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RESUMO

O Brasil é 0 maior produtor de laranja e 0 maior exportador mundial
de suco concentrado. A pinta preta dos citros, causada por Guignardia citricarpa, € uma
doenca de grande importancia econdmica, principalmente para o Estado de Sdo Paulo. O
interesse no controle bioldgico de fitopatdgenos, como alternativa de controle e como forma
de reduzir os problemas ocasionados pelo uso intensivo de fungicidas, tem levado ao
desenvolvimento de técnicas alternativas para uma agricultura mais sustentavel. O trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito de agentes de controle biolégico (Bacillus subtilis e
Trichoderma harzianum) e produtos alternativos (biofertilizantes e leite) no controle da pinta
preta dos frutos citricos em cultivos convencional e orgénico. Além disso, foi avaliado o efeito
de Bacillus subtilis, Paenibacillus lentimorbus e Streptomyces sp. no controle de G. citricarpa
e Penicillium digitatum em pdés-colheita. Os experimentos em campo foram realizados em
pomar de laranja'Valéncia' e 'Péra’, localizadas nos municipios de Conchal e Santa Eudodxia,
SP, respectivamente. Em cultivo convencional de 'Valéncia' foram avaliados dois
biofertilizantes (Microgeo® e Bio2), nas safras 2003/2004 e 2004/2005, com 15 repetigGes por
tratamento, sendo uma planta por repeti¢do. As arvores foram pulverizadas em intervalos de
28 dias, sendo o inicio em 08/12/03, para a safra 2003/2004 e 08/11/2004, para a safra
2004/2005. Na safra 2003/2004 as concentragOes utilizadas do biofertilizante Microgeo®

foram 0; 10; 20; 30 e 40%. Na safra 2004/2005 foram repetidos os mesmos tratamentos da



safra anterior e incluido tratamento com o biofertilizante Bio2 nas concentracbes de 0; 2,5;
5,0; 7,5 e 10%. Para as avaliacbes foram utilizadas uma escala de notas de 1=0,5% a 6=49%
da &rea do fruto atacada. Os biofertilizantes apresentaram comportamento irregular, ndo
reduzindo a severidade da doengca em nenhuma das safras em estudo. Em cultivo orgénico
num pomar de laranja 'Pera’ os ensaios foram conduzidos nas safras 2004/2005 e 2005/2006,
com o0s seguintes tratamentos: B. subtilis (107 e 108 ufc/mL); Milhocina (0,5%) + Melaco
(0,5%); T. harzianum (106 conidios/mL); leite cru (5%) e Microgeo®. O delineamento
experimental adotado e as avaliagbes foram as mesmas utilizadas na &rea convencional. Nas
duas safras o leite e 0 B. subtilis reduziram a severidade e apresentaram um ndmero maior de
frutos pertencentes as notas | e um ndmero menor pertencentes as notas de 3 a 6. T
harzianum nao foi eficiente no controle da doenga. Os testes em pés-colheita foram realizados
com frutos de laranja ‘Pera’ organica, com inoculagdo artificial de P. digitatum e natural de G.
citricarpa. Todos os tratamentos reduziram a severidade e a incidéncia da podriddo dos frutos
causada por P. digitatum, sendo que B. subtilis e P. lentimorburs ndo diferiram do fungicida
thiabendazole (1500pg/mL), quando inoculados de forma conjunta e curativa, exibindo
potencial para o seu controle em pés-colheita. Para G. citricarpa os agentes de biocontrole ndo

foram eficientes na reducdo da doenca.

Palavras chave: Mancha preta dos frutos citricos, controle bioldgico, Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum, Paenibacillus lentimorbus, Streptomyces, pés-

colheita.



BIOCOMPATIBLE PRODUCTS FOR MANAGING CITRUS BACK
SPOT (Guignardia citricarpa) AND BLUE MOLD (Penicillium digitatum) IN
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Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
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SUMMARY

Brazil is the worldwide biggest producer and exporter of orange and orange juice. The citrus
black spot (CBS), caused by Guignardia citricarpa, is a disease of great economic importance,
mainly for the Sdo Paulo State. The interest in biological control of plant pathogens, as
mitigation of the problems caused by intensive use of fungicides, has led to development of
alternative techniques for a more sustainable agriculture. The objective of this work was to
evaluate the effects of biocontrol agents (Bacillus subtilis and Trichoderma sp.) and other
biocompatible products (cow milk and biofertilizers) for managing CBS in organic and
conventional systems. Besides, the effect of B. subtilis, Paenibacillus lentimorbus and
Streptomyces sp. for control of G. citricarpa and Penicillium digitatum, in post-harvest was
also evaluated. The filed experiments were carried through in trees of 'Valencia' and 'Pera’,
located in Conchal and Santa Eudodxia, SP, respectively. In "Valencia' conventional system
were evaluated two biofertilizers (Microgeo® and Bio2). The experiments were conducted at
harvests 2003/2004 and 2004/2005. The trees were sprayed in 28 days intervals, and the first

was in 08 December 2003 in 2003/2004 harvest, and 08 November 2004 in 2004/2005 harvest.



In the harvest of 2003/2004 the biofertilizer Microgeo® concentrations used were 0, 10, 20, 30
and 40%. In the harvest 2004/2005, the same treatments of the last harvest were repeated and
treatments with biofertilizer Bio2 (0; 2.5; 5.0; 7.5 and 10% concentrations) were included.
Each treatment was composed by 15 repetitions, being each plant considered a repetition. The
severity of the disease on 50 fruits at harvest stage collected randomly from each replication
plant were evaluated by means of a six-category scale, which 1=0.5%, and 6=49% of fruit area
with lesions. Biofertilizers presented irregular behavior and a reducing of severity was not
observed for any of the harvests in study. In 'Pera’ organic cropping systems the assays were
carried through 2004/2005 and 2005/2006 harvests. In these experiments, the following
treatments were done: B. subtilis (107 and 108 CFU ml'l); autoclaved Milhocina (0.5%) +
Molasses (0.5%); Trichoderma sp. (106 conidia ml'l); cow milk (5%) and Microgeo®. The
experimental design adopted and the evaluations were the same ones used in the conventional
area. In 2004/2005 and 2005/2006 harvests, milk and B. subtilis reduced the severity and
increased the number of fruits at notes | and reduced the number to notes 3 to 6. T. harzianum
was not efficient in the control of the disease. All treatments reduced the severity and
incidence of P. digitatum in post-harvest, and B. subtilis and P. lentimorbus showed a similar
result to the thiabendazole when inoculated at same time and 24h after, demonstrating the
potential of these microorganisms for control of P. digitatum in post harvest. B. subtilis

(Ix108 cfu/mL), P. lentimorbus (Ix108 cfu/mL) and Streptomyces sp. (IxIO8 cfu/mL) were not

efficient to reduce the incidence of G. citricarpa in post-harvest.

Keywords: Citrus black spot, biological control, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum,

Paenibacillus lentimorbus, Streptomyces sp., post-harvest.



INTRODUCAO GERAL

A citricultura é de extrema importancia para o Brasil e grande fonte
de divisas. Desde a década de 90, é responsavel por 80% do comércio internacional de suco
concentrado de laranja (AGRIANUAL, 2002). Os Estados Unidos aparecem como segundo
maior produtor, seguido pelo México, China e Espanha. Desses, Estados Unidos e Espanha
respondem por 18 e 38%, respectivamente, das exportacbes de frutas frescas (BOTEON,
2006).

A producdo brasileira é estimada em aproximadamente 450 milhdes
de caixas, sendo o Estado de S&o Paulo o maior produtor (80%). A maior parte dessa producao
(80%) é destinada a producdo de suco industrializado, gerando uma receita anual de mais de 2
bilhGes de dolares (ABECITROS, 2007).

O setor citricola enfrenta sérios problemas fitossanitarios que deprecia
a qualidade do produto e diminui a produtividade. Dentre esses problemas, as doencas
exercem fundamental papel, destacando-se a pinta preta dos frutos citricos (PPC), causada
pelo fungo Guignardia citricarpa Kiely (fase anamorfica: Plyllosticta citricarpa).

A pinta preta dos citros, também denominada mancha preta dos citros,
é uma doenca de grande importancia econdmica. Ocorre na cultura em diferentes continentes,
como Africa, Asia e América do Sul (SUTTON; WATERSTON, 1966; KIELY, 1948). No
Brasil, encontra-se comprovadamente presente de forma epidémica, em mais de quarenta

municipios produtores do Estado de S&o Paulo, Santa Catarina, Parana, Espirito Santo e



Amazonas e ainda nos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro
(FUNDECITROS, 2000). A doencga € de grande importancia para o Estado de Sdo Paulo
(FEICHTENBERGUER et al., 1997) e foi verificada, de forma mais severa, em pomares de
limoeiro ‘Siciliano’ e laranjeiras doces de maturagdo tardia, nos municipios de Conchal e
Engenheiro Coelho/SP (GOES; FEICHTENBERGER, 1993).

A doenca, até 0 momento, apresenta seis tipos de sintomas em frutos
(AGUILLAR-VILDOSO et al., 2002), sendo os mais comuns os do tipo mancha dura e os da
falsa melanose (KOTZE, 1989). Além da depreciacdo comercial no mercado de frutas frescas,
0 patdégeno ocasiona queda precoce dos frutos, reduzindo a producdo em até 80% (KLOTZ,
1978). Devido ao longo periodo de susceptibilidade dos frutos, varias pulverizagdes com
fungicidas protetores ou sistémicos, isolados ou combinados, sdo necessarias, elevando o custo
de produgdo. O controle realizado no Brasil é baseado em informag8es geradas por outros
paises, principalmente Africa do Sul, onde a doenca é relevante (GOES, 2002).

Além da elevagdo dos custos, problemas eminentes como a selegdo de
fungos resistentes aos produtos quimicos comumente utilizados, impactos negativos ao meio
ambiente e problemas de saide publica tém incentivado a comunidade cientifica e produtores
na busca de novas técnicas de manejo, visando uma maior sustentabilidade agricola. Além
disso, para o cultivo orgénico, cuja procura por produtos pela sociedade é crescente, 0s
problemas com essa doenca sdo altos, havendo necessidade de desenvolvimento de produtos
alternativos.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos agentes de
controle bioldgico e de produtos biocompativeis no controle da pinta preta, estabelecer sua

relacdo com os niveis de severidade da doenca e avaliar seus efeitos em condigdes de pos-

colheita.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja e 0 maior exportador
de suco (CITRUSFEAT, 2001; POLLACK, 2001). A area cultivada brasileira ¢ de 820 mil
hectares, dos quais 77% localizam-se na regido Sudeste, representando 49% de toda a
producdo nacional de frutas (ABECITRUS, 2007). Cerca de 80% dessa produgdo é destinada a
producdo industrial de suco para a exportagéo.

Sdo Paulo é o maior produtor do Brasil, possuindo cerca de 760 mil
hectares. Grande parte dessa producdo é destinada a exportacdo de suco industrializado,
gerando uma receita anual de mais de 2 bilhdes de délares (ABECITROS, 2007).

2.1 Guignardia citricarpa

A pinta preta, causada por Guignardia citricarpa Kiely (fase
anamoérfica de Phyllosticta citricarpa McAlp. Van Der Aa), é responsavel por elevados
prejuizos na cultura dos citros, da ordem de varios milhdes de dolares em diferentes paises da
Africa, Asia, Oceania e América do Sul (GOES, 2002; REIS et al., 2006). Segundo GOES et.
al. (2000), sua importancia, do ponto de vista econdmico, se d4 ao fato de atingir variedades
mais importantes, depreciar os frutos comercialmente, reduzir a produtividade, devido a queda
precoce de frutas, e provocar alteragdes nos padrdes tecnologicos.

A primeira descricdo da doenca e sua relagdo com o patégeno se
deram na Austrdlia em 1895 (KIELY, 1948). Em 1937 foi observada no Brasil em frutos

coletados em uma feira livre na cidade de Piracicaba, no Estado de S&o Paulo (AVERNA-



SACCA, 1940). Novos relatos foram feitos no Rio de Janeiro em 1980 (ROBBS et al., 1980),
no Rio Grande do Sul, na década de 80 (GOES; FEICHTENBERGUER, 1993). No Brasil,
encontra-se comprovadamente presente de forma epidémica, em mais de quarenta municipios
produtores do Estado de S&o Paulo, Santa Catarina, Parand, Espirito Santo e Amazonas e
ainda nos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro (FUNDECITROS,
2000). Porém, a doenca foi verificada de forma mais severa em pomares de limoeiro
‘Siciliano’ e laranjeiras doces de maturacdo tardia, nos municipios de Conchal e Engenheiro
Coelho/SP (GOES; FEICHTENBERGER, 1993).

A pinta preta possui duas fontes de indculo, sendo os conidios e
ascosporos. Os picnididsporos sdo formados em lesdes nos frutos, folhas e folhas caidas ao
solo. Segundo Kotzé (1981), os picnidiésporos podem ser formados também em ramos
mortos. Os ascosporos sdo formados exclusivamente em folhas caidas ao solo, ndo sendo
encontrados em frutos ou lesdes de folhas aderidas as plantas (McONIE, 1965). O inicio da
sua producdo se da por volta de 50 a 180 dias ap6s a queda das folhas (KOTZE, 1981), onde a
liberacdo dos ascosporos acompanha a chuva, de tal forma que 3mm j& podem ser suficientes
para a liberacdo dos mesmos, desde que haja umidade prévia.

A queda de folhas de plantas citricas pode ocorrer durante todo o
ano. Entretanto, fatores como estresse hidrico, desequilibrio nutricional, pragas e doencas
podem aumentar essa abscisdo (FUNDECITROS, 1998). Diante disso, teoricamente, existe o
potencial de que os pseudotécios e ascosporos possam ser formados durante o ano todo. As
condigbes climaticas € que exercem maior ou menor impacto na producdo, viabilidade e
dispersdo. McOnie (1964) demonstrou na Africa do Sul que o tempo necesséario para a
formacdo e maturacdo dos pseudotécios de folhas caidas no més de abril, era de 24 semanas,
enquanto que as caidas nos meses de dezembro, de apenas seis semanas. Esse fato devia-se,
exclusivamente, as diferencas das condi¢gdes ambientes.

A doenca afeta folhas, ramos e frutos. Nos frutos, as lesdes
restringem-se a casca, impedindo sua comercializacdo no mercado de frutas frescas (MAUCH-
MANI; METRAUX, 1998). As perdas sdo mais severas nos limdes e laranjas doces de
maturacao tardia, ocorrendo quedas prematuras.

Segundo Kotzé (1981), um aspecto importante a ser destacado refere-

se ao longo periodo de incubacdo do fungo. Na presenca de umidade, é emitido um “peg” de



infeccdo, que penetra na cuticula do hospedeiro e se expande para dentro do tecido na forma
de massa de micélio, permanecendo entre a cuticula e a epiderme, denominada de infecgdo
quiescente, originando lesGes tipicas da doenca. Os mecanismos envolvidos nesse processo
ndo sdo conhecidos. Entretanto, sabe-se que 0s sintomas em niveis mais severos estdo
associados a uma elevacdo de temperatura por ocasido da maturagdo dos frutos e a uma maior
incidéncia de raios solares nos frutos mais expostos. Feichtenberger et al. (1997) relatam que
os sintomas em folhas, ramos e frutos sdo mais frequentes nas faces da planta mais expostas
aos raios solares, estresse hidrico e debilidade das plantas resultante de vérios fatores como

doencas e desequilibrios nutricionais.

2.1.2 Sintomatologia da pinta preta

Segundo Herbert (1989), quatro tipos de lesbes podem ser
observados:
. mancha dura - sintoma mais comum e tipico da doenga. Aparece quando os frutos
iniciam a maturagcdo. Em frutos ainda verdes podem ser observados halos amarelados ao redor
das lesGes e em frutos maduros observa-se um halo verde ao redor das lesdes, que apresentam
0 centro deprimido de cor marrom-claro ou cinza-escuro e 0s bordos salientes de coloracéo
marrom-escura. No interior dessas lesdes aparecem pontuacfes negras, que sdo 0s picnidios do
fungo.
. mancha sardenta - aparecem depois da maturacéo, com a casca apresentando coloragéo
bem amarelada ou laranja. As lesGes sdo avermelhadas e levemente deprimidas, podendo
coalescer, formando uma grande lesdo, ou permanecer pequenas e individualizadas.
. mancha virulenta - desenvolvem-se normalmente no final da safra, com frutos
maduros e temperaturas elevadas. Pode ocorrer depois da colheita, durante o transporte e o
armazenamento dos frutos. As lesdes aparecem como resultado do desenvolvimento e
coalescéncia de lesbes dos dois tipos anteriores, dando origem a grandes lesdes deprimidas de
centro acinzentado e bordos salientes de coloracdo marrom-escuro ou vermelho-escuro. No
centro dessas lesdes aparecem muitas pontuaces escuras, que sdo 0s picnidios. A casca do

fruto fica necrosada na area da lesdo, mas a parte interna do fruto ndo ¢é afetada.



. mancha do tipo falsa melanose - normalmente encontra-se com cerca de 4-5 meses
ap6s a queda das pétalas. Caracteriza-se pela presenca de manchas irregulares, sem textura
dspera ao tato, de tamanho variado, mas predominantemente pequenas. Nas fases
subsequentes, as lesdes individualizadas sdo normalmente circundadas por numerosos pontos
escuros, constituindo as lesdes satélites. Em tais lesGes, ndo sdo formados picnidios.

Segundo Goes et al. (2000), o sintoma mancha trincada aparece em
frutos ainda verdes e caracterizam-se por manchas superficiais, irregulares, lisas e de tamanho
variado, inicialmente com aspecto oleoso, escuro ou levemente castanhas. Nas manchas ndo
sdo produzidos picnidios e, de forma semelhante aos sintomas do tipo falsa melanose,
normalmente ndo causa queda dos frutos, mesmo quando esses encontram-se Severamente
atacados. Quando os frutos atingem a maturidade, a casca dos frutos, correspondentes as areas
lesionadas, apresenta trincas ou fissuras. H& suspeita de que a mancha trincada esteja
associada a presenca e conseqlentes danos causados pelo &acaro da falsa ferrugem
(Phyllocoptruta oleivord).

Um sexto sintoma encontra-se associado, sendo denominado de
mancha rendilhada, cujos sintomas caracterizam-se pela presenca de lesdes superficiais, sem

borda definida e de textura lisa quando os frutos estdo verdes.

2.1.3 Medidas de controle da pinta preta
2.1.3.1 Controle quimico

O controle baseia-se na aplicacdo de fungicidas, sejam eles protetores,
sistémicos ou misturas deles, associada aos 6leos minerais ou vegetais (GOES et al., 1990,
PRATES; NOGUEIRA, 1997). Segundo Goes (1998), melhores resultados séo obtidos com
pulverizacbes a cada 50 a 55 dias com misturas de fungicidas sisttmicos e protetores e de 28
dias para somente protetores (SCHUTTE et al.,, 1997). De acordo com Feichtenberger et al
(1997), as medidas de controle para a pinta preta incluem o plantio de mudas sadias
produzidas em regifes livres da doenca; remocdo de frutos tempordes infectados, antes do
inicio da florada, visando reduzir a fonte de indculo representada pelos picnidios em lesGes de
frutos; reducdo da fonte de indculo (ascosporos); eliminacdo de plantas em estado de
depauperamento avangado do pomar; manutencdo das plantas em boas condices de nutrigéo e

sanidade; pulverizacBes visando a protecdo dos frutos durante o principal periodo de



suscetibilidade com fungicidas sistémicos (benzimidazdis ou estrobirulinas) ou de contato
(cobre ou mancozeb), preferencialmente de forma associados e acrescidos de dleos mineral ou
vegetal.

Ainda, o controle varia de acordo com o0 destino da producdo. Quando
destina-se a producdo industrial o controle em campo é realizado com cobre adicionado a 6leo
emulsiondvel mineral ou vegetal, usando-se quatro ou cinco aplicacdes ap6s a queda das
pétalas. Para fruta in natura, recomenda-se a mistura de cobre misturado a 6leos nas primeiras
pulverizagdes, pois esses produtos podem provocar fitotoxidez aos frutos, além de tornar mais
evidente as manchas de origem abidtica. Nas demais pulverizacBes deve-se utilizar
benzimidaz6is ou estrubirulinas misturadas a 6leo, aplicados de forma alternada. Os
benzimidazois podem ser aplicados até trés semanas antes da colheita e em pds-colheita. No
Brasil, o uso de fungicidas em po6s colheita, restringem-se ao thiabendazol e imazalil

(FISCHER et al., 2004; AGROFIT, 2006).

2.1.3.2 Controle biolégico

Os problemas advindos do uso intensivo de fungicidas, como a
selecdo de fungos resistentes, impactos negativos ao ambiente, restricbes de ordem publica e
econdmica, tem estimulado a busca de formas alternativas de controle de doencas,
principalmente através da introdugdo massiva de antagonistas.

Comercialmente o controle biolégico é conceituado como o controle
de um microrganismo por meio de outro microrganismo. Dentre 0s microrganismos mais
estudados, encontram-se espécies do género Trichoderma (BASTOS, 1988; DUBOS et al.,
1982; BETTIOL et al., 2003) e Bacillus subtilis (SONODA; GUO, 1996; KALITA et al.,
1996; BETTIOL et al., 1994; FERREIRA et al., 1991). Kupper et al. (2006) relatam que na
Africa do Sul, a Universidade de Pretéria comercializa um isolado de B. subtilis para o
controle da mancha preta dos frutos citricos, sendo esse o Unico relato de produto biolégico
para o controle dessa doenca.

A literatura apresenta diversos exemplos do potencial do controle
biolégico de doencas da parte aérea (McKEEN et al., 1986; PUSEY et al., 1986; BAK.ER et
al, 1985; BETTIOL et al, 1994; BETTIOL; VARZEA, 1992; MEDEIROS; MENESES,
1994; LORITO et al, 1994; INBAR; CHET, 1995; BENHAMOU et al, 1994; CARISSE et



al.,2000; CULLEN et al., 1984; GULLINO; GARIBALDI, 1983; BASTOS, 1988; DUBOS et
al,, 1982; PICCININ, 1996; FALK et al., 1996). Entretanto, sdo poucos 0s casos de sucesso
comercial. Esse fato é devido, principalmente, a paralisacdo dos trabalhos em condicGes
controladas de cultivo. Kupper et al. (2003) relataram que, em condi¢des naturais, B. subtilis
equiparou-se estatisticamente ao fungicida benomyl, proporcionando menor porcentagem de

flores com sintomas de Colletotrichum acutatum e maior nimero de frutos de citros efetivos.

4.1.3.3. Biofertilizantes

Outra opgdo econbémica e de baixo impacto é o uso de extratos
aquosos de matéria organica e biofertilizantes. Esses produtos possuem uma complexa e
elevada comunidade microbiana, com presenca de bactérias, fungos leveduriformes e
filamentosos (WELTZIEN, 1989; CASTRO et al., 1992; McQUILKEN et al., 1994; ELAD;
SHTIENBERG, 1994; YOHALEM et al., 1996; TRATCH; BETTIOL, 1997; BETTIOL,
1997). Além da comunidade microbiana original, esses extratos podem ser bioativados com
reconhecidos agentes de biocontrole (HAYASHIDA et al., 1989). A principal vantagem desta
técnica é o custo, onde o agricultor ndo depende da compra deste material, mas sim apenas do
aproveitamento de material disponivel na propriedade. Com isso, passaram a ser utilizados
para o controle de doencas de parte aérea, que antes seriam controladas basicamente por
fungicidas (BETTIOL, 2003).

Weltzien e Ketterer (1986) verificaram 0 aumento da resisténcia de
folhas de videira contra mildio (Plasmopara viticola), quando essas foram mergulhadas ou
pulverizadas com extratos aquosos de uma mistura de composto de esterco de cavalo, palha e
solo. Weltzien (1989) obteve controle de P. viticola, Uncinula necator e Pseudopeziza
tracheiphila em videira; Phytophthora infestans em batata e tomate; Erysiphe graminis em
cevada; Erysiphe betae em beterraba acucareira; Sphaerotheca fuliginea em pepino e B.
cinerea em morango e feijdo, com aplicacBes de extratos aquosos da mistura contendo esterco
de cavalo, palha e solo compostados por 8-12 meses. A indugdo de resisténcia foi um dos
mecanismos envolvidos, porém o autor observou inibic¢éo direta dos fungos pelo extrato.

McQuilken et al. (1994), utilizando extratos aquosos obtidos da
mistura de esterco e palha compostada, obtiveram supressdo do desenvolvimento de lesbes de

B. cinerea em folhas de feijdo. Também trabalhando com B. cinerea, Elad e Shtienberg (1994)



obtiveram controle em tomate, pimentdo e uva, pulverizando-os com extratos aquosos de
compostos produzidos a partir da mistura de esterco de vaca e de galinha, e a partir de bagaco
de uva. Esses extratos controlaram parcialmente o oidio (Leveillula taurica) de folhas de
tomate. Yohalem et al. (1996), pulverizando semanalmente extratos aquosos de substrato
exaurido da producdo de cogumelo (Agaricus bisporus), observaram redugdo na incidéncia de
sarna da macieira (Venturia inaequalis), embora os extratos ndo tenham sido tdo eficientes
quanto o captan.

O biofertilizante, produzido pela digestdo anaerébia de esterco
bovino, vem sendo recomendado para o controle de diversas doencas (SANTOS, 1992).
Castro et al. (1991) verificaram inibicdo de Colletotrichum gloeosporioides, Thielaviopsis
paradoxa, Penicillium digitatum, Fusarium e Cladosporium pelo biofertilizante. Tratch &
Bettiol (1997) também observaram inibicdo do crescimento micelial de Alternaria solam,
Stemphylium solani, Septoria lycopersici e B. cinerea e inibicdo da germinagdo de esporos de
B. cinerea, A. solani, Hemileia vastatrix e Coleosporium plumierae. Zhang et al. (1996)
induziram o controle de antracnose (Colletotrichum orbicularé) em folhas de pepino com
substrato supressivo a Pythium. Entretanto, 0 mecanismo de aquisi¢cdo de resisténcia sistémica
¢ desconhecido. O uso de substrato capaz de induzir a resisténcia sistémica tem como
vantagens a facilidade de aplicagdo e a ndo necessidade de preparo do extrato.

Além do controle de patégenos, existe referéncia dos biofertilizantes
no efeito nutricional nas plantas (SANTOS, 1992; McQUILKEN et al., 1994). Contudo, como
se trata de uma técnica que vem sendo expandida, h& necessidade de realizacdo de estudos
para a determinacdo dos impactos no ambiente e na salde publica. Para minimizar os
possiveis problemas sugere-se 0 uso de matéria organica livre de metais pesados e de agentes
nocivos a saude publica.

Os biofertilizantes apresentam, também, em sua composi¢do macro e
micronutrientes, microrganismos e seus metabdlitos e compostos orgénicos e inorganicos com
efeitos sobre a planta e sobre a comunidade microbiana da folha e do solo (BETTIOL, 2003).
O controle de doengas com biofertilizante pode ser devido a presenca de metabdlitos
produzidos pelos microrganismos presentes no biofertilizante, como pela acdo direta dos
organismos sobre 0 patdgeno ou sobre o hospedeiro. Ainda, pode ser considerada a a¢do direta

dos nutrientes presentes no biofertilizante sobre os patégenos, além do efeito nutricional na



planta (BETTIOL, 2003; MCcQUILKEN et al., 1994; SANTOS, 1992). O Bokashi,
desenvolvido no Japdo é muito utilizado na agricultura natural e organica (PENTEADO,
2000), por exemplo, é um adubo orgéanico concentrado, rico em nitrogénio, fésforo e potéssio,
utilizado em substituicdo aos fertilizantes quimicos tradicionais e rico em microrganismos.

Nao existe férmula Unica para o preparo do biofertilizante. De acordo
com Bettiol et al. (1998), um grupo de produtores, além de realizar a digestdo do esterco pelo
processo de fermentacdo, enriquece a suspensdo com leite, aclcar ou melago, micronutrientes
na forma de sais, residuos de peixe, farinha de ossos, sangue e figado, aumentando, assim, o
poder nutricional do produto final. Este biofertilizante é conhecido como “Supermagro”.

O biofertilizante liquido, quando aplicado em pulverizagdes foliares,
diluido em &gua em propor¢Bes que variam de 10% a 30% apresenta efeitos nutricionais
consideraveis, favorecendo a fixacdo de flores e de frutos e aumentando a area foliar em
diversas culturas, além do efeito hormonal (SANTOS, 1992).

Também existe a producdo de biofertilizante por meio de digestdo
aerébica a partir de farelos de arroz e de trigo, farinha de trigo e de ossos, fuba, rapadura e
visceras de peixe, sendo que, durante o processo, existe a necessidade de bomba de aeracéo
para oxigenar o produto em fermentacdo. Os produtos finais, denominados biofertilizantes, sdo
usados para fins nutricionais, além de transformarem-se numa complexa mistura de vitaminas,
hormdnios e antibidticos, sem conhecimento do efeito ou do modo de agdo no controle de
doengas e de pragas (FERNANDES et al., 2000). Quando aplicado no solo, o biofertilizante
propicia a melhoria de caracteristicas fisicas como densidade aparente, porosidade, aeragdo e
fertilidade e estimulando suas atividades bioldgicas (SANTOS, 1992). Apesar dos beneficios

creditados ao produto, ha poucos relatos quantificando ou explicando seus efeitos.
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de pulverizagbes de agentes de
controle biologico {Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum) e produtos biocompativeis
(biofertilizante Microgeo® e leite) no controle da pinta preta dos frutos citricos. Os
experimentos foram realizados em pomar de laranja '‘Péra’' conduzido no sistema orgéanico, nas

safras 2004/2005 e 2005/2006. Os tratamentos estudados foram: B. subtilis (107 e 108 ufc/mL);
Milhocina (0,5%) + Melago (0,5%); T. harzianum (106 conidios/mL); leite cru (5%) e
biofertilizante Microgeo®. Os produtos, com excecdo de Microgeo®, foram pulverizados a
partir de 08/12/2004 e 09/12/05, respectivamente, nos intervalos de 28, 56, 84, 112, 140 e 168

dias apds a primeira pulverizacdo. O tratamento Microgeo® foi pulverizado durante todo o
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ano, em intervalos mensais. O delineamento experimental adotado foi o de blocos
casualizados com 15 repeticdes. Para a determinacdo da severidade da doenca empregou-se
escala de notas que variou de ! a 6 em 50 frutos coletados ao acaso, de cada repeticdo, por
ocasido da colheita. A porcentagem de frutos classificados nas classes 1, 2 e de 3 a 6 foram
calculados. Na safra 2004/2005, os tratamentos leite cru e B. subtilis (108 ufc/ml) apresentaram
maior numero de frutos pertencentes a nota | (26,29 e 19,39%, respectivamente) e menor
nimero pertencentes as notas de 3 a 6 (29,85 e 35,58%, respectivamente). Na safra 2005/2006,
0 tratamento com leite a 5% e B. subtilis (107 ufc/ml) exibiram maior ndmero de frutos
pertencentes as notas | (7,41 e 3,74%, respectivamente) e menor numero de frutos
pertencentes a faixa de 3 a 6 (64,44 e 71,03%, respectivamente). O tratamento T. harzianum
ndo reduziu a severidade da doenca.

Palavras-chave adicionais: Guignardia citricarpa, mancha preta dos frutos citricos,

controle alternativo, controle bioldgico.
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ABSTRACT
Biocontrol and biocompatible products for managing citrus back spot (Guignardia
citricarpa) in organic cropping systems.

The objective of this study was to evaluate the effects of biocontrol agents (Bacillus
subtilis and Trichoderma harzianum) and biocompatible products (milk and biofertilizer) to
control of citrus black spot in organic cropping systems. To that effect, the following
treatments were: B. subtilis (107 and 108 cfu/ml); autoclaved Milhocina (0.5%) + Molasses
(0.5%); T. harzianum (10f conidia/mL); milk (5%) and Microgeo® (commercial biofertilizer
currently used by citrus organic farmers) were studying in 2004/2005 and 2005/2006. The
products, except Microgeo®, were sprayed at scheduled intervals (0, 28, 56, 84, 112, 140, and
168 days) from December 8th, 2004 and 09/12/05, respectively. The Microgeo® treatment was
sprayed along all year at a monthly interval. The experiment was conducted in a completely
randomized blocks design with 15 replication trees of'Pera’, located in Santa Eudoxia, SP.
The severity of the disease on 50 fruits at harvest stage collected randomly from each plant
were evaluated by means of a six-category scale, where 1=0.5%, and 6=49% of fruit area with
lesions. The percentage of fruits classified at class 1, 2 and 3 to 6 were calculated. In
2004/2005, milk and B. subtilis (108 cfu/ml) treatments did not differed significantly from
each other and presented the higher percentage of fruits classified at class | (26.3% and
19.4%, respectively) and the lower percentage of fruits at class 3 to 6 (29.9% and 35.6%,
respectively). In 2005/2006 harvest, the milk and B. subtilis (107 cfu/ml) treatments presented
the higher percentage of fruits classified at class | (7.41 and 3.74%, respectively) and the
lower percentage of fruits at class 3 to 6 (64.44 and 71.03%, respectively). T. harzianum

treatment did not reduce the severity of disease.
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Additional keywords: Guignardia citricarpa, citrus black spot, alternative control,

biological control.

INTRODUCAO

A pinta preta dos citros, causada por Guignardia citricarpa (fase anamorfa:
Phyllosticta citricarpa), é responsavel por considerdveis perdas em citros cultivados no estado
de S&o Paulo. Causa a queda prematura dos frutos com severas reducbes de produtividade
(Timmer, 1999). Os sintomas restringem-se ao flavedo dos frutos (Cardoso Filho, 2003), ndo
alterando a qualidade, sendo possivel sua utilizacdo na producdo de suco concentrado
(Aguilar-Vildoso et al., 2002).

O controle da doenca baseia-se na aplicacdo de fungicidas protetores ou sistémicos ou
misturas deles, associados a 6leos minerais ou vegetais (Goes, 2002). Segundo Goes (1998),
os melhores resultados sdo obtidos com intervalos de pulverizacdes de 50 ou 55 dias através
da mistura de fungicidas sisttmicos e protetores, e de 28 dias para somente os fungicidas
protetores. Entretanto, problemas relacionados ao uso de fungicidas, como o surgimento de
fungos resistentes, impactos negativos ao ambiente e restricdes de ordem publica e econdmica,
estimulam a busca de novas alternativas de controle de doencas, principalmente pela
introducdo de agentes de biocontrole e de produtos alternativos. Além disso, para o cultivo
organico, cuja procura por produtos é crescente, os problemas com essa doenga sdo altos,
havendo necessidade de desenvolvimento de produtos alternativos.

Dentre 0s microrganismos mais estudados encontram-se espécies do género
Trichoderma (Stefanova et al., 1999; Prasad et al., 2002) e Bacillus subtilis (Bettiol et al.,

1994; Kalita et al., 1996; Kupper et al., 2002/2003). Outra opgdo econdmica e de baixo
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impacto é o uso de extratos aquosos de matéria organica e biofertilizantes. Esses produtos
possuem uma complexa e elevada comunidade microbiana, com presenca de bactérias e
fungos leveduriformes e filamentosos (McQuilken et al., 1994; Elad & Shtienberg, 1994,
Yohalem et al., 1996; Tratch & Bettiol, 1997; Bettiol, 2003; Kupper et al., 2006). A principal
vantagem desta técnica é o custo, onde o agricultor ndo depende da compra deste material,
mas sim apenas do aproveitamento de material disponivel na propriedade.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos agentes de controle biolégico
e produtos biocompativeis no controle da pinta preta dos citrus e estabelecer sua relagdo com

os niveis de severidade da doenca.

MATERIAL E METODOS

Multiplicacdo dos agentes de biocontrole

Os agentes de biocontrole foram obtidos da colecdo de culturas da Embrapa Meio
Ambiente. Para multiplicacdo de Bacillus subtilis (AP3), a partir de cultura pura mantidas em
placas contendo Nutriente-Agar (NA), colénias foram raspadas com alga e a suspensio obtida
foi transferida para erlenmeyer contendo 500 mL de BD (batata-dextrose). O Erlenmeyer foi
mantido em agitacdo a 180 rpm/min e temperatura ambiente por 72 horas. Decorrido esse
periodo, 100 mL do caldo fermentado foi transferido para outros Erlenmeyers contendo 400
mL de BD, que foram submetidos as mesmas condi¢bes descritas. Para a fermentacdo em
maior escala, foi utilizado um fermentador com capacidade de 50 L com injecdo de ar,
contendo meio constituido de agua, melaco de cana-de-agucar (0,5% v/v), milhocina (0,5%

v/v) e fosfato monobésico (0,3% p/v), autoclavados por 40 minutos a 15 atm. Ao meio foi



transferida a suspensdo da bactéria, anteriormente preparada, na propor¢ao de 10% do volume
e mantido sob aeracdo por 72 horas para a fermentacdo.

Trichoderma harzianum foi multiplicado em meio s6lido composto de gréos de arroz,
contidos em sacos de polipropileno (25cm x 35cm), acrescidos de uma aliquota de agua,
lacrados e autoclavados por 20 minutos a 1,5 atm. Apo6s o resfriamento, ao meio foi transferida
uma suspensdo do isolado TO1BA de Trichoderma (1 x 104 conidios/mL) com auxilio de uma
seringa bovina. Ap6s 7 a 10 dias, periodo necessario para a colonizagcdo e esporulagdo, 0s

sacos de polipropileno contendo o fungo foram acondicionados em camara fria (3o C).

Biofertilizante

O biofertilizante Microgeo® foi fornecido pela empresa Microbiol Industria e
Comércio Ltda, Limeira, SP. Amostras de Microgeo® foram analisadas quanto a populacéo
microbiana por ocasido das pulverizagbes. Para tanto, amostras foram coletadas em garrafas
PET esterilizadas, acondicionadas em refrigerador e mantidas a temperatura de 80 C + 2 por 24
horas. Dessas amostras foram retiradas aliquotas de 10 mL e realizada diluicdo em série em
agua destilada esterilizada. As suspensdes foram transferidas para placas contendo 0s meios
NA, meio King (KB) (King, 1954), Meio de Martin (Liu & Baker, 1980), e meio amido-
caseina-4gar (ACA) (Williams & Davies, 1965), para a quantificacdo de bactérias totais e B.
subtilis, Pseudomonas spp., actinobactérias e fungos. No caso especifico de Bacillus, as
amostras foram submetidas a um choque térmico de 80° C por 20 minutos em banho-maria,
antes do plaqueamento. Dezoito horas, em média, apds o plagueamento, foi realizada a

contagem do numero de colbnias, com excec¢do das actinobactérias, onde o periodo de

avaliacdo estendeu-se até 15 dias.
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Controle da doenca em cultivo organico

O experimento foi conduzido durante as safras 2004/2005 e 2005/2006 em pomar de
laranja 'Péra’ enxertada em limdo cravo com 20 anos, localizado em Santa Euddxia, SP, com
histérico da doenca e cultivado desde o seu inicio no sistema orgéanico. Para as avaliacdes,
foram utilizadas as mesmas plantas em ambas as safras. Os produtos foram aplicados com
pulverizador tratorizado, sendo o volume de calda calibrado para atingir o inicio do ponto de
escorrimento (aproximadamente 12 L/planta). As arvores foram pulverizadas em intervalos de
28 dias, sendo o inicio em 08/12/04, para a safra 2004/2005 e 09/12/05, para a safra

2005/2006, exceto para o tratamento com Microgeo®, que foi mensal, pois é prética rotineira

na propriedade. As concentracdes de B. subtilis foram 107 e 108 ufc/mL, obtidas com o caldo
fermentado pela bactéria; a de T. harzianum foi de 106 conidios/mL, e a de leite cru foi de 5%.
Além desses, foi incluido um tratamento contendo o meio de cultivo utilizado para a
fermentacdo de Bacillus (0,5% de milhocina, 0,5% de melago e 0,3% de fosfato monobésico).
Cada tratamento foi composto por 15 repeti¢gdes, sendo cada planta considerada uma repetigéo.

As avaliagOes foram realizadas em 50 frutos coletados ao acaso em cada planta. Esses
frutos foram pesados e submetidos a avaliagdo da severidade, utilizando-se a escala
diagramaética de Spdsito et al. (2004) para mancha dura: | - 0,5%; 2- 1,7%; 3 - 5,0%; 4 -
11,5%:; 5 - 22,5%:; 6 - 49,0% de area lesionada. Com esses dados foram calculados os indices
de doenca (ID) utilizando a férmula (ID=Fv/nX, onde F = nimero de frutos; v = nota; n =
namero total de frutos avaliados; X = nimero de classes de notas). Além disso, foi calculada a

porcentagem de frutos classificados nas classes 1,2 e de 3 a 6.
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Para 0 ano agricola 2005/2006 também foi avaliada a decomposicéo de folhas citricas,
que sdo a principal fonte de in6culo de G. citricarpa (McOnie, 1965/1964). A avaliacdo da
taxa de decomposicdo foi feita pela anélise de perda de massa utilizando-se “litter bags”. Os
“litter bags” e a metodologia adotada foi a de Fernandes et al. (2006), modificando-se o
didmetro de malha para 0,5x0,5 cm e dimensdes de 60 x 40 cm. Em cada “litter bag” foram
adicionadas 100 gramas de folhas citricas verdes e maduras. Os “litter bags” foram
distribuidos sob a projecdo das copas de plantas adultas, simulando a queda natural do
material formador da serapilheira. Os “litter bags” foram fixados ao solo, com auxilio de
grampos metélicos, instalados no inicio do verdo (08/12/05) e coletados aos 60, 120 e 180
dias. Apds a coleta, o contetido dos “litter bags ” foi seco em estufa de circulagdo de ar forgada
(65°C £ 5) até atingir peso constante. Em seguida, levados ao laborat6rio onde o seu contetdo
foi examinado para retirada de particulas de solo e, posteriormente, sua massa foi determinada.
A taxa de decomposicdo da serapilheira foi quantificada mediante avaliacdo de medida da
perda de massa (Fernandes et al., 2006), com a seguinte formula: Massa remanescente (%) =
(massa final/massa inicial) x 100.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SAS (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores de 1D calculados indicam que B. subtilis 107 (0,40 e 0,53); B. subtilis 108
(0,36 e 0,57); T. harzianum (0,47 e 0,62); meio de cultura (0,43 e 0,57); biofertilizante (0,43 e
0,57) e o leite (0,36 e 0,51), respectivamente para as safras 2004/2005 e 2005/2006 (Figura

1AB), ndo foram eficientes no controle da doenca, quando considerado que Kupper et al.
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(2006) verificaram 1D=0,217 para o controle da pinta preta nas arvores pulverizadas com
oxicloreto de cobre + carbendazim + mancozeb. Entretanto, hda a necessidade de ser
considerado que ndo existe tratamento padrdo para o controle da doenca em cultivo orgénico.
Para a safra 2004/2005, os tratamentos com Bacillus (108 ufc/mL) e leite (5%), apesar de nédo
diferirem estatisticamente do tratamento controle, que foi o biofertilizante Microgeo®, diferiu
do tratamento com T. harzianum (Figura 1). Por outro lado, na safra 2005/2006 apenas o leite
diferiu do Trichoderma.

Leite e Bacillus (108 ufc/mL) apresentaram, na safra 2004/2005, as maiores
porcentagens de frutos pertencentes a nota | (26,3 e 19,4%, respectivamente) e a menor
porcentagem pertencentes as notas de 3 a 6 (29, 85 e 35,58%, respectivamente) (Figura 2A),
sendo mais eficientes que o biofertilizante, que apresentou 10,9 e 50,8%, respectivamente
(Figura 2A). Trichoderma néo foi eficiente no controle da doenga apresentando 6,6% de frutos
com nota ! e 64,3% com notas entre 3 a 6 (Figura 2A). Na safra 2005/2006, os tratamentos
leite e Bacillus (107 ufc/mL) apresentaram as maiores porcentagens de frutos pertencente a
nota | (7,41 e 3,74%, respectivamente) e as menores porcentagem pertencentes as notas de 3 a
6 (64,44 e 71,03%, respectivamente) (Figura 2B). Esses tratamentos foram mais eficientes que
0 biofertilizante, que apresentou 2,33 e 76,74% de frutos com notas ! e de 3 a 6,
respectivamente. Assim como na safra 2004/2005, Trichoderma apresentou a maior
porcentagem de frutos com notas nas classes de 3 a 6 (87,68%) (Figura 2B).

O efeito protetor do leite obtido no trabalho € a primeira observacéo, pois esse produto
¢ apenas recomendado para o controle de oidio (Bettiol et al., 1999). Assim, haveria a
necessidade da realizagdo de mais estudos com esse produto biocompativel, inclusive para

entender o seu modo de acdo. Se for confirmada a eficiéncia do leite, esse produto apresenta



amplas possibilidades de uso, pois a regido citricola do estado, também é produtora de grandes
quantidades de leite. Aliado a isso, poderiam ser testados os subprodutos da industria lactea.

O fato de T. harzianum ndo ter sido eficiente no controle da doenga indica que o
organismo, originado do solo (Bernardo et al., 2003), ndo se adaptou aoc ambiente da parte
aérea das frutas ou que o mesmo néo eficiente para esse patossistema.

B. subtilis tem se mostrado eficiente no controle de varios patdgenos que ocorrem no
filoplano, inclusive com diversos produtos comerciais disponiveis no mercado mundial
(Fravel, 2005). Segundo Knudsen e Spurr Jr. (1986), a habilidade de bactérias formadoras de
esporos permanecerem metabolicamente dormentes por longos periodos, aumenta sua
sobrevivéncia na superficie foliar, possibilitando sua permanéncia em periodos secos, em
temperaturas extremas e nas deficiéncias temporérias de nutrientes. Tal fato, provavelmente,
tenha colaborado para a eficiéncia de B. subtilis no controle da pinta preta na safra 2004/2005.
Kupper et al. (2006) relatam que na Africa do Sul, a Universidade de Pretéria comercializa um
isolado de B. subtilis para o controle da mancha preta dos frutos citricos, sendo esse o0 Unico
relato de produto bioldgico para o controle dessa doenca. Além disso, Kupper et al. (2003)
relataram que, em condigfes naturais, B. subtilis equiparou-se estatisticamente ao fungicida
benomyl, proporcionando menor porcentagem de flores com sintomas de Colletotrichum
acutatum, agente causai da queda prematura de frutos citricos, e maior namero de frutos de
citros efetivos.

A comunidade microbiana encontrada nos biofertilizantes é variavel e depende da
forma de producdo (aer6bio ou anaerébio) e do substrato utilizado na sua producdo e
composicdo (Fernandes, 2000; Kaffure et al., 2004). O biofertilizante Microgeo® apresentou a

carga microbiana, composta principalmente por bactérias (3 x 106 ufc/mL), sendo na sua



maioria Bacillus spp. (3,2 x 105 ufc/mL), Pseudomonas spp. (1,5 x 104 ufc/mL) e, em menor
escala, actinobactérias (1,1 x 102 ufc/mL), que sdo organismos interessantes no controle
biolégico de diversas doencgas de plantas (Janisiewicz e Jeffers, 1997; Rui Junior et al., 2007).
Os dados populacionais encontrados no Microgeo® diferem dos encontrados por Kupper et al.
(2006), que comparando dois biofertilizantes, encontraram popula¢es de bactérias totais da
ordem de 1,29 x 105 ufc/mL e Bacillus spp. de 3,6 x 104 ufc/mL. A comunidade de fungos do
biofertilizante Microgeo® utilizado foi de 5,5 x 103 ufc/mL.

A decomposicdo das folhas citricas caidas ao solo, em &reas de ocorréncia da pinta
preta, é de extrema importancia, visto que dependendo da umidade, época do ano e do estado
de decomposicdo das folhas, sdo. suficientes para a liberacdo dos ascOsporos, sua principal
fonte de inéculo (Kotzé, 1981). Segundo Swift et al. (1979) e Aerts (1997), os trés principais
fatores que influenciam a decomposi¢do, em ordem de importancia, sdo as condigbes
climéaticas, composicdo quimica das folhas e 0s organismos presentes no solo, que sdo
determinados pelo microclima. Neste trabalho, a taxa de decomposi¢cdo manteve-se estavel
durante o periodo de avaliacdo, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos. Nos primeiros 60 dias a perda de massa foi rapida, mantendo-se continua até o
final das avaliag6es (Figura 3).

Leite e B. subtilis, apesar de uma eficiéncia de controle inferior as apresentadas para o0s
fungicidas (Kupper et al., 2006), podem ser Uteis para o controle da pinta preta dos citros em
sistema de producdo orgénico. Para tanto, h& necessidade de adequar principalmente a época
de inicio, bem como a freqiiéncia pulverizagdes, pois sdo produtos de contato e de baixa
persisténcia no ambiente. Entretanto, existem evidéncias na literatura de potencial de uso de B.

subtilis para plantas de ciclo longo e com doenca que ocorre ao longo do periodo, como por



exemplo, o controle da sigatoka-negra da bananeira e da antracnose em manga com o produto

Serenade a base de B. subtilis (Edgecomb & Manker, 2008).
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344

345
346 Figura 1. Efeito do leite, Bacillus subtilis (Bs7 = 107 ufc/mL; Bs8 = 108 ufc/mL),
347 Trichoderma harzianum (Th = 106 conidios/mL), meio de cultura (Meio= 0,5% de
348 melaco de cana-de-agucar + 0,5% de milhocina e 0,3% de fosfato monobasico) e
349 biofertilizante (Biof.) no indice de doenca da pinta preta de frutos citricos
350 (Guignardia citricarpa), em laranja 'Pera’ organica. Safra 2004-2005. B) Safra
351 2005/2006. Médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si

352 (Tukey 5%).
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Figura 2. Efeito do leite, Bacillus subtilis (Bs7 = 107 ufc/mL; Bs8 = 108 ufc/mL),
Trichoderma harzianum (Th = 106 conidios/mL), meio de cultura (Meio= 0,5% de
melaco de cana-de-acUcar + 0,5% de milhocina e 0,3% de fosfato monobaésico) e
biofertilizante (Biof.) na porcentagem de frutas com notas 1, 2 e de 3 a 6 de
severidade da pinta preta de frutos citricos {Guignardia citricarpa), em laranja
'Pera’ organica. Safra 2004-2005. B) Safra 2005/2006. Médias seguidas pela
mesma letra maiuscula ndo diferem entre si (Tukey 5%).
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367 Figura 3. Efeito do leite, Bacillus subtilis (Bs7 = 107 ufc/mL; Bs8 = 108 ufc/mL),
368 Trichoderma harzianum (Th = 106 conidios/mL), meio de cultura (Meio= 0,5% de
369 melaco de cana-de-agucar + 0,5% de milhocina e 0,3% de fosfato monobasico) e
370 biofertilizante (Biof.) na velocidade de decomposicdo de folhas citricas.
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de dois biofertilizantes
(Microgeo® e Bio2) no controle da pinta preta dos frutos citricos. Os experimentos foram
realizados em pomar de 'Valéncia', nas safras 2003/2004 e 2004/2005. As arvores foram
pulverizadas em intervalos de 28 dias, sendo o inicio em 08/12/03, para a safra 2003/2004 e
08/11/2004, para a safra 2004/2005. No ensaio da safra 2003/2004 as concentracfes utilizadas
do biofertilizante Microgeo® foram de 0, 10, 20, 30 e 40%, além do tratamento quimico
utilizado na propriedade. Os mesmos tratamentos foram repetidos na safra 2004/2005 nas

mesmas plantas. Na safra 2004/2005 foi instalado outro ensaio com o biofertilizante Bio2 nas
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concentracbes de 0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10%, no mesmo pomar. Cada tratamento foi composto por
15 repeticdes, sendo uma planta por repeticdo. O delineamento experimental adotado foi o de
blocos casualizados com 15 repeticfes. Para a determinacdo da severidade da doenca
empregou-se escala de notas que variou de | a 6 em 50 frutos coletados ao acaso, de cada
repeticdo, por ocasido da colheita. A porcentagem de frutos classificados nas classes 1, 2 e de
3 a 6 foram calculados. Também foi determinado o peso dos frutos. Na safra 2003/2004, os
tratamentos com o biofertilizante Microgeo® nas doses 30 e 40% e o quimico diferiram
estatisticamente do tratamento controle, sendo os demais semelhantes entre si em relagdo aos
niveis de severidade. Na safra 2004/2005 ndo foram observadas diferencas entre nenhum dos
tratamentos. Ainda na mesma safra, dentre as plantas tratadas com o Bio2, apenas o
tratamento quimico diferiu estatisticamente da testemunha, sendo os demais semelhantes entre
si. Quando considerada a porcentagem de frutos por classe de severidade de doenca, na safra
2003/2004, o tratamento quimico apresentou a maior porcentagem de frutos pertencentes as
notas | e 2 (6,27 e 44,40%, respectivamente) e a menor porcentagem de frutos pertencentes as
notas de 3 a 6 (49,33). Na safra seguinte (2004/2005), para a mesma &rea, todos os tratamentos
apresentaram porcentagens semelhantes ao tratamento controle que foram de 2,56, 11,88 e
85,56% para as notas 1, 2 e de 3 a 6, respectivamente. No experimento com Bio2 (safra
2004/2005), apenas o controle quimico apresentou uma discreta proporcao superior de frutos
pertencentes & nota 2 (10,82%) e a menor proporcao de frutos pertencentes as de 3 a 6
(87,20%), enquanto o tratamento controle apresentou 5,05 e 94,42% nas notas 2 e de 3 a 6,
respectivamente.

Palavras-chave adicionais: Guignardia citricarpa, biofertilizantes, controle

alternativo.
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ABSTRACT
Control of citrus black spot in convencional cropping systems by biofertilizer.

The present work evaluates the effect of two biofertilizers (Microgeo® and Bio2) in
the control of the citrus black spot. The experiments were carried through in orange trees
'Valencia', located in Conchal, SP, in harvests 2003/2004 and 2004/2005. The trees were
sprayed in intervals of 28 days, the first application was in 08/12/03, for 2003/2004 harvest,
and 08/11/2004, for 2004/2005 harvest. In the assay of the harvest 2003/2004, the biofertilizer
Microgeo® concentrations used were: 0, 10, 20, 30 and 40%, beyond the used chemical
treatment similar used by grower. The same treatments had been repeated in 2004/2005
harvest in the same plants. In 2004/2005 another assay with the Bio2 was installed
(concentrations 0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10%). Each treatment was composed of 15 repetitions,
being each plant considered a repetition. The severity of the disease on 50 fruits at harvest
stage collected randomly from each plant were evaluated by means of a six-category scale,
where 1=0.5%, and 6=49% of fruit area with lesions. The percentage of fruits classified at
class 1, 2 and 3 to 6 were calculated. These fruits had been weighed. In 2003/2004,
Microgeo® in concentration of 30 and 40% and fungicides differed to the control, while the
others treatments were similar between themselves in severity leveis of disease. In 2004/2005,
the severities were similar for all treatments. Still in the same harvest, amongst the plants
sprayed with the Bio2, only the fungicide differed from the control, while the others were
similar. When considered the percentage of fruits for class of disease severity, in harvest
2003/2004, it was observed that in the area sprayed with Microgeo® the chemical treatment

presented 6.27 and 44.40%, respectively , fruits to notes | and 2, and 49.33% notes of 3 to 6.
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In the following harvest (2004/2005), for the same area, all the treatments had respectively
presented similar percentages to control with 2.56, 11.88 and 85.56% for notes 1, 2 and of 3 to
6, respectively. In the area sprayed with Bio2 (2004/2005 harvest), only the fungicide
presented superior ratio of pertaining fruits to note 2 (10.82%) and the lesser ratio of
pertaining fruits to the ones of 3 to 6 (87.20%), while the control presented 5.05 and 94.42%
in notes 2 and of 3 to 6, respectively.

Key Words: Guignardia citricarpa, citrus black spot, alternative control.

INTRODUCAO

A pinta preta dos citros, causada por Guignardia citricarpa (fase anamorfa:
Phyllosticta citricarpa) é responsavel por consideraveis perdas em citros cultivados no estado
de S&o Paulo. Causa a queda prematura dos frutos, com severas redugfes de produtividade
(Timmer, 1999). A doenca apresenta seis tipos de sintomas em frutos (Aguillar-Vildoso et al.,
2002), sendo os mais comuns os do tipo mancha dura e os da falsa melanose (Kotzé, 1988). Os
sintomas restringem-se ao flavedo dos frutos (Cardoso Filho, 2003), ndo alterando a
qualidade, sendo possivel sua utilizagdo na producéo de suco concentrado (Aguilar-Vildoso et
al., 2002).

O controle da doenga baseia-se na aplicacdo de fungicidas, sejam eles protetores,
sisttmicos ou misturas deles, associadas aos 6leos minerais ou ndo (Goes, 2002). Segundo
Goes (1998), os melhores resultados sdo obtidos com intervalos de pulverizacGes de 50 ou 55
dias com misturas de fungicidas sistémicos e protetores e de 28 dias para somente protetores.
Entretanto, problemas relacionados ao uso de fungicidas, como o surgimento de fungos

resistentes, impactos negativos ao ambiente, restricdes de ordem publica e econdmica e o



crescente aumento da procura de produtos orgénicos, estimula a busca de novas alternativas de
controle de doengas, principalmente quanto a introducdo de agentes de biocontrole e de
produtos alternativos.

Uma alternativa econdmica e de baixo impacto baseia-se no de uso de extratos aquosos
de matéria organica e biofertilizantes. Esses produtos possuem uma complexa e elevada
comunidade microbiana, com presencga de bactérias e fungos (Mcquilken et al., 1994; Elad &
Shtienberg, 1994; Yohalem et al., 1996; Tratch & Bettiol, 1997; Bettiol, 2003; Kupper et al.,
2006) sendo recomendados para o controle de varias doengas (Zhang et al.', 1996; Tratch e
Bettiol, 1997). Com isso, passaram a ser utilizados para o controle de doencas de parte aérea,
comumente controladas basicamente por fungicidas (Bettiol, 2003).

Os biofertilizantes apresentam também em sua composicdo macro e micronutrientes,
microrganismos e seus metabdlitos e compostos orgénicos e inorganicos com efeito sobre a
planta e sobre a comunidade microbiana da folha e do solo (Bettiol, 2003). O controle de
doencas com biofertilizantes pode ser devido a presenca de metabdlitos produzidos pelos
microrganismos, como pela acdo direta dos organismos sobre o patégeno ou sobre o
hospedeiro. Ainda, pode ser considerada a acdo direta dos nutrientes presentes no
biofertilizante sobre os patogenos, além do efeito nutricional na planta (Bettiol, 2003;
Mcquilken et al., 1994; Santos, 1992). Apesar dos beneficios creditados aos biofertilizantes,
ha poucos relatos quantificando ou explicando seus efeitos.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de dois biofertilizantes no

controle da mancha preta.



MATERIAL E METODOS
Biofertilizante

O biofertilizante Microgeo®, produzido por fermentacdo aerdbia foi fornecido pela
empresa Microbiol Indastria e Comércio Ltda, Limeira, SP. O biofertilizante Bio2 foi
produzido a partir de fermentacdo aerdbia utilizando hdmus, farinha de 0sso, micronutrientes,
solo, levedo de cerveja e melaco. O processo de fermentacdo foi realizado em fermentador de
recirculacdo aerada (modelo Vortex®) por 24 horas. Amostras dos biofertilizantes foram
analisadas quanto a comunidade microbiana presente por ocasido das pulveriza¢Bes. Para
tanto, amostras foram coletadas em garrafas PET esterilizadas, acondicionadas em refrigerador
e mantidas a temperatura de 80 C + 2 por 24 horas. Dessas amostras foram retiradas aliquotas
de 10 mL e realizada diluicdo em série em &gua destilada esterilizada. As suspensfes foram
transferidas para placas contendo os meios NA, meio King (KB) (King, 1954), Meio de
Martin (Liu e Baker, 1980), e meio amido-caseina-agar (ACA) (Williams e Davis, 1965), para
a quantificacdo de bactérias totais e B. subtilis, Pseudomonas spp. e actinobactérias,
respectivamente. No caso especifico de Bacillus, as amostras foram submetidas a um choque
térmico de 80° C por 20 minutos em banho-maria, antes do plagueamento. Dezoito horas, em
média, apds o plaqueamento foi realizada a contagem do numero de colbnias, com excecao

das actinobactérias, onde o periodo de avaliagdo estendeu-se até 15 dias.

Controle da doenga em cultivo convencional

O experimento foi conduzido durante as safras 2003/2004 e 2004/2005 em pomar
comercial de laranja 'Valéncia' enxertada em limoeiro cravo com 20 anos, localizado em

Conchal, SP, com histérico da doenca, conduzido no sistema convencional.
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Os biofertilizantes foram aplicados com pulverizador tratorizado, sendo o volume de
calda calibrado para atingir o inicio do ponto de escorrimento (aproximadamente 12 L/planta).
As arvores foram pulverizadas em intervalos de 28 dias, sendo o inicio em 08/12/03, para a
safra 2003/2004 e 08/11/2004, para a safra 2004/2005. Na safra 2003/2004 as concentracGes
utilizadas do biofertilizante Microgeo® foram 0, 10, 20, 30 e 40%. Na safra 2004/2005 foram
repetidos 0os mesmos tratamentos da safra anterior nas mesmas plantas. Além disso, foi
instalado nessa safra um ensaio com o biofertilizante Bio2 aplicado nas concentracdes de 0,
2,5, 5,0, 7,5 e 10%. Cada tratamento foi composto por 15 repeticBes, sendo uma planta por
repeticdo. O tratamento quimico padrdo da propriedade foi considerada como testemunha
relativa (oxicloreto de cobre e carbendazim + mancozeb aos 84 e 140 dias ap6s a primeira
pulverizagéo).

As avaliagOes foram realizadas em 50 frutos coletados ao acaso em cada planta. Esses
frutos submetidos a avaliagdo da severidade, utilizando-se a escala diagramatica de Sposito et
al. (2004) para mancha dura: ! - 0,5%; 2- 1,7%; 3 - 5,0%; 4 - 11,5%; 5 - 22,5%; 6 -49,0% de
area lesionada. Com esses dados foram calculados os indices de doenca (1D) utilizando a
formula (ID=Fv/nX, onde F = numero de frutos; v = nota; n = numero total de frutos
avaliados; X = nimero de classes de notas).

No ano agricola 2005/2006 foi instalado um ensaio em pomar de laranja 'Bahia’, no
municipio de Holambra (SP), onde foi avaliado o efeito do biofertilizante Bio2 (0, 2,5, 5, 7,5 e
10%), leite cru (5 e 10%), FishFértil® (1%) e quimico na decomposi¢do de folhas citricas, a
principal fonte de indculo de G. citricarpa (McOnie, 1965). A avaliacdo da taxa de
decomposicao foi feita pela anélise de perda de massa utilizando-se “litter bags”. Os “litter

bags ” e a metodologia adotada foi a de Fernandes et al. (2006), modificando-se o didmetro de
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malha para 0,5x0,5 cm e dimensdes de 60 x 40 cm. Em cada “litter bag” foram adicionadas
100 gramas de folhas citricas verdes e maduras. Os “litter bags” foram distribuidos sob a
projecdo das copas de plantas adultas, simulando a queda natural do material formador da
serapilheira. Os “litter bags” foram fixados ao solo, com auxilio de grampos metélicos,
instalados no inicio do verdo (09/12/05) e coletados aos 60, 120 e 180 dias. Ap0s a coleta, 0s
“litter bags” foram secos em estufa de circulacdo de ar forcada (65°C + 5) até atingir peso
constante, sendo posteriormente retirada as particulas de solo e determinadas as massas. A
taxa de decomposicdo da serapilheira foi quantificada mediante avaliacdo de medida da perda
de massa (Fernandes et al., 2006), com a seguinte férmula: Massa remanescente (%) = (massa

final/massa inicial) x 100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a safra 2003/2004, os tratamentos com o biofertilizante Microgeo® nas doses 30 e
40% e o quimico diferiram estatisticamente do tratamento controle, sendo os demais
semelhantes entre si (Figura IA). Entretanto, na safra 2004/2005 ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos, sendo ainda observada uma elevacdo do ID, quando
comparado ao ano agricola 2003/2004 (Figura 1B).

Quando considerada a porcentagem de frutos por classe de severidade de doenca, na
safra 2003/2004, observa-se que o0 tratamento quimico apresentou a maior porcentagem de
frutos pertencentes as notas | e 2 (6,27 e 44,40%, respectivamente) e a menor porcentagem de
frutos pertencentes as notas de 3 a 6 (49,33) (Figura 2A). Nos demais tratamentos as
porcentagens de frutos nas classes avaliadas foram semelhantes ao tratamento controle, que foi

de 0,13, 9,73 e 90,13% pertencentes as notas 1, 2 e de 3 a 6, respectivamente (Figura 2A). Na



safra seguinte (2004/2005), para a mesma 4&rea, todos o0s tratamentos apresentaram
porcentagens semelhantes ao tratamento controle, que foram de 2,56, 11,88 e 85,56% para as
notas 1,2 e de 3 a 6, respectivamente (Figura 2B).

Na safra 2004/2005, no ensaio com o biofertilizante Bio2, apenas o tratamento quimico
(convencional) diferiu estatisticamente da testemunha, sendo os demais semelhantes entre si
(Figura 3A). Na mesma safra (2004/2005), apenas o controle quimico apresentou uma discreto
incremento de frutos pertencentes a nota 2 (10,82%) e a menor propor¢do de frutos
pertencentes as de 3 a 6 (87,20%), enquanto o tratamento testemunha apresentou 5,05 e
94,42% nas notas 2 e de 3 a 6, respectivamente (Figura 2B).

O fato da irregularidade de eficiéncia dos biofertilizantes testados, nas épocas de
avaliacdo, ndo os desclassificam como uma possibilidade de manejo da doenga, fato também
observado no controle quimico, cuja eficiéncia variou no mesmo periodo. Os microrganismos
presentes nos biofertilizantes, uma vez adicionados a superficie foliar e de frutos podem
encontrar um ambiente hostil, principalmente devido as variagcdes de temperatura, umidade,
acdo de raios ultravioletas e competicdo com outros organismos pré-existentes.
Provavelmente, pulverizagbes mais concentradas ou em intervalos menores de aplicacédo e
adicdo de substancias protetoras, como 0leos adesivos, poderiam favorecer o estabelecimento
dos agentes e seus compostos, aumentando sua eficiéncia. Os agentes de controle bioldgico
necessitam se estabelecer, até um determinado nivel critico no interior das copas das arvores,
antes que o efetivo controle possa ocorrer. Com isso, 0 estabelecimento do antagonista pode
ser monitorado no campo em Varios intervalos, comeg¢ando com o inicio de aplicacdo. Essa
informacdo, associada com os dados de variagBes climaticas, seria importante para o

estabelecimento de critérios praticos para a racionalizacdo da utilizacdo do controle bioldgico.



A comunidade microbiana encontrada nos biofertilizantes é varidvel e depende da
forma de producdo (aerébio ou anaerébio) e do substrato utilizado na sua produgdo e
composicdo (Fernandes, 2000; Kaffure et al., 2004). O biofertilizante Microgeo® apresentou a
carga microbiana, composta principalmente por bactérias (3 x 106ufc/mL), sendo na sua
maioria Bacillus spp. (3,2 x 105 ufc/mL), Pseudomonas spp. (1,5 x 104 ufc/mL) e, em menor
escala, actinobactérias (1,1 x 10 ufc/mL). O biofertilizante Bio2 apresentou uma comunidade
composta por bactérias (3,2 x 108 ufc /mL), sendo na sua maioria Bacillus spp. (3,7 x 105 ufc
/mL), Pseudomonas spp. (3,4 x 104 ufc/mL) e actinobactérias (3,8 x 102 ufc/mL) que séo
comprovadamente agentes de controle bioldgico das mais variadas doencas de plantas (Junior
et al., 2007; Janisiewicz & Jeffers, 1997). Os dados populacionais encontrados nos dois
biofertilizantes diferem dos encontrados por Kupper et al. (2006), que comparando dois
biofertilizantes produzidos de forma aerdbia e anaerdbia, encontrou populacdes de bactérias
totais da ordem de 1,29 x 105 ufc/mL e Bacillus spp. de 3,6 x 104 ufc/mL.

A taxa de decomposi¢do manteve-se estavel durante o periodo de avaliagdo, ndo sendo
observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos em nenhuma das épocas (Figura 4).
Nos primeiros 60 dias a perda de massa foi rapida, mantendo-se continua até o final das
avaliagbes (Figura 4). A decomposicdo das folhas citricas caidas ao solo, em éreas de
ocorréncia da pinta preta, é de extrema importancia, visto que dependendo da umidade, época
do ano e do estado de decomposicdo das folhas, sdo suficientes para a liberacdo dos
ascosporos, sua principal fonte de inéculo (Kotzé, 1981). Segundo Swift et al. (1979) e Aerts
(1997), os trés principais fatores que influenciam a decomposi¢cdo, em ordem de importancia,
sdo as condigdes climéticas, a composicdo quimica das folhas e 0s organismos presentes no

solo, que sdo determinados pelo microclima.
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ggi Figura 1. Efeito do biofertilizante Microgeo na severidade (indice de Doenca) da pinta preta
305 dos frutos citricos, causada por Guignardia citricarpa, em frutos de laranja
306 ‘Valéncia' nas safras A) 2003/2004 e B) 2004/2005. Médias seguidas pela mesma
307 letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey 5%).
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310

312  Figura 2. Efeito do biofertilizante Microgeo® na severidade da pinta preta (% de frutos com
313 notas 1, 2 e 3 a 6) causada por Guignardia citricarpa em frutos de laranja
314 'Valéncia' nas safras A) 2003/2004 e B) 2004/2005.
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Figura 3. Efeito do biofertilizante Bio2 na severidade (indice de Doenga) da pinta preta dos
frutos citricos, causada por Guignardia citricarpa, (A) e na % de frutos com notas
1, 2 e 3 a6 (B) em frutos de laranja 'Valéncia' na safra 2004/2005. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey 5%)



324  Figura 4. Efeito do biofertilizante Bio2, leite e FishFértil® na velocidade de decomposi¢do
325 de folhas citricas.
326
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Penicillium digitatum e em pds-colheita de laranja 'Péra’ organica.

RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito de Bacillus subtilis, Paenibacillus lentimorbus e
Streptomyces sp. na redugdo da incidéncia de Guignardia citricarpa e no controle de
Penicillium digitatum em pos-colheita de frutos de laranja 'Péra’ organica. No estudo com
Guignardia citricarpa, foram utilizados frutos naturalmente infestados com o patdégeno no
campo que apresentavam sintomas da doencga. Os frutos foram mergulhados, separadamente,

por 5 minutos, na suspensdo contendo IxIO8 ufc/mL, de P. lentimorbus, B. subtilis e
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Streptomyces sp. e incubados & 25°C+2°C. Os frutos foram avaliados contando-se as lesdes
antes e apoOs o tratamento. Para P. digitatum foram realizados trés ferimentos nos frutos (0,5
mm de didmetro x 10 mm de profundidade) e depositados 50pL da suspensdo de P. digitatum
(1x10 conidios/mL). Os tratamentos foram feitos aplicando-se os agentes de controle (1x10
cfu/mL) 24h antes, apds e simultaneamente a inoculacdo do patdgeno. Foram avaliadas a
incidéncia e a severidade da doenca em cada ponto de inoculagdo. Os tratamentos foram
comparados com as testemunhas, com e sem inoculacdo do patdégeno, e com o fungicida
thiabendazole (1500jig/mL). Para G. citricarpa ndo foram verificadas diferencas significativas
entre os tratamentos quando comparados com a testemunha. Por outro lado, todos os
tratamentos reduziram severidade e a incidéncia de P. digitatum, com destaque para B. subtilis
e Paenibacillus sp. que ndo permitiram o estabelecimento do patégeno quando aplicados 24h
antes ou simultaneamente ao patdgeno.

Palavras chave: Citrus sinensis, Phylosticta citricarpa, controle alternativo, bolor

verde, pinta preta dos citrus, controle bioldgico.
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ABSTRACT
Biological control of Guignardia citricarpa and Penicillium digitatum in post-harvest of
organic orange fruits Péra’.

This work evaluated the effect of Bacillus subtilis, Paenibacillus lentimorbus and
Streptomyces sp. in control of Guignardia citricarpa and Penicillium digitatum in post-harvest
of organic orange fruits. In the study with Guignardia citricarpa, were used fruits with natural
occurrence of disease in field. The fruits were dived, separately, per 5 minutes, in a suspension
(IxIO8 cfu/mL) of P. lentimorbus, B. subtilis and Streptomyces sp. The fruits were evaluated
counting the injuries before and after the treatment. The P. digitatum experiments were carried
through three wounds on the fruits (0,5 mm of diameter x 10 mm of depth) and deposited
50p.L of the suspension of P. digitatum (IxXIO3 conidia/mL). The treatments were made
applying the agents of control (IxI08 cfu/mL) 24h before, after and simultaneously
inoculation of the P. digitatum. The incidence and the severity of the disease in each point of
inoculation were evaluated. The treatments were compared with the control, with and without
inoculation of the P. digitatum, and with the fungicide thiabendazole (1500pg/mL). For G.
citricarpa were not verified significant differences between the treatments when compared
with the control. On the other hand, all the treatments reduced severity and the incidence of P.
digitatum, with prominence for B. subtilis and P. lentimorbus, which had not allowed the
establishment of the P. digitatum when applied 24h before or simultaneously.

Key Words: Citrus sinensis, Phylosticta citricarpa , Citrus black spot, green mold,

alternative control, biological control.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de laranja e 0 maior exportador de suco (Citrusfeat, 2001;
Pollack, 2001). Dentre as variedades plantadas, a laranja 'Péra’ representa 41% do total, sendo
comercializada principalmente in natura (Amaro & Maia, 1997). Dentre as doengas mais
importantes em pds-colheita, destacam-se a pinta preta, causada por Guignardia citricarpa, e
o0s bolores, causados pelo fungo Penicillium spp. (Franco & Bettiol, 2002).

A pinta preta dos citros é responsavel por consideraveis perdas em pomares cultivados
no estado de S&o Paulo, provocando a queda prematura dos frutos, com severas reducfes na
produtividade (Timmer, 1999). Os sintomas restringem-se ao flavedo dos frutos (Cardoso
Filho, 2003), ndo alterando a qualidade, sendo possivel sua utilizagdo na produgdo de suco
concentrado (Aguilar-Vildoso et al., 2002). Entretanto, mesmo ap0s tratamento e rigorosa
selecdo dos frutos, os sintomas ocorrem no transporte, no armazenamento e no destino final.
No caso da pinta preta, além da importancia na reducdo da producdo, a doenca apresenta
barreiras quarentenérias o que limita o setor (Noronha, 2002).

No caso dos bolores, os mais comuns sdo o0 bolor verde e azul, sendo o verde o0 mais
freqliente nas regides produtoras do Brasil (Feichtenberguer et al., 1997). Para essa doenca,
em pos-colheita recomenda-se aplicagcGes de thiabendazole e imazalil (Fischer et al., 2004).

Como meétodos gerais para o controle de doencas em pds-colheita, incluem-se o0s
fisicos (temperatura, modificacdo de atmosfera, radiagdo), quimicos (sanificantes e fungicidas
de contato/sistémicos), bioldgicos (antagonistas) e alternativos (produtos naturais, indutores de
resisténcia, etc.) (Benato, 1999). Os problemas relacionados ao uso de fungicidas, como
contaminacdo alimentar, impactos negativos ao ambiente e restricbes de ordem publica e

econbmica, tem estimulado a busca de novas formas de controle de doengas de plantas, e



dentre essas encontra-se a utilizacdo de agentes de biocontrole e de produtos alternativos.
Além disso, no cultivo orgénico, cuja procura por produtos é crescente, 0os problemas com
essas doengas sdo altos, havendo necessidade de desenvolvimento de produtos e técnicas
alternativas para a otimizacdo da producéo.

Nos altimos anos, o uso indiscriminado de agrotdxicos tem levado a um aumento da
percepcdo publica com relagdo aos danos que essas moléculas podem causar aos seres
humanos e ao ambiente (Bechor et al., 2002; Zucchi et al., 2005). Neste contexto, o controle
biolégico de fitopatdbgenos mostra-se como uma alternativa viavel para diminuir os riscos
relacionados aos fungicidas (Cook, 2000).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de agentes de controle
biolégico na reducdo G. citricarpa e Penicillium digitatum em pos-colheita em frutos de

laranja 'Péra’ organica.

MATERIAL E METODOS

Os agentes de controle utilizados sdo provenientes do banco de organismos da
Embrapa Meio Ambiente. Para multiplicacdo de Bacillus subtilis (AP3), Paenibacillus
lentimorbus (Cont-1) e Streptomyces sp. (ASBV-1), a partir de cultura pura mantidas em
placas contendo BDA, coldnias foram raspadas com al¢a e a suspensdo obtida foi transferida
para erlenmeyer contendo 500 mL de meio de cultura LB (Sambrook et al., 1989). Os
erlenmeyers foram mantidos em agitacdo a 180 rpm/min e temperatura ambiente por 72 horas.
Decorrido esse periodo, 100 mL do caldo fermentado foi transferido para outros Erlenmeyers
contendo 400 mL de LB, que foram submetidos as mesmas condigfes anteriores. As

concentraces de todos os agentes de biocontrole foram ajustadas para ! x 108 ufc/mL.
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Para 0 ensaio com G. citricarpa, frutos de laranja 'Péra’ organica foram selecionados
de acordo com a quantidade de doenca presente, sendo escolhidos 0s que apresentavam
poucos sintomas. P. digitatum foi isolado de laranja 'Péra’ com sintomas de bolor verde. O
isolamento foi feito direto das lesGes transferindo-se os conidios para meio de cultura BDA.
Em seguida, foram incubadas até o aparecimento das col6nias. Para 0s ensaios, a concentracao
do patdégeno foi ajustada para 1x10a conidios/mL.

No ensaio com G. citricarpa, ndo foi realizada inoculacdo artificial, mas foram
utilizados frutos naturalmente infestados no campo e apresentando sintomas da doenca. Apos
a desinfestacdo superficial, os frutos foram mergulhados, separadamente, por 5 minutos em
suspensdo contendo Ix108 cfu/mL de P. lentimorbus, B. subtilis e Streptomyces sp. Em
seguida, os frutos foram dispostos sobre papel absorvente ao ar livre para a secagem. Depois
de secos, foram acondicionados em bandejas de papeldo e incubados a 25°C+2 e umidade
relativa média de 78%. Foi realizada uma avaliacdo inicial e a cada 4 dias fez-se a contagem
de novas lesdes que surgiam nos frutos. Para cada tratamento foram utilizados 10 frutos,
considerados uma repeticdo. Ao final de 16 dias foram realizadas avaliagdes da evolugdo da
doenga em relacdo a avaliacdo inicial.

No ensaio com P. digitatum, frutos maduros de laranja 'Péra’ organico, foram
desinfestados superficialmente pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (0,5%)
durante trés minutos, em seguida, lavados duas vezes em &gua destilada e dispostos sobre
papel absorvente ao ar livre para a secagem. Para a inoculacdo de P. digitatum foram
realizados ferimentos (0,5mm de didmetro x 0,3mm de profundidade), onde foi removido o
flavedo, em trés pontos equidistantes na regido equatorial dos frutos. Apos essa etapa, em cada

ferimento, foram depositados 50pL da suspensdo de conidios (1x10a conidios/mL) com



auxilio de uma micropipeta. Os tratamentos foram os mesmos utilizados no ensaio de G.
citricarpa e adicionalmente foi incluido o fungicida thiabendazole (1500|ig/mL). Os agentes
de biocontrole foram aplicados preventivamente (24h antes da inoculagdo do patdgeno),
simultaneamente a inoculacdo do patégeno e de forma curativa (24h ap6s a inoculagdo do
patégeno). Foram avaliadas a incidéncia e a severidade (%Severidade = Diametro médio das
lesbes/altura média dos frutos x 100) em cada ponto de inocula¢do (Franco & Bettiol, 2002).
Todos os produtos foram comparados com as testemunhas, com e sem inoculacdo do

patégeno, e com o fungicida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de reducdes no nimero de lesGes de G. citricarpa em até 30% em relagdo a
testemunha, essas diferencas ndo foram significativas (Tabela 1). Mesmo com esses
resultados, esse fato ndo descarta esses agentes como potenciais para o controle bioldgico em
pos-colheitas, visto que Bacillus tem mostrado eficiéncia no controle de véarias doengas em
pos-colheita (Florianowicz, 2001; Janisiewicz & Jeffers, 1997).

Penicillium digitatum foi controlado totalmente quando P. lentimorbus e B. subtilis
foram aplicados simultaneamente a inoculagdo do patégeno, o mesmo ocorrendo com a
aplicacdo do fungicida. Entretanto, para Streptomyces observou-se uma severidade de 59,34%
e uma incidéncia de 8,33% (Tabelas 2 e 3). Aplicando-se os agentes de controle 24h apos a
inoculacdo de P. digitatum, os resultados foram semelhantes aos obtidos com a aplicagédo
simultanea. Dessa maneira, thiabendazole, P. lentimorbus e B. subtilis ndo permitiram o

estabelecimento do patdgeno, enquanto que para Streptomyces sp. houve aumento de



eficiéncia quando aplicado de forma curativa. Esse resultado pode ser atribuido a um
desenvolvimento mais lento desse organismo em relacdo as demais.

Os agentes de biocontrole, quando foram aplicados antes da inoculacdo de P.
digitatum, reduziram a severidade da doenca. Entretanto, thiabendazole ndo permitiu o
estabelecimento do patégeno e ndo foi observada incidéncia do patégeno nos frutos (Tabelas 2
e 3). Dentre os agentes de controle, a menor severidade da doenca foi constatada para P.
lentimorbus (50%), seguido por B. subtilis (61,09%) e Streptomyces sp. (72,96%), com
incidéncia do patégeno de 25, 25 e 100%, respectivamente (Tabelas 2 e 3).

Assim, em todos os momentos de inoculacdo, os agentes de controle biolégico
reduziram em maior ou menor grau a severidade e a incidéncia da doenca nos frutos. Franco &
Bettiol (2000), utilizando B. subtilis em inocula¢do conjunta com o patégeno, observaram uma
severidade de 52,5% e uma incidéncia de 70%. Neste trabalho, somente de forma preventiva
B. subtilis permitiu o estabelecimento da doenca (severidade de 69,0% e incidéncia de 25%)
(Tabelas 2 e 3).

Provavelmente, para todos os organismos avaliados ndo esteja ocorrendo um sé
mecanismo de agdo por parte dos antagonistas na reducdo da doenca. Producdo de enzimas
liticas e/ou antibidticos, competicdo por nutrientes e espaco e parasitismo podem estar
associados, havendo necessidade de maiores estudos em condi¢cbes de armazenamento e
transporte, pois estudos mostram que o controle biolégico de P. digitatum em pos-colheita de

citrus é viavel (Droby et al., 1998; Huang et al., 1992; Wilson & Chalutz, 1989).
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177 Tabela 1. Efeito de Paenibacillus lentimorbus, Bacillus subtilis e Streptomyces sp. na

178 evolucdo do numero lesdes de Guignardia citricarpa em laranja 'Pera’ orgéanica
179 em condicdo de pos-colheita.

Tratamento % de aumento no numero de lesdes

P. lentimorbus (108 ufc/mL) 84,8 a

B. subtilis (108 ufc/mL) 87,7 a

Streptomyces sp.(108 ufc/mL) 93,8 a

Testemunha 1259 a

F 0,65 NS

DMS (Tukey) 28,28

C.V. 35,00
180 Para as andlises os dados foram transformados para arc sen raiz x/100. Médias seguidas pela mesma

181 letra, maiuscula na coluna, nao diferem estatisticamente entre (Tukey 5%). NS N&ao significativo.
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Tabela 2. Efeito de Paenibacillus lentimorbus, Bacillus subtilis e Streptomyces sp. na

severidade do bolor verde causado por Penicillium digitatum em frutos de laranja

'‘Péra’ organicos.

Tratamento

Paenibacillus lentimorbus (10 ufc/mL)
Bacillus subtilis (108 ufc/mL)
Streptomyces sp.(l 08 ufc/mL)
Testemunha inoculada

Testemunha ndo inoculada
Thiabendazole (1500 pg/mL)

F

DMS (Tukey)

C.v.

Preventivo
50,0 b
61,1 ab
72,9 ab
100,0 a
00 ¢
00 c
35,96**
26,0555

41,81

Severidade

Conjunto Curativo
0,0 c 0,0 c
00 ¢ 0,0 c
59,3 b 18,79 b

100,0 a 100,0 a
0,0 c 00 c
00 ¢ 00 c

160,33 ** 105,35 **
12,6935 13,7253
34,89 48,70

Para as andlises os dados foram transformados para are sen raiz x/100. Médias seguidas pela mesma letra,

maiuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey 1%). (%Severidade = Diametro médio das

lesdes/altura média dos frutos x 100).



189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

Tabela 3. Efeito de Paenibacillus lentimorbus, Bacillus subtilis e Streptomyces sp na

incidéncia do bolor verde em frutos de laranja ‘Péra’ organicos.

Incidéncia (%)

Tratamento
Preventivo Conjunto Curativo
Paenibacillus lentimorbus (10 ufc/mL) 25 0 0
Bacillus subtilis (108 ufc/mL) 25 0 0
Streptomyces sp.(1 08 ufc/mL) 100 8,3 50
Testemunha inoculada 100 100 100
Testemunha n&o inoculada 0 0 0
Thiabendazole 1500 ug/mL 0 0 0
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5 CONCLUSOES

e Para as condi¢8es de cultivo comercial em Conchal, SP, os biofertilizantes testados nédo
foram eficientes no controle de G. citricarpa.

« Leite a 5% e B. subtilis apresentam potencial para o controle da pinta preta dos frutos
citricos em condicdes de cultivo organico da laranja 'Péra’.

e T. harzianum ndo foi eficiente no controle da pinta preta em cultivo organico.

e P. lentimorbus, B. subtilis e Streptomyces sp. ndo foram eficientes na reducdo de G.
citricarpa em condic¢des de pos-colheita.

* P. lentimorbus, B. subtilis e Streptomyces sp. foram eficientes no controle de P.

digitatum em poé-colheita.
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