolépticas e boa aceitacdo
(Chiarini et al. 2017).

O periodo de maturacao do tangor ‘Murcott’ se caracteriza como tardio, com pico de
producdo de agosto a novembro (Figueiredo 1991). A maturacdo tardia confere ao tangor boa
aceitacdo e destaque da fruta no segundo semestre, visto que nesse periodo ndo se encontram
outras tangerinas no mercado (Figueiredo 1997).

A longevidade dos frutos esta relacionada ao padrao respiratorio. O tangor ‘Murcott’ €

um fruto ndo climatérico, apresentando declinio constante na respiracdo em funcdo do tempo



e baixa producdo de etileno (Tavares 2003). Quando colhidos antes de completar a
maturidade fisiol6gica, ndo sdo capazes de completar o processo de amadurecimento. Dessa
forma, para que apresentem melhor qualidade, os frutos devem ser mantidos na planta até
alcancarem uma composicdo desejavel, visto que os teores de agucares e acidos sdo fatores
determinantes para a colheita das tangerinas (Chitarra e Chitarra, 2005).

Os fatores pré-colheita tém influéncia marcante na qualidade e no periodo de vida dtil
dos produtos horticolas na pos-colheita, que tem como objetivo manter a qualidade do fruto.
O nivel de exigéncia quanto a qualidade varia de acordo com o destino das frutas. Para o
consumo da fruta fresca, busca-se caracteristicas como sabor diferenciado, tamanho, forma,
cores atrativas, auséncia de residuos quimicos, maior vida de prateleira, entre outros (Duarte
2017). O método mais econdmico para que o armazenamento prolongado de frutas seja
alcancado é a refrigeracdo, que atrasa a senescéncia do produto, uma vez que regula as taxas
de todos os processos fisiologicos e bioquimicos associados. A redugdo da respiragdo diminui
as perdas de aroma, sabor, textura, cor e demais atributos de qualidade, além de retardar a
deterioracdo ocasionada por bactérias e fungos (Chitarra e Chitarra, 2005).

O periodo recomendado para conservacdo sob refrigeracdo de tangerinas varia de
acordo com a cultivar e a temperatura utilizada. O procedimento pode ndo ser eficaz em
longos periodos de armazenamento, devido & manifestagdo de sintomas de injurias causadas
pelo frio (Kluge et al. 2001). Felicio et al. (2005) observaram que tangores ‘Murcott’
armazenados a 1 °C apresentaram danos por frio, sendo o armazenamento a 4 °C o mais
recomendado. Segundo Hardenburg et al. (1986) e Cantwell (2000), temperaturas entre 4 a 7
°C e umidade relativa de 90 a 95% podem conservar tangerinas por 2 a 4 semanas.

O sistema de producéo e comercializacdo dos frutos deve ser bem caracterizado, isso
porgue se sabe que as caracteristicas de producdo estdo diretamente relacionadas aos fatores
pos-colheita. Apés a colheita, os frutos citricos sdo engradados e transportados para a casa de
embalagens. Quando a colheita ndo é realizada de maneira cuidadosa, e 0 transporte e 0
armazenamento sdo inadequados, os frutos apresentam qualidade inferior e,
consequentemente, geram um elevado volume de perdas na cadeia produtiva (Fischer et al.
2009 a). Durante as etapas da pos-colheita, quando sdo submetidos a lavagem (detergente
neutro e/ou hipoclorito de sédio), separacdo, classificacéo e aplicacdo de cera em conjunto ou
ndo com fungicidas (Fischer et al. 2007), injarias podem acometer os frutos, predispondo-o0s

ao desenvolvimento de podriddes.



2.2 Bolor verde

Considerado a principal doenca po6s-colheita de frutos citricos, o bolor verde é causado
por Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., um fungo da divisdo Ascomicota, pertencente a
ordem dos Eurotiales. E um patdgeno necrotréfico que sobrevive nos pomares de forma
saprofitica, assim como em outros ambientes, em diferentes substratos organicos, na forma de
conidios. Essas estruturas apresentam tamanho entre 4 a 7 um x 6 a 8 um, ¢ um formato
ligeiramente cilindrico a ovalado. Os conidios do P. digitatum sdo hialinos e constituidos por
células Unicas, sendo produzidos em cadeia, razdo pela qual sdo denominados esporos
catenulados, contendo pigmentos de coloragdo esverdeada, os quais configuram a cor
caracteristica das col6nias quando em meio de cultura. As células responsaveis pela producéo
dos conidios sdo chamadas de fialides, apresentando formado semelhante a um pincel. As
hifas, que constituem o micélio do fungo, sdo septadas e ddo sustentacdo para a colonizagdo
do fungo no substrato. Esses filamentos produzem enzimas capazes de dissolver a lamela
média dos tecidos infectados pelo fungo, assim como as outras espécies de Penicillium que
atacam os citros, provocando a chamada podridao mole (Ferraz 2014).

A origem das infec¢Bes causadas pelo P. digitatum se dao pela dispersdo dos conidios
pelo vento, os quais atingem a superficie dos frutos, iniciando o processo de desenvolvimento
da doenca. O desenvolvimento da doenca esta atrelado as condic¢Bes climaticas e a maneira
como os frutos sdo manipulados, visto que a penetracdo ocorre apenas por meio de ferimentos
na casca do fruto (Laranjeira et al. 2005). Assim como os ferimentos, a temperatura é um fator
importante para o desenvolvimento do bolor verde. O fungo é considerado mesofilo e de
acordo com Mattos (2010), temperaturas proximas a 24 °C favorecem o desenvolvimento de
P. digitatum, e maiores que 30 °C ou menores que 5 °C inibem o crescimento do fungo. Sob
elevada umidade, o bolor verde desintegra o fruto rapidamente e, sob ambiente seco, os frutos
murcham e mumificam (Feichtenberger et al. 2005). Geralmente, a medida que a temperatura
diminui, menor é o desenvolvimento do fungo e, consequentemente, 0s sintomas Sa0 menos
evidentes. Em casas de embalagens, devido & presenca constante de frutos sadios e doentes, 0s
ciclos de infeccdo e esporulagdo podem ocorrer repetidas vezes no periodo de colheita
(Toffano 2005).

Quando o P. digitatum entra em contato com o fruto, provoca pequenas lesdes

encharcadas na superficie da casca, que rapidamente aumentam de tamanho e tomam o fruto



por inteiro, caracterizando a doenga como uma podriddo mole. Posteriormente, o fruto €
recoberto por micélio branco e uma massa de esporos desenvolve-se no centro do micélio,
conferindo-lhe a coloracdo verde (Feichtenberger et al. 2005). A elevada incidéncia da doenca
pode ser atribuida a producdo de esporos na superficie dos frutos em demasia, que séo
facilmente dispersos pelo ar e exercem um papel importante no desenvolvimento de
resisténcia a fungicidas utilizados para o controle da doenca (Santos e Matos, 2006). Um
unico esporo de P. digitatum tem a capacidade de infectar um fruto e ocasionar a producéo de
100 milhdes de esporos apds sete dias em condi¢cGes ambientais favoraveis (Timmer et al.
2000).

Os compostos volateis produzidos e liberados pela casca de frutos citricos quando
lesionados, atuam como sinalizadores no reconhecimento do hospedeiro e estimulam a
germinacdo de esporos e o crescimento do tubo germinativo de P. digitatum. Dentre os
compostos, se destacam o limoneno, mirceno, a-pineno e B-pineno (Droby et al. 2008; 2010).
Observou-se que em frutos que apresentam sintomas de bolor verde ocorre o acumulo de
acido citrico e glucénico. Estudos sugerem que o patégeno seja responsavel pela reducdo do
pH (3,5 e 5) nas lesdes, 0 que pode influenciar na patogenicidade do Penicillium spp. por
meio da ativacdo de genes especificos. Dessa forma, o P. digitatum é capaz de suspender as
reacOes oxidativas em frutos citricos em estadios iniciais do desenvolvimento da infeccdo e
comprometer a defesa dos frutos (Macarisin et al. 2007; Droby et al. 2010).

Segundo Maro (2010), as praticas culturais recomendadas para o controle do bolor
verde iniciam-se no campo, eliminando frutos que apresentam infec¢bes e realizando a
colheita e o transporte com cuidado, a fim de se evitar ferimentos. A adoc¢do de protocolos
para limpeza de equipamentos e das instalagdes de processamento e armazenamento dos
frutos deve ser frequente, bem como o controle de entrada de animais nessas areas. O
acondicionamento dos frutos em ambiente refrigerado também contribui para o controle.
Contudo, o controle quimico, por meio do uso de fungicidas, é o método mais utilizado, sendo

recomendados 0s grupos quimicos dos benzimidazois e imidazais.

2.3 Medidas de controle

Diferentes tecnologias podem ser adotadas para a reducédo das podriddes que ocorrem

durante a pds-colheita. Dentre elas se destacam préaticas de sanitizacdo das edificacbes onde se



encontram as casas de embalagens, com o uso de desinfetantes como o hipoclorito de sodio,
amoOnia quaternéria, alcool, entre outros, que sdo Uteis para reduzir a fonte de inoculo da
doenca. Além disso, durante as etapas de beneficiamento, os frutos que apresentam danos
mecanicos e contaminacdes, sdo retirados na etapa de selecao (Panosso 2014).

Comercialmente, o controle quimico, realizado por meio do uso de fungicidas
sintéticos tem se mostrado o mais eficiente na reducdo das doengas flngicas. Os fungicidas
registrados para uso pdés-colheita em citros no Brasil pertencem aos grupos quimicos
benzimidazol (tiabendazol) e imidazol (imazalil) (AGROFIT 2018), e séo classificados como
sisttmicos. Os fungicidas sistémicos agem inativando os esporos do patdgeno que estdo
associados aos ferimentos e protegem a superficie da fruta (Benato 1999; Zambolim et al.
2002). Os produtos utilizados no controle quimico podem ser aplicados isoladamente ou em
mistura, além da associacdo a cera e outros métodos de controle, com o intuito de
potencializar a eficiéncia de controle.

O uso de fungicidas de maneira continua, repetida e, em alguns casos, de maneira
excessiva, pode gerar residuo do produto no fruto, podendo causar selecdo de patdgenos
resistentes (Torres et al. 2008), o que dificulta ainda mais o manejo das doencas (Boubaker et
al. 2009). Para reduzir os casos de resisténcia, recomenda-se 0 uso alternado dos produtos que
apresentem diferentes modos de acdo. Patogenos resistentes a fungicidas sintéticos
apresentam, normalmente, um crescimento mais lento e menor capacidade de competir com
os demais, quando comparados aos sensiveis ao produto. Contudo, alguns isolados se
mostram persistentes durante longos periodos, indicando que podera ocorrer selecdo da
capacidade adaptativa, competitiva e persisténcia da resisténcia (Kinay et al. 2007).

Embora muito utilizados no Brasil, existem diversas restricdes ao uso desses produtos
em Vvarios paises devido aos riscos que oferecem a salde humana, assim como a poluicdo do
meio ambiente. Em casas de embalagem na Espanha, amostras do ambiente mostraram que
33% dos isolados de Penicillium spp. presentes foram resistentes ao tiabendazol, do grupo
benzimidazol, e 5% ao imazalil, do grupo imidazol (Palou et al. 2001 b). Em casas de
embalagens no Estado de S&o Paulo, amostragens do ambiente constataram que 39% dos
isolados de P. digitatum apresentavam resisténcia ao fungicida tiabendazol e 1% ao imazalil
(Fischer et al. 2009 b). Na California, onde fungicidas como o imazalil e o tiabendazol n&o
eram utilizados, ndo foram encontrados isolados resistentes (Kinay et al. 2007).



Além do controle quimico, outras formas de controle podem ser utilizadas. A
refrigeracdo é o principal método de controle fisico de doencas, atuando na manutencéo da
qualidade das frutas por meio da reducdo dos processos metabdlicos envolvidos no processo
de amadurecimento, como por exemplo, a acdo de enzimas degradativas e oxidativas (Barkai-
Golan 2001; Kader 2002). A refrigeracdo retarda o desenvolvimento de patégenos que
causam podridGes pos-colheita, assim como a senescéncia dos frutos.

Mediante o surgimento de isolados resistentes, a busca por alternativas de controle de
doengas pods-colheita, que possuam baixos efeitos toxicoldgicos aos consumidores e ao
ambiente, é crescente. Os sais inorganicos, como o carbonato de sodio, bicarbonato de sodio,
benzoato de sddio, sorbato de potéssio, bicarbonato de potassio e dehidroacetato de sodio, tém
sido avaliados para o controle de doencas pds-colheita, por apresentarem propriedades
antimicrobianas (Schirra et al. 1997; Ziv e Ziltter 1992; Youssef et al. 2014; Duan et al. 2016;
Montesinos-Herrero et al. 2016; Heydaryinia et al. 2011). Entre esses sais, 0 bicarbonato e o
carbonato de sddio, a 3%, se mostraram eficientes na reducdo da incidéncia de podriddes em
laranja ‘Valéncia’ (Citrus sinensis L. Osbeck cv. Valéncia) (Yossef et al. 2014). O benzoato
de sddio, nas concentracdes de 100 e 200 mM foi efetivo em reduzir a incidéncia dos bolores
verde e azul em laranjas, tangerinas e limdes (Montesinos-Herrero et al. 2016). Laranjas
“Valéncia’, tratadas com silicato de potéassio, principalmente na concentracdo de 50 g L™,
apresentaram reducdo da incidéncia de P. digitatum, em 82%, apds 96 horas de inoculagdo do
patdgeno (Brunetto et al. 2018). O sal de desidroacetato de sodio atrasou significativamente a
infeccdo de P. digitatum e P. italicum em tangerinas ‘Ponkan’ (Duan et al. 2016).

GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros) € um termo utilizado para designar
produtos quimicos ou substancias consideradas seguras para serem adicionadas a um
alimento, pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos. O bicarbonato e o
carbonato de sodio sdo classificados como substdncia GRAS, considerados isentos de
tolerancias de residuos em todas as commodities pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (e-CFR 2018). Além disso, segundo as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), 0s
sais de carbonato de s6dio (Na,COs3) e bicarbonato de sdédio (NaHCO3), comumente utilizados
como aditivos alimentares, sdo autorizados para uso (Anvisa 2010) e estdo listados como
substancias ndo agricolas que podem ser utilizadas como ingredientes em produtos
processados e rotulados pela legislagdo americana, em regulamentacdo proposta para
padronizar as praticas organicas (USDA 2017).



O uso de bicarbonato de sodio para controlar os bolores verde e azul em pds-colheita
de citros foi descrito pela primeira vez por Barger (1928) como alternativa ao uso de borax. O
carbonato de sodio e o bicarbonato de sddio foram relatados como eficazes para o controle do
bolor verde e azul em citros, por meio da imerséo dos frutos em solucdes dos sais (Palou et al.
2001; Smilanick et al. 1997; Smilanick et al. 1999). A imersao de laranjas ‘Valencia’ e limoes
‘Eureka’, em 3% de carbonato de sddio a 35 °C por 30 segundos durante o processo de
embalagem é uma préatica comercial comum em casas de embalagem da California (Smilanick
et al. 2003). Os sais podem também ser aplicados juntamente com a cera para recobrimento de
frutos (Smilanick et al. 1999).

Tomazetti et al. (2013), estudando as caracteristicas fisico-quimicas na pos-colheita da
bergamota ‘Clementina’, observaram que o bicarbonato de s6dio ndo causou prejuizos a
qualidade do fruto, sendo responsavel por manter a firmeza mesmo em frutos inoculados com
P. digitatum. Franco e Bettiol (2002) observaram que o carbonato a 1% e o bicarbonato de
sodio a 3% inibiram a germinacdo de P. digitatum em 95 e 96%, respectivamente, apds 21
horas de incubacdo a 25 + 2 °C. Utilizando a suspensdo de carbonato de sédio a 1% e de
bicarbonato de sodio a 3%, constatou-se reducdo do bolor verde em 785 e 92,1%,
respectivamente, em laranja ‘Péra’ (Franco e Bettiol, 2002). Resultados diferentes foram
observados por Nicoli et al. (2009); o uso de bicarbonato de sddio a 3% para o controle do
bolor verde em laranjas ndo foi satisfatorio. Os resultados contraditérios obtidos indicam a
necessidade de novos estudos envolvendo avaliacGes sobre 0s possiveis modos de a¢do desses
produtos no controle de patdgenos, uma vez que se conhece pouco sobre os mesmos. Além
disso, em comparacao a outros frutos citricos, as tangerinas e seus hibridos apresentam maior
sensibilidade as injurias pds-colheita, que servem como porta de entrada aos patégenos (Pio et
al. 2005). O tangor ‘Murcott’, quando comparado as laranjas ‘Péra’ e ‘Lima’ apresentou
maior ocorréncia de podridées na CEAGESP (Fischer et al. 2008), podendo estar associada as
lesBes ndo cicatrizadas que se mostraram mais comuns nos tangores quando comparados as
laranjas. Essas lesbes podem dar origem a ferimentos, os quais exsudam o suco da fruta,
disponibilizando seus nutrientes aos esporos flngicos que se encontram depositados na
superficie da casca (Fischer et al. 2007). Dessa maneira, o fungo possui substrato prontamente
disponivel para iniciar o processo de germinacéo de seus esporos e penetrar o fruto.

Diversas pesquisas indicam que a eficacia do carbonato e do bicarbonato de sodio esta

relacionada a acdo direta sobre o fungo, com a prolongacdo de tempo necessario para



germinacdo de esporos devido ao elevado pH desses sais (Smilanick et al. 2005; Nigro et al.
2006; Venditti et al. 2005). Em solugdo, o carbonato de sodio apresenta aproximadamente pH
11 e o bicarbonato de sédio pH 8, os quais tornam o meio alcalino e indspito para o
desenvolvimento do P. digitatum. Quando esses sais entram contato com a superficie da casca
de frutos citricos, possivelmente alteram o pH do tecido, alcalinizando-o. Porém, foram
observadas diferencas na eficacia de controle em limfes e tangerinas que apresentavam
solucgdes de sais com 0 mesmo pH do carbonato e do bicarbonato de sédio (Smilanick et al.
1999; Palou et al. 2001), sugerindo que outros mecanismos, como a inducao de resisténcia,
possam estar envolvidos (Youssef et al. 2014).

A resisténcia do hospedeiro a um patdgeno pode ocorrer a partir de uma interacéo
entre planta-patdgeno, como resposta de defesa, com objetivo de atrasar ou evitar a entrada
e/ou a subsequente acdo do patdgeno nos tecidos da planta (Goodman et al. 1986). Os
mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais (cuticula, estbmatos, tricomas,
fibras/vasos condutores, halos, lignificacdo, entre outros) e/ou bioquimicos (fendis, alcal6ides
glicosidicos, glicosideos fendlicos e cianogénicos, quitinases e B-1,3 glucanases, entre
outros), ambos podendo ser pré e/ou pds-formados a tentativa de penetracdo do patdgeno. Os
mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de impedir o desenvolvimento do
patdégeno ou gerar condi¢fes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro. As
enzimas fenilalanina-amonialiase (FAL), polifenoloxidase (PFO) e a peroxidase (POD)
catalisam reacdes chave na sintese de substancias pos-formadas (Rapussi et al. 2009).

A FAL é a primeira enzima na via do fenilpropanoide, a qual estad associada a
interacOes patdgeno-hospedeiro, sendo que sua atividade aumenta em resposta a varios tipos
de estresse, incluindo ferimentos (Ke e Saltveit, 1989). Ela € responsavel pelo fornecimento
de substratos para a sintese de diversos metabolitos secundarios, incluindo os
fenilpropandides (Camm e Towers, 1973), os quais constituem uma classe de compostos
fendlicos, apresentando diversas formas de acdo, dentre elas a atividade antimicrobiana.
Dentre os fenilpropandides estdo os acidos hidroxicinamicos, as cumarinas e flavonoides,
estilbenoides, aldeidos cinamicos e monoligndis, entre outros (Park et al. 2017). A POD,
assim como a FAL, também pode ser induzida por meio de ferimentos e infeccGes
patogénicas. Essa enzima antioxidante pode catalisar a oxidagdo de diversos fendis e
compostos que apresentam anel aromatico e ocorrem de forma natural nos tecidos de plantas

(Sumner e Somers, 1947). A POD desempenha também um papel fundamental na sintese de
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lignina, que atua como um refor¢o da parede celular, aumentando a protecdo do hospedeiro
contra microrganismos patogénicos (Chamarro e Molina, 1989; Kaspera et al. 2001). A PFO é
uma enzima que cataliza a hidroxilacdo de monofenois e a oxidacdo de o-difenol para
formacéo de quinonas, na presencga do oxigénio, que nas plantas constituem um dos primeiros
sinais de resposta fisiologica quando danos aos tecidos ou ataque de patégenos ocorrem.
Depois de formadas, as quinonas podem se polimerizar, resultando na sintese de melanina,
que por sua vez, atua como uma barreira fisica no sitio da infeccdo, enrijecendo a parede
celular (Walker e Ferrar, 1998). As quinonas sdo conhecidas por possuirem propriedades
antimicrobianas eficazes (Serradell et al. 2000).

Youssef et al. (2014) estudaram a atividade enzimatica em laranjas ‘Valéncia’ tratadas
com carbonato e bicarbonato de sédio e observaram que a enzima peroxidase apresentou
maior atividade no tecido lesionado tratado com sais ou dgua quando comparado aos frutos
testemunha ndo-feridos, e mostrou um aumento com o tempo, atingindo seu maximo em 12-
24 h. A atividade da FAL também foi avaliada, e o tratamento com bicarbonato de sddio
induziu aumento de sua atividade, atingindo seu nivel maximo em 12 horas, quando
comparada a testemunha. Esse aumento também foi observado quando os frutos foram
tratados com carbonato de sédio, com pico de atividade em 48 horas. Embora resultados
positivos tenham sido encontrados, o pH dos sais em contato com a casca do fruto citrico,
pode tornar o meio ndo compativel para atividade das enzimas relacionadas a defesa, visto
gue cada uma delas apresenta um pH ideal para acéo.

Considerando que a eficiéncia desses produtos pode ser comparada a dos fungicidas
empregados para o controle dos bolores (Smilanick e Denis-Arrue, 1992), os tratamentos com
sais podem ser uma alternativa Util no manejo de isolados resistentes aos fungicidas (Bus et
al. 1991). Além disso, os sais apresentam baixo custo, estdo prontamente disponiveis,
possibilitando a sua utilizacdo a curto prazo (Franco e Bettiol, 2002). Neste sentido, o
desenvolvimento de técnicas pos-colheita que possibilitem a reducéo de perdas por doencas e

que representem alternativas a utilizacdo de fungicidas sistémicos se faz necessario.

3 MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia e Pos-colheita, no

Centro de Pesquisa de Ecofisiologia e Biofisica, do Instituto Agronémico.

3.1 Efeito do carbonato e bicarbonato de sddio sobre o desenvolvimento in vitro de P.

digitatum

3.1.1 Crescimento micelial

Para avaliar o efeito direto do carbonato e do bicarbonato de sddio sobre o crescimento
micelial de P. digitatum, discos de micélio de 7 mm de didmetro, retirados da borda de
colénias com 5 dias de cultivo, foram transferidos para o centro de placas de poliestireno
contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) incorporado com os sais em diferentes
concentracdes (1, 3, 5 e 7 % p/v), em meio fundente. Como testemunha, discos de micélio
foram transferidos para placas contendo apenas o0 meio BDA.

As placas foram mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D. e avaliadas diariamente,
medindo-se o didametro da colénia com auxilio de um paquimetro, em duas direcdes opostas,
até que o didmetro da colénia de um dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizaram-se
cinco repetices por tratamento, com uma placa como unidade experimental. O ICM (indice
de crescimento micelial) foi calculado a partir dos dados obtidos, pela equacdo proposta por

Peres et al. (2003):

C14+C2+ Cn
ICM =—" —=" "=
N1 N2 Nn

em que,
C...n = crescimento micelial no primeiro dia;

N1 _ ,= numero de dias

Apds o micélio ter atingido a borda das placas, realizou-se a transferéncia de discos de
7 mm, obtidos a partir do cultivo em meio BDA, incorporado com as diferentes concentracfes
de carbonato e bicarbonato de sddio, para placas contendo apenas meio BDA, com o objetivo
de verificar a possibilidade de acdo fungicida ou fungistatica dos sais sobre P. digitatum. A
avaliacdo foi realizada diariamente, medindo-se o didmetro da coldnia com auxilio de um

paquimetro, em duas direcGes opostas, até que o diametro da col6nia de um dos tratamentos
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atingisse a borda da placa. Utilizaram-se cinco repeti¢cbes por tratamento, com uma placa
como unidade experimental.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para tanto, foi utilizado o programa

estatistico R.

3.1.2 Germinacao de esporos

Para avaliar o efeito do carbonato e do bicarbonato de sodio sobre a germinacao de
esporos de P. digitatum, com auxilio de um furador de rolhas metalico, foram retirados discos
de 12 mm de didmetro da casca de laranja ‘Bahia’ (Citrus sinensis L. Osbeck cv. Bahia). Em
seguida, com o auxilio de um bisturi, o flavedo foi individualizado e desinfestado em solucéo
de hipoclorito de sodio (0,5%) por dois minutos, enxaguado trés vezes em agua destilada e o
excesso de agua absorvido em papel filtro. Apos a secagem, os discos foram colocados sobre
laminas de vidro de microscopia, com a face externa (cor alaranjada) voltada para cima
(Franco e Bettiol, 2000). Utilizando-se col6nia de P. digitatum com seis dias de cultivo em
meio BDA, preparou-se uma suspensdo de esporos (2 x 10° esporos ml™), contados com
auxilio de um hemacitdmetro e, acrescentou-se uma gota de tween 80 (0,015%). Para cada sal
foram preparadas solugdes nas concentracdes de 1, 3, 5 e 7 % (p/v). Sobre os discos de
flavedo foram depositados 20 pl da suspensdo de esporos e 20 ul da solugdo de sais nas
diferentes concentracfes. Para a testemunha, foram depositados 20 ul de dgua destilada sobre
a suspensao de esporos.

As laminas foram em incubadora tipo B.O.D a 25 °C, e mantidas em camara Umida.
Apbs o periodo de 17 h, a germinacdo dos esporos foi paralisada com a adicdo de uma gota de
lactofenol e a contagem foi efetuada pela observacdo de 50 esporos por lamina, em
microscopio O6tico, sendo considerado germinado o0 esporo que apresentou tubo germinativo
maior ou igual ao seu diametro.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés
repeticGes compostas por uma lamina como unidade experimental. Os dados obtidos foram
submetidos a anéalise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para tanto, foi utilizado o programa estatistico R.
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3.2 Avaliacéo do carbonato e do bicarbonato de sddio no controle do bolor verde em

tangor ‘Murcott’ durante o armazenamento a 25e a 5 °C

Os tangores ‘Murcott’ foram colhidos na Fazenda Santa Eliza Citros, localizada em
Mogi-Guacgu, Séo Paulo, e transportados para o Laboratorio de Fisiologia e Pds-colheita do
Instituto Agrondémico. Os frutos foram selecionados quanto a auséncia de defeitos e
podriddes, lavados com detergente, desinfestados superficialmente com hipoclorito de sodio
(1%), por 5 min, sendo dez desses frutos selecionados aleatoriamente para caracterizacdo dos

atributos fisicos e quimicos, antes da inoculacéo e tratamento dos frutos (Tabela 1).

Tabela 1- Atributos de qualidade de tangor ‘Murcott’ colhidos nas safras de 2016/17 e
2017/18, em Mogi-Guagcu (SP).

Acido Acidez
Resisténcia a ascorbico titulavel Solidos
Luminosidade compressdo (mg /100g (% é&cido sollveis Massa
Safra (L) (N) polpa) citrico) (°Brix) (9)
2016/17
(BS) 65,90 161,64 26,09 0,60 14,24 165,70
2017/18
(CS) 65,00 209,52 23,53 0,76 13,18 190,90

Média de 10 frutos. CS e BS: carbonato e bicarbonato de sddio, respectivamente.

Apds estarem secos, os frutos foram inoculados por meio de injecdo subcuticular, com
auxilio de uma seringa de cromatografia (Hamilton®, 100 pl), com 10 pL de suspenséo de
esporos de P. digitatum. O fungo foi isolado a partir de tangor ‘Murcott’, que apresentava
sintomas caracteristicos da doenca e cultivado em meio de cultura BDA, em incubadora
B.0.D., a 25 °C. O inoculo foi preparado com a adicdo de agua destilada esterilizada sobre a
coldnia do fungo, fazendo-se a raspagem superficial com auxilio de uma alca de Drigalsky. A
suspensdo foi filtrada em gaze e a contagem realizada em hemacitdmetro, ajustando-se para
10° esporos mL™.

Apo6s um intervalo de tempo de 4 h da inoculagdo, os frutos foram imersos em
solugBes de carbonato e bicarbonato de sodio, nas concentragdes de 1, 3, 5 e 7 (p/v), por 1
min. Frutos imersos apenas em &gua foram utilizados como testemunha.

Apds a secagem natural, os frutos foram armazenados a 25 + 2 °C/80 5 %UR por

oito dias, e sob refrigeracdo 5 = 1 °C/80 = 5%UR por 15 dias, seguido por mais seis dias a 25
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+ 2 °C/80 = 5%UR, sendo avaliados diariamente quanto a severidade (didmetro das lesdes),
com auxilio de uma fita métrica, e incidéncia (ocorréncia, nimero de frutos apresentando
sintomas) do bolor verde. Os dados obtidos nas avaliacdes foram utilizados para o calculo da
area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), conforme a equacdo abaixo (Shaner e
Finney, 1977):

AACPD = [(Yi+ Vi+1)/2 X (tis1— ;)]

em que,
Yi: didmetro/incidéncia da leséo no tempo ti, em dias;
Yi+1: didmetro/incidéncia da lesdo no tempo ti+1

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢des constituidas de quatros frutas como unidade experimental. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para tanto, foi utilizado o programa estatistico R. Quando necessario, utilizou-
se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Nemenyi, o qual ordena os dados de forma
crescente, atribuindo postos e os comparando por meio da média dos tratamentos.

No dia da colheita e ao final dos periodos de armazenamento, frutos ndo inoculados
foram também avaliados quanto aos atributos fisico-quimicos. O teor de solidos soluveis
(°Brix) foi determinado no suco da fruta, obtido por meio da centrifugacéo de dois frutos, com
auxilio de refratbmetro digital (Atago, modelo Palette PR-101); a acidez titulavel (%),
determinada através da titulacdo das amostras com NaOH 0,1N até o pH atingir 8,1 e, o teor
de 4cido ascorbico (mg AA.100g™ polpa), de acordo com Instituto Adolfo Lutz (2008). A
perda de massa dos frutos foi determinada pela diferenca de massa entre o primeiro e o Gltimo
dia de armazenamento dos frutos e expressa em porcentagem. A resisténcia a compresséo (N)
foi avaliada em dois pontos da regido equatorial dos frutos, com auxilio de um texturémetro
(Stable Micro System, modelo TA-XT2i, ponteira 35 mm, taxa de compressédo de 15 mm e
velocidade de 1 mm/s). As leituras da cor da casca foram realizadas em dois pontos na regido
equatorial dos frutos, com uso do colorimetro (Minolta CR 300). Os dados foram expressos
pela luminosidade (L*), a qual varia entre as cores branco e preta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dez repeti¢cdes por
tratamento para as analises fisicas, compostas por um fruto como unidade experimental, e

cinco amostras compostas por dois frutos para as analises quimicas. Os dados obtidos foram
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submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatistico R. Quando necessario,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Nemenyi, o qual ordena os dados de

forma crescente, atribuindo postos e os comparando por meio da média dos tratamentos.

3.3 Avaliacdo do efeito protetor do carbonato e bicarbonato de sédio no controle do

bolor verde em Tangor ‘Murcott’

A possibilidade de protecdo de tangor ‘Murcott’ contra o bolor verde foi avaliada por
meio da inoculacdo dos frutos em diferentes intervalos de tempo (24 e 48 h) ap6s o tratamento
com 0s sais inorganicos. Inicialmente, os frutos foram separados em dois lotes e tratados por
meio da imersdo em solucdo de carbonato e bicarbonato de sédio a 3% (p/v), por 1 min. A
concentracdo de 3% foi escolhida a partir dos resultados dos experimentos in vivo. Ap6s 0
periodo de 24 h, um dos lotes foi inoculado com P. digitatum (2 x10° esporos ml™) e mantido
a25+2°C/80+5%UR por oito dias. O segundo lote foi inoculado 48 h apos o tratamento e
mantido a 25 = 2 °C / 80 + 5%UR por oito dias. Ambos os lotes, incluindo a testemunha,
foram avaliados diariamente quanto a incidéncia e a severidade do bolor verde. Os dados
obtidos foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), conforme equacéo descrita no item 3.2.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
repeticdes constituidas de quatros frutas como unidade experimental. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Para tanto, foi empregado o programa estatistico Sisvar.

4 RESULTADOS

4. Efeito do carbonato e bicarbonato de sédio sobre o desenvolvimento in vitro de P.

digitatum

4.1 Crescimento micelial
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As diferentes concentracGes de carbonato de sddio (1, 3, 5 e 7 % p/v), incorporadas ao

meio BDA, inibiram em 100% o crescimento micelial de P. digitatum quando comparadas a
testemunha, com ICM de 7,42 (Figura 1).

Figura 1- Crescimento micelial de Penicillium digitatum em meio batata dextrose agar (BDA) incorporado com
carbonato de sddio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v), apds quatro (A) e sete dias (B) a 25 °C, em incubadora BOD.

Comportamento semelhante foi observado para o desenvolvimento de P. digitatum em
meio BDA acrescido de bicarbonato de sddio, sendo constatado o desenvolvimento do fungo

somente em meio de cultura na auséncia do sal (Figura 2).

Figura 2- Crescimento micelial de Penicillium digitatum em meio batata dextrose agar (BDA) incorporado com
bicarbonato de sodio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v), apos quatro (A) e sete dias (B) a 25 °C, em incubadora BOD.

Embora o carbonato e o bicarbonato de sodio tenham suprimido o crescimento
micelial de P. digitatum, verificou-se que apds a transferéncia dos discos de micélio para
placas contendo apenas 0 meio BDA, sem a incorporagdo do sal, o fungo retomou seu
desenvolvimento (Figs. 3 e 4). Os discos previamente cultivados em BDA incorporado com

carbonato de sddio nas concentragdes de 1 e 3% apresentaram crescimento micelial apos

17



transferéncia para o meio ndo incorporado com o sal, indicando o efeito fungistatico do
carbonato, sendo que na concentracdo de 3%, o ICM foi reduzido em 92% em relagdo a
menor concentracdo. Porém, para as maiores concentracfes (5 e 7%), observou-se que o sal
apresentou possivel efeito fungicida (Figs. 3A e 4A).

Os discos de micélio obtidos de colbnias cultivadas previamente em bicarbonato de
sodio, quando transferidos para o meio contendo apenas BDA, retomaram seu
desenvolvimento. O crescimento apresentado pelo fungo foi concentracdo-dependente,
indicando que quanto maior a concentracdo do sal, maior o efeito fungistatico por ele

proporcionado (Figs. 3B e 4B).
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Figura 3- indice de crescimento (ICM) de Penicillium digitatum em meio batata dextrose 4gua (BDA), apds a
transferéncia dos discos de micélio previamente cultivados em meio incorporado com carbonato de sédio (A) e
bicarbonato de sédio (B), para placas contendo apenas o meio BDA. Médias seguidas da mesma letra, néo
diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).

Figura 4- Crescimento micelial de Penicillium digitatum em meio batata dextrose agar (BDA) apls a
transferéncia dos discos de micélio cultivados previamente em meio incorporado com carbonato de sédio, apés
12 dias (A), e com bicarbonato de sodio, apds nove dias (B).

4.1.2 Germinacao de esporos
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A germinagdo de esporos de P. digitatum foi reduzida significativamente quando
discos de flavedo foram tratados com os sais, a partir da menor concentracdo (1%), com
reducdo de 77% e 88% na germinacdo para o carbonato e bicarbonato de sddio,
respectivamente. Na maior concentracao avaliada, 7%, a germinacdo de esporos foi reduzida

em 99 e 100%, para o carbonato e bicarbonato de sodio, respectivamente, quando comparados
a testemunha (Figura 5).
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Figura 5- Germinacéo de esporos de Penicillium digitatum submetido a diferentes concentraces de carbonato

(A) e bicarbonato de sodio (B), ap6s 17 h a 25 °C, em incubadora B.O.D. Médias seguidas da mesma letra, ndo
diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).

4.2 Avaliacdo de carbonato e bicarbonato de sédio no controle do bolor verde em tangor

‘Murcott’ durante o armazenamento dos frutos a 25 e 5 °C

A imersdo dos frutos em carbonato de sodio resultou na reducdo do desenvolvimento
do bolor verde em tangor ‘Murcott’, durante o armazenamento dos frutos a 25 °C (Figs. 6, 8A
e 8B). Constatou-se reducdo de 56 e 52% na severidade e na incidéncia do bolor verde,
respectivamente, a partir da menor concentracdo do produto avaliada (1%), quando
comparados a testemunha (Figs. 6A e 6B). Para os frutos armazenados sob ambiente
refrigerado (5 °C), seguido por mais seis dias a 25 °C (Figs. 7, 8C e 8D); constatou-se que 0
produto reduziu a severidade das lesdes de maneira dependente da concentragdo. Para a
incidéncia da doenga verificou-se reducgdo significativa de 53%, na concentracdo de 7% de
sal, quando comparada a testemunha (Figs. 7B).
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Figura 6- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) de bolor
verde em tangor ‘Murcott’ imerso em solucao de carbonato de sddio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v), por 1 min, 4 h apds a
inoculacdo com Penicillium digitatum, e armazenado a 25 + 2 °C/80 + 5%UR durante oito dias. Médias seguidas
da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si [Nemenyi (a) e Tukey > 0,05 (b)].
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Figura 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) de bolor
verde em tangor ‘Murcott’ imerso em solugdo de carbonato de sddio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v), por 1 min, 4 h apos a
inoculagdo com Penicillium digitatum, e armazenado a 5 £ 1 °C/80 = 5%UR durante 15 dias, seguidos por mais
seis dias a 25 £ 2 °C/80 + 5%UR. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si
[Tukey > 0,05 (a) e Nemenyi (b)].
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Figura 8 — Sintomas do bolor verde em tangor ‘Murcott’ inoculado com Penicillium digitatum e imerso em
carbonato de sédio durante 1 min, apos trés dias (A) e sete dias (B) de armazenamento a 25 °C, e ap6s 15 dias
(C) de armazenamento a 5 °C, seguidos por mais trés dias (D) de transferéncia para 25 °C.

Quanto aos atributos de qualidade, constatou-se que o carbonato de so6dio ndo alterou
significativamente os teores de solido sollveis, acidez titulavel e acido ascérbico em tangor

‘Murcott’ armazenado a 25 ou a 5 °C, seguido por mais seis dias a 25 °C (Tabela 2).

Tabela 2- Sélidos soluveis (SS, °Brix), acidez titulavel (AT, % acido citrico), acido ascorbico
(AA, mg 100g™ polpa) em tangor ‘Murcott’ imerso em carbonato de sédio a 0; 1; 3; 5 ¢ 7%
(p/v) por 1 min, armazenado a 25 = 2 °C/80 + 5 %UR durante oito diasea5+ 1 °C/80 £5
%UR durante 15 dias, seguido por mais seis dias a 25 £ 2 °C/80 = 5 %UR.

SS AT AA
Tratamentos (°Brix) (% é&cido citrico) (mg 100g™ polpa)
25°C 5°C 5°+25°C 25°C 5°C 5°+25°C 25°C 5°C  5°+25°C
Testemunha 12,60a 13,02a 13,14a 0,74a 0,712 0,71a 21,13a 24,37a 24,38a
1% 12,20a 12,40a 12,66a 0,68a 0,75° 0,63a 21,42a 24,38a 23,64a
3% 13,06a 12,88a 13,06a 0,79a 0,772 0,69 22,0la 24,60a 24,53a
5% 12,96a 13,22a 13,52a 0,76a 0,75% 0,70a 21,90a 25,17a 24,93a
7% 12,72a 13,32a 13,38a 0,77a 0,722 0,74a 21,71a 24,25a 24,13a
CV (%) 5,09 5,42 3,44 10,45 8,54 9,35 6,58 5,04 7,15

Média de cinco repeti¢cdes, com dois frutos como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05 ¢ Nemenyi).

Para o atributo cor da casca, verificou-se que o carbonato de sddio ndo influenciou
significativamente o parametro luminosidade em frutos armazenados a 25 °C ou sob
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refrigeracdo (5 °C), seguido ou ndo por periodo de transferéncia para 25 °C (Tabela 3). Para o
atributo resisténcia a compressdo, os frutos tratados com carbonato de sddio e armazenados a
25°C, ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados a testemunha ap0s o
periodo de armazenamento. Comportamento semelhante foi observado ap6s armazenamento

refrigerado dos frutos e apds a transferéncia dos mesmos para 25 °C (Tabela 3).

Tabela 3- Cor da casca (luminosidade, L*) e resisténcia a compressdo (N) em tangor
‘Murcott’” imerso em carbonato de so6dio a 0; 1; 3; 5 ¢ 7% (p/v) por 1 min, armazenado a 25 +
2 °C/80 = 5 %UR durante oito diase a5 + 1 °C/80 £ 5 %UR durante 15 dias, seguido por
mais seis dias a 25 £ 2 °C/80 + 5 %UR.

Luminosidade (L*) Resisténcia & compressao (N)
Tratamentos
25°C 5°C 5°+25°C 25°C 5°C 5+25°C
Testemunha 63,93a 63,23a 62,81a 185,65a 136,08a 126,57°
1% 63,42a 63,21a 63,08a 171,68a 128,93a 107,442
3% 63,11a 62,75a 62,61a 160,50a 135,18a 113,932
5% 63,84a 63,43a 62,86a 170,55a 116,24a 98,142
7% 63,79 63,77a 62,99 152,31a 119,79a 105,172
CV (%) 2,32 2,04 1,84 27,27 30,52 32,29

Média de dez frutos. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey
> 0,05 e Nemenyi).

Em relacdo a perda de massa, verificou-se que os frutos tratados com carbonato de
sodio nas concentracfes de 3, 5 e 7% apresentaram maior perda quando comparados a
testemunha apods periodo de armazenamento a 25 °C. De forma semelhante, para os frutos
armazenados a 5 °C, seguidos por transferéncia por mais seis dias a 25 °C, observou-se que as
maiores concentracdes de carbonato de sodio acarretaram em maior perda de massa dos

frutos, quando comparados a testemunha (Figs. 9A e 9B).
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Figura 9- Perda de massa (%) em tangor ‘Murcott’ imerso em solugdo de carbonato de sodio a 0; 1; 3; 5 e 7%
(p/v) por 1 min, armazenado a 25 + 2 °C/80 £ 5 %UR durante oito dias (A) e a5 + 1 °C/80 + 5 %UR por 15 dias,
seguidos por mais seis dias a 25 + 2 °C/80 + 5 %UR (B). Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si [(Tukey (a) e Nemenyi (b)].

Com relacdo aos frutos tratados com bicarbonato de sodio, verificou-se reducao
significativa do progresso da doenga em frutos armazenados por oito dias a 25 °C (Figs. 10 e
12); a concentracdo de 3% do produto reduziu em 56% o numero de frutos apresentado
sintomas (Figura 10B). Para os frutos armazenados sob refrigeracdo (5°C), seguido por mais
seis dias a 25 °C constatou-se que o produto se mostrou mais eficiente na reducédo do diametro
das lesbes e da incidéncia da doenca a partir da concentracdo de 3% e 7% de sal,
respectivamente (Figs. 11 e 12).
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Figura 10- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) de bolor
verde em tangor ‘Murcott’ imerso em solug¢@o de bicarbonato de sddio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v) por 1 min, 4 horas
apos a inoculagdo com Penicillium digitatum, e armazenado a 25 + 2 °C/80 + 5 %UR durante oito dias. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).
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Figura 11- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) de bolor
verde em tangor ‘Murcott’ imerso em bicarbonato de sodio a 0; 1; 3; 5 ¢ 7% (p/v) por 1 min, 4 horas apos a
inoculacdo com Penicillium digitatum, e armazenado a 5 = 1 °C/80 + 5 %UR durante 15 dias, seguido por mais
seis dias a 25 + 2 °C/80 + 5%UR. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si
[Tukey > 0,05 (a) e Nemenyi (b)].
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Figura 12— Sintomas do bolor verde em tangor ‘Murcott’ inoculado com Penicillium digitatum e imerso em
bicarbonato de sédio durante 1 min, aos trés dias (A) e sete dias (B) de armazenamento a 25 °C e ap6s 15 dias
(C) de armazenamento a 5 °C, seguidos por mais trés dias (D) de transferéncia para 25 °C.

Para os atributos de qualidade avaliados, ndo foram observadas diferencas
significativas para os teores de solidos soluveis, acidez titulavel e acido ascorbico entre a
testemunha e os frutos tratados com bicarbonato de s6dio em nenhuma das condicGes de

armazenamento (25 ou 5 °C) (Tabela 4).
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Tabela 4- Solidos soluveis (SS, °Brix), acidez titulavel (AT, % acido citrico), acido ascorbico
(AA, mg 100g™ polpa) em tangor ‘Murcott’ imerso em bicarbonato de sédio a 0; 1; 3; 5 ¢ 7%
(p/v) por 1 min, armazenado a 25 = 2 °C/80 + 5 %UR durante oito diasea5+ 1 °C/80 £5
%UR durante 15 dias, seguidos por mais seis dias a 25 = 2 °C/80 + 5 %UR.

SS AT AA

Tratamentos (°Brix) (% écido citrico) (mg 100g™ polpa)
25°C  5°C 5°+25°C 25°C 5°C 5°+25°C 25°C 5°C 5°+25°C
Testemunha 14,14a 14,76a 14,34a 0,72a 0,642 0,63a 24,77a 23,66a 24,522
1% 14,38a 14,82a 15,00a 0,6la 0,66 0,60a 23,40a 22,44a 23,302
3% 14,08a 13,86a 14,56a 0,66a 0,60 0,63a 22,43a 22,85a 23,502
5% 14,24a 14,30a 13, 80a 0,66a 0,692 0,62a 23,40a 23,87a 23,092
7% 13,78a 14,46a 14, 08a 0,63a 0,688 0,62a 23,0la 24,27a 24,112
CV (%) 3,26 4,68 6,95 10,2 8,82 7,93 10,81 9,55 11,69

Média de cinco repeti¢cdes, com dois frutos como unidade experimental. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).

Para cor da casca, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
guanto a luminosidade, ap6s periodo de armazenamento dos frutos a 25 °C ou sob
refrigeracdo (5 °C). Para o atributo resisténcia a compressao, constatou-se que frutos tratados
com bicarbonato de sodio a 7% e armazenados a 25 °C apresentaram maior resisténcia
quando comparados a testemunha e aos demais tratamentos. Comportamento semelhante foi
observado ap6s armazenamento refrigerado dos frutos, mas ndo apds a transferéncia dos

mesmos para 25 °C (Tabela 5).

Tabela 5- Cor da casca (luminosidade, L*) e resisténcia a compressdao (N) em tangor
‘Murcott’ imerso em bicarbonato de sédio a 0; 1; 3; 5 e 7% (p/v) por 1 min, armazenado a 25
+ 2 °C/80 = 5 %UR durante oito diase a5 £ 1 °C/80 + 5 %UR durante 15 dias, seguidos por
mais seis dias a 25 £ 2 °C/80 = 5 %UR.

Luminosidade (L*) Resisténcia a compressao (N)
Tratamentos
25°C 5°C 5°+25°C 25°C 5°C 5+25°C

Testemunha 65,04a 64,89a 65,52a 93,37bc 84,77b 73,30a

1% 66,10a 65,06a 66,17a 59,89b 114,96ab 87,40a

3% 66,10a 64,74a 64,98a 80,48bc 118,89ab 84,67a

5% 66,26a 64,95a 66,02a 120,93ac 117,83ab 69,24a

7% 65,44a 65,40a 65,82a 189,34a 136,91a 74,49a

CV (%) 2,13 2,42 2,64 29,39 28,88 34,09

Média de dez frutos. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Tukey
> 0,05 e Nemenyi).
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Em relacdo & perda de massa, os frutos armazenados a 25 °C e tratados com
bicarbonato de sédio a 7% apresentaram maior perda quando comparados a testemunha, apos
armazenamento a 25 °C (Figura 13A). Para os frutos armazenados a 5 °C, observou-se que
independentemente da concentragdo do produto, frutos tratados com bicarbonato de sodio
apresentaram maior perda de massa quando comparados a testemunha (Figura 13B). Apés a
transferéncia desses frutos para 25 °C, as maiores perdas ocorreram para as concentracdes de
3,5 e 7% de sal (Figura 13B).
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Figura 13- Perda de massa (%) em tangor ‘Murcott’ imerso em solu¢do de bicarbonato de sédioa 0; 1; 3;5e 7%
(p/v) por 1 min, armazenado a 25 + 2 °C/80 £ 5 %UR durante oito dias (A) ea 5 + 1 °C/80 + 5 %UR por 15 dias,
seguidos por mais seis dias a 25 £ 2 °C/80 + 5 %UR (B). Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si [Tukey > 0,05 (a e b) e Nemenyi (b)].

4.3 Avaliacdo do efeito protetor do carbonato e bicarbonato de sédio no controle do

bolor verde em Tangor ‘Murcott’

Observou-se que a interacdo entre os diferentes intervalos de tempo de inoculagéo e o0s
tratamentos com carbonato ou bicarbonato de sodio a 3%, ndo foi significativa para
severidade e incidéncia do bolor verde nos frutos, ndo indicando haver efeito dos sais em

proteger tangor ‘Murcott’ contra o bolor verde (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) do
bolor verde em tangor ‘Murcott’ tratado com carbonato de sddio (3% p/v), inoculado com Penicillium digitatum
24 h e 48 h ap0s o tratamento e armazenado a 25 °C / 80% UR por oito dias. Médias seguidas da mesma letra
minuscula, para tempo, e maiuscula, para tratamento, ndo diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).
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Figura 15- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A) e incidéncia (B) do bolor
verde em tangor ‘Murcott’ tratado com bicarbonato de sodio (3% p/v), inoculado com Penicillium digitatum 24 h
e 48 h apo6s o tratamento e armazenado a 25 °C / 80% UR por oito dias. Médias seguidas da mesma letra
mindscula, para tempo, e maiuscula, para tratamento, ndo diferem significativamente entre si (Tukey > 0,05).

5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos in vitro demonstraram que 0s sais de
carbonato e bicarbonato de sddio atuam diretamente no controle de P. digitatum (Figs. 1 a 5).
Os sais podem agir sobre os patdgenos causando ruptura das membranas celulares, inibicdo de
fungdes metabdlicas essenciais, aumento do estresse osmatico e homeostase do pH, por meio
do acimulo de anions no interior da célula (Smilanick et al. 2005; Youssef et al. 2014).

Tanto o carbonato, quanto o bicarbonato, mostraram-se eficientes na inibicdo do
crescimento micelial do fungo, ambos sendo eficazes a partir da menor concentragéo utilizada
(Fig. 3), o que evidencia 0 uso desses produtos como possiveis agentes alternativos de
controle. Resultado semelhante foi observado por Ferreira et al. (2015), que utilizaram
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carbonato de sodio e bicarbonato de sodio a 1, 3 e 5% (p/v) para o controle de Colletotrichum
gloeosporioides, obtendo inibicdo de 100% do crescimento micelial do fungo. O carbonato de
sodio inibiu completamente o crescimento micelial de P. italicum (Askarne et al. 2013) e
apresentou forte efeito sobre Geotrichum candidum, como relatado por Talibi et al. (2011).

Os sais de carbonato e bicarbonato de sddio promovem condic¢des alcalinas no meio,
sendo, dessa forma, inibidores eficazes do crescimento de vérios fungos fitopatogénicos in
vitro, pois a maioria deles tém o crescimento favorecido em condi¢des acidas a neutras. No
caso de fungos patogénicos pds-colheita, o pH do meio é importante porque contribui para a
capacidade do patégeno em colonizar o tecido hospedeiro (Prusky e Yakoby, 2003). Sendo
assim, o principal modo de acdo dos sais é através da capacidade de tamponamento de um
ambiente alcalino. Quanto maior a capacidade de tamponamento do produto, maior a
dificuldade dos fungos para liberagdo de acidos para baixar suficientemente o pH para um
crescimento ideal. Patégenos, como P. digitatum, que requerem um ambiente &cido para
infeccdo do hospedeiro, gastam mais energia na producdo de &cido fungico do que na
extensdo da hifa e, portanto, o crescimento pode ser inibido (Pelser e Eckert, 1977).

Palou et al. (2002) demonstraram que o carbonato e o bicarbonato de sodio
apresentaram atividade fungistatica e ndo fungicida contra P. digitatum, assim como
observado no presente estudo, e que a capacidade inibitdria dos sais depende da presenca de
residuos salinos no meio de cultivo do fungo, efeito que mostrou-se perdido quando os discos
de micélio do patégeno foram transferidos para um meio com auséncia dos sais. O atraso
inicial do crescimento micelial in vitro provavelmente reflete o tempo necessario para que a
camada alcalinizada do disco de micélio seja acidificada e, uma vez que esse micélio
ultrapassa ou supera a area alcalina, a taxa de crescimento passa a ser a mesma dos conidios
ndo tratados (Venditti et al. 2005). Para os discos cultivados nas concentracdes de 5 e 7% de
carbonato de sodio, que nao retomaram o desenvolvimento apds a transferéncia para meio de
cultura sem adicdo do sal, a auséncia do crescimento pode estar relacionado ao periodo
avaliado, que ndo se mostrou suficiente para a extensao das hifas e pelo excesso de residuo do
sal.

Outros aspectos relacionados ao pH sdo importantes para o controle de doencas
fungicas pds-colheita, entre eles, os que afetam diretamente a germinagéo dos esporos (Pelser
e Eckert, 1977). Observou-se nos experimentos realizados, que a germinacao de P. digitatum

foi reduzida pelos sais de carbonato e bicarbonato de sédio a medida que a concentracdo dos
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produtos foi aumentada (Fig. 5). Smilanick et al. (2005) avaliaram a germinacdo in vitro de
isolados de P. digitatum, e verificaram inibicdo quando em pH elevado e com concentracgdes
crescentes de bicarbonato de sddio. Askarne et al. (2013) testaram a acdo de diferentes sais no
controle de P. italicum e observaram reducdo ou completa inibicdo da germinacédo de esporos
e alongamento do tubo germinativo de maneira dose-dependente.

Segundo Janisiewicz e Conway (2010), os esporos germinados sdo mais facilmente
inativados pelos sais de carbonato e bicarbonato de s6dio quando comparados aos esporos néo
germinados, 0 que pode explicar os resultados encontrados no presente trabalho, visto que a
inibicdo completa do crescimento micelial do fungo ocorreu, porém, a germinacdo dos
esporos, ainda que reduzida, foi observada nas menores concentracoes de sal.

Outros autores, como Griffin (1994), afirmam que além da toxicidade direta, o pH
pode alterar a permeabilidade das membranas flngicas a muitas substancias, incluindo
compostos toxicos. Fallik et al. (1997) relataram que o efeito inibitorio do bicarbonato de
sodio sobre os fungos pode ser causado pela reducdo na pressao do turgor das células com
colapso e retracdo de hifas e esporos. Embora o pH influencie a viruléncia dos patégenos
afetando sua colonizacédo no tecido hospedeiro, Palmer et al. (1997), avaliando a influéncia do
pH na habilidade fungistética dos sais, concluiram que o pH néo foi o Unico responsavel pela
atividade inibitéria de microorganismos e que outro tipo de mecanismo poderia estar
causando o efeito observado.

Em relacdo ao controle da doenca in vivo, os resultados mostraram que o carbonato e o
bicarbonato de sédio reduziram a incidéncia e a severidade da doenca com o0 aumento da
concentracdo dos produtos (Figs. 6, 7, 8, 10, 11 e 12), correlacionando-se positivamente aos
resultados encontrados nos experimentos in vitro, e evidenciando a agdo direta dos sais sobre
o fungo. De acordo com Youssef et al. (2014), laranjas ‘Valencia’ tratadas com os sais de
carbonato e bicarbonato de sddio na concentracdo de 3% (p/v) para o controle de P. digitatum,
apresentaram reducdo significativa na severidade e na incidéncia da doenca, com o
aparecimento da leséo atrasado em relagéo a testemunha. Zhu et al. (2013) utilizaram o sal de
bicarbonato de s6dio nas concentragdes de 2 e 5% e ambas foram capazes de reduzir a
severidade e a incidéncia do bolor verde, sendo que a maior concentragdo apresentou 0S
melhores resultados. O mesmo resultado foi observado por Venditti et al. (2005) para o

carbonato de sodio.
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Como citado anteriormente, os fungos do género Penicillium, durante os estagios
inicias de infeccdo, acidificam o tecido do hospedeiro por meio da secrecdo de acidos. Currie
e Thom (1915) observaram a producao de acido oxalico por P. italicum quando cultivado em
meio com sacarose, enquanto Prusky et al. (2004) relataram que P. digitatum produziu
principalmente &cidos glucdnicos, citricos e fumaricos. Como o pH extracelular é considerado
critico para a viruléncia do patégeno, ha necessidade da manutencdo do pH do tecido a ser
colonizado por meio dos acidos produzidos pelos fungos para condi¢cdes proximas ao 6timo,
para que enzimas hidroliticas possam ser produzidas, criando condi¢do para infec¢do ativa.
Quando o processo de infeccdo ocorre, a degradacdo enzimética das pectinas presentes no
albedo dos frutos citricos liberam oligbmeros contendo &cidos galacturdnicos e
monossacarideos, que desempenham um papel fundamental na infeccdo (Barmore e Brown,
1979).

Considerando os resultados encontrados no presente estudo e outros que estudaram o
tema, € notavel que pequenas alteragdes no pH podem alterar a patogenicidade dos fungos,
como as ocasionadas pelos sais. Embora os produtos ndo tenham inibido completamente a
incidéncia e a severidade do bolor verde, observou-se a reducdo no progresso da doenca,
confirmando o efeito fungistatico e ndo persistente dos sais. A capacidade de controlar a
doenca com o uso de ambos os produtos depende da presenca de residuos salinos nos
ferimentos, no local onde ocorreu a infeccdo e que estardo ocupadas pelo fungo, além das
interacdes entre os residuos de sal e os constituintes da casca (Palou et al. 2002). De acordo
com Palou et al. (2008), o tratamento de tangerinas com carbonato de sodio foi ineficaz,
sendo necessario 0 uso de concentracdes altas para alcancar um controle satisfatorio de
podriddes; no presente trabalho, o carbonato promoveu reducéo significativa do bolor verde
nos frutos a partir da menor concentracdo do sal. Venditti et al. (2005) observaram que
guando se utilizou carbonato de so6dio na concentracdo de 5%, a infeccdo foi menor em
laranja, limé&o e toranja, quando comparada com as tangerinas. Nicoli et al. (2009) verificaram
que o tratamento com bicarbonato de sodio a 3% n&o apresentou resultados satisfatorios para
o controle do bolor verde em laranja ‘Péra Rio’. Essa diferenca na eficacia de controle pode
estar relacionada aos valores de pH do albedo dos frutos citricos apds o tratamento com o0s
sais de carbonato, que foram ligeiramente diferentes, de acordo com a espécie.

Outros mecanismos, além da alcalinizacdo do tecido, podem estar envolvidos.

Smilanick et al. (1999) relataram que a eficacia de controle de P. digitatum por sais com a
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mesma faixa de pH que os sais de carbonato e bicarbonato de sodio, demonstrou diferenca na
acdo, sugerindo a existéncia de um efeito indireto do tratamento. Além da alcalinizagéo
promovida pelos sais, Venditti et al. (2005) encontraram alteragdes estruturais no albedo de
frutos citricos e niveis aumentados de escoparona em tecidos feridos e tratados com carbonato
de sodio a 5% (p/v). D'Aquino et al. (2013), estudando a atividade curativa e protetora do
bicarbonato de s6dio a 1%, observaram que o sal foi capaz de induzir mudancas na
morfologia e na distribuicdo da cera epicuticular na superficie de frutos citricos. Youssef et al.
(2014) descobriram que os sais de carbonato e bicarbonato de sodio, quando aplicados em
uma ferida diferente da que foi inoculada com o patégeno, foram eficazes na redugdo do
desenvolvimento da doenca, concordando com os estudos anteriores de que 0s sais também
podem induzir resisténcia nos frutos.

Diante das evidéncias anteriores, estudos envolvendo os sais de carbonato e
bicarbonato de sddio como indutores de resisténcia em frutos foram realizados por Youssef et
al. (2014). Foram avaliadas as atividades de enzimas envolvidas no metabolismo secundério
de laranjas ‘Valencia’ tratadas com os sais na concentracdo de 3% (p/v). Os autores
observaram um aumento da atividade da enzima peroxidase em frutos tratados com os sais na
pos-colheita, com reducdo da suscetibilidade a infeccao por P. digitatum, devido ao refor¢co na
parede celular, com formacao de lignina, e aumento da capacidade antioxidante dos tecidos do
fruto (Hammerschmid et al. 1982). A enzima fenilalanina-amonialiase, envolvida em
diferentes vias do metabolismo secundario, dentre todas as enzimas avaliadas por Youssef et
al. (2014), apresentou maior atividade, como resposta na inducdo de resisténcia apds o
tratamento dos frutos com os sais. No entanto, no presente estudo, a avaliacdo da
possibilidade de prote¢do de tangor ‘Murcott’ contra P. digitatum, apds os tratamentos com os
sais de carbonato e bicarbonato (Figs. 14 e 15), utilizando a mesma concentracgdo utilizada por
Youssef et al. (2014), ndo apresentou interacdes significativas entre os diferentes intervalos de
tempo de inoculagdo e os tratamentos na reducdo do progresso da doenca. Os diferentes
resultados obtidos podem estar relacionados a interacdo patdgeno-hospedeiro, visto que se
trata de outra espécie de fruto.

Quanto aos efeitos dos sais sobre atributos de qualidade de tangor ‘Murcott’,
observou-se que os teores de &cido ascorbico, acidez titulavel e sélidos sollveis ndo diferiram
significativamente dos frutos testemunha (Tabelas 2 e 4), demonstrando que os produtos nao

influenciaram transformacGes quimicas nesses atributos ao longo do periodo de
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armazenamento. Apds a colheita, os frutos ndo-climatéricos apresentam ligeiro declinio
respiratdrio, sem aumento da producéo de etileno, o que dificulta a continuidade do processo
de amadurecimento dos frutos (Chitarra e Chitarra, 2005). Como consequéncia, pequenas
modificacdes nos teores de aclcares e acidos organicos ocorrem.

O tangor ‘Murcott’ inicia seu desenvolvimento com a coloracdo verde e durante o
processo de maturacdo a cor alaranjada torna-se intensa. A cor da casca dos frutos, assim
como seu brilho, tem um papel importante na aceitacdo do produto por parte do consumidor.
Os resultados observados no presente estudo evidenciam que o carbonato e o bicarbonato de
sodio ndo promoveram o escurecimento dos frutos, ou alteragdes significativas no brilho da
casca (Tabelas 3 e 5). De forma semelhante, Vilaplana et al. (2018) e Montero et al. (2010)
ndo observaram grandes alteracdes para luminosidade durante o periodo de armazenamento
ao tratarem pitaya (Selenicereus megalanthus) e frutos citricos com bicarbonato de sédio.

A transpiragdo € o principal fator responsavel pela perda de massa dos frutos durante o
armazenamento. As perdas transpiratorias de agua podem se tornar economicamente
importante durante a pés-colheita e comercializagdo dos frutos, quando interferirem na
aparéncia e na aceitabilidade do fruto, por expressivo murchamento (Chitarra e Chitarra,
2005). Observou-se que os frutos tratados com os sais de carbonato e bicarbonato de sédio, na
maior concentragdo, apresentaram maiores perdas de massa em relagdo a testemunha (Figs. 9
e 13). Resultado similar foi encontrado por Larrigaudiére et al. (2002), que avaliaram o efeito
dos sais de carbonato e bicarbonato de sddio na qualidade de tangerina ‘Clementina’, durante
a pos-colheita, alegando também provaveis residuos dos sais nos frutos apds o tratamento sem
enxague, como observado nos experimentos do presente estudo. Esse resultado pode ser
explicado pelo processo osmotico, que consiste no movimento da &gua entre meios com
diferentes concentracdes de soluto, separados por uma membrana semipermeavel, em que a
agua vai do meio menos concentrado para 0 mais concentrado. O acimulo dos sais na casca
dos frutos pode ter gerado uma diferenca entre o potencial de agua da superficie e o interior
do fruto, fazendo com que o fruto perdesse agua para 0 meio externo. Os sais retidos na casca
dos frutos reduzem a energia de agua livre, uma vez que as células presentes no interior do
fruto perdem agua para o meio externo a fim de dissolver o produto.

A firmeza dos frutos esta intimamente relacionada a perda de massa, pois o turgor de
um fruto quando associado a planta mée € resultante do equilibrio entre a perda de agua por

transpiracdo e o poder de drenagem da &gua para as células através das raizes. Quando o fruto
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transpira, o teor de &gua nas células decresce e consequentemente a pressdo osmotica é
reduzida. Se ndo houver reposicdo dessa agua perdida, o fruto perde gradualmente a turgidez
celular, podendo alterar drasticamente sua qualidade. Além disso, 0 amaciamento dos tecidos
¢ uma das principais transformacdes no amadurecimento e senescéncia dos frutos. A parede
celular, composta por celulose, hemicelulose, pectina, entre outros, € a constituinte mais
resistente dos tecidos. Qualquer tipo de modificacdo nas caracteristicas do componente
pectina, que contribui para a resisténcia mecanica da parede celular, altera a textura dos frutos
e essa modificacdo ocorre durante o amadurecimento, com reducdo no teor de pectina total e
aumento no seu grau de solubilizacdo. Além das pectinas, ocorre também a decomposicao de
celulose e hemicelulose, hidrolise do amido, entre outras, que conjuntamente influenciam no
processo de amaciamento do fruto (Chitarra e Chitarra, 2005). As avaliacdes de resisténcia a
compressdo realizadas nos frutos (Tabela 3) mostraram que aqueles tratados com carbonato
de sodio nas diferentes concentragdes, ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados aos frutos testemunha, o que permite inferir que o produto néo altera a resisténcia
dos frutos apds o tratamento. Para o bicarbonato de sodio, os frutos tratados com a
concentracdo de 7%, os quais apresentaram elevadas perdas de massa, demonstraram maior
resisténcia a compressdo quando comparados a testemunha, ap6s o armazenamento a 25 °C e
5 °C (Tabela 5). Por outro lado, nenhuma diferenca na resisténcia a compressdo foi
observada em tangerinas tratadas com 2% de bicarbonato de sédio (Hong et al. 2014).
Larrigaudiére et al. (2002) observaram que tangerinas tratadas com 2% de carbonato de sodio
e 2 % de bicarbonato de sddio apresentaram maior deformacdo quando comparadas a fruta
ndo tratada apds 60 dias de armazenamento a 5 °C.

Sendo assim, os sais de carbonato e bicarbonato de sodio, podem ser utilizados como
agentes de controle alternativo do bolor verde na pds-colheita de P. digitatum, sem ocasionar
alteracdes significativas na qualidade dos frutos. A acdo dos sais € direta sobre o patdgeno,

apresentando apenas efeito curativo em tangor contra o bolor verde.

6 CONCLUSAO

O uso dos sais de carbonato e bicarbonato de sédio reduz o progresso do bolor verde

em tangor ‘Murcott’ armazenado a 25 °C ou sob refrigeracao (5 °C), sem causar alteragoes
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significativas na qualidade dos frutos, representando uma alternativa de controle a utilizagdo
de fungicidas em pos-colheita.
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