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RESUMO

A citricultura representa um importante segmentioséconémico para o Estado do
Rio Grande do Sul, onde sao desenvolvidos sistdmasitivo de citros com manejo
agroecologico, principalmente pela agricultura feami O Grupo de Citricultura
Ecoldgica constitui um grupo de pesquisa partidipajue conta com a participagao
de agricultores, pesquisadores e extensionistastera por objetivos o
desenvolvimento da citricultura agroecoldgica dfa® dos Vales do Cai e Taquari.
O presente trabalho teve por objetivo realizar foispeccédo de microrganismos
epifiticos dos citros com potencial para o conttutddgico da doenca pinta preta
dos citros (PPC), e também caracterizar 0s mecasisimle antagonismo
potencialmente envolvidos na interagdo dos agebtesontroladores conG.
citricarpa. Este trabalho foi realizado no Municipio de Momgro — RS, em
pomares de bergamoteira cv. Montenegrina, condsz&htd manejo organico. A
partir de folhas e frutos foram isolados 24 funditeamentosos e 17 leveduras,
caracterizadas em oito tipos morfoldgicos. Destpenas dois isolados de leveduras
e quatro de fungos filamentosos apresentamamitro, potencial para o biocontrole
de G. citricarpa, sendo que um dos isolados de fungos filamentiosadentificado
como Trichoderma koningii N&o foi possivel observar diretamente o
micoparasitismo dos isolados epifiticos testaddsres. citricarpa Todos o0s
isolados antagonistas . citricarpa apresentaram atividades quitinasica,
glucanasica e proteasica. O mecanismo de antib@sebservado em todos os
isolados, seja pela producdo de compostos difissimeivolateis inibitorios &.
citricarpa. No mecanismo de competicdo foi observada a pémdde sideroforos
por todos os isolados de fungos filamentosos. @adsoepifitico deT. koningii
apresentou, em condi¢des de campo, reducao de %SBr&8incidéncia e 63,82 % na
severidade da PPC.
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ABSTRACT

Citriculture represents an important socioeconosggment for the state of Rio
Grande do Sul where the agroecological farnmohgitrus is developed, mainly by
family agriculture. The Ecological Citriculture Gup is a participative research
group in which farmers, researchers and extens®taike part in and it aims at the
development of the agroecological citriculture lod €Cai Valley and Taquari Valley
region. The present work aimed at performing a f@spection of epiphytic micro-
organisms of citrus with a potential for the biatsg control of the citrus black spot
disease (PPC), as well as characterizing the mesrharof antagonism involved in
the interaction of the biocontrol agents w@h citricarpa This work was carried out
in the town of Montenegro, Rio Grande do Sul in ddontenegrina tangerine
orchards, conducted under organic farming. 24 fatous fungi and 17 yeasts
isolates were isolated from leaves and fruits, attarized in eight morphological
types. Of these, only two yeast and four filamestfungi isolates presentead,vitro,
potential for the biocontrol db. citricarpa,one of the filamentous fungi isolates was
identified asTrichoderma koningii.lt was not possible to directly observe the
mycoparasitism of the epiphyte isolates testedCorcitricarpa. All the isolates
antagonists ofs. citricarpa presented quitinase, glucanase and protaaseities.
The antibiosis mechanism was observed in all thiaties, whether by the production
of diffusible compounds or volatil@mhibitorsin G. citricarpa. In the mechanism of
competition the production of siderophores by dlthe filamentous fungi isolates
was observed. The epiphyte isolate Tafchoderma koningiipresented, in field
conditions, a reduction of 18,58% in the incidenod 63,82% in the severity of the
citrus black spot.
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1 INTRODUCAO

A citricultura representa um importante segmenimnémico para o Brasil.
No Estado do Rio Grande do Sul — RS, a citriculaléan de apresentar importancia
econbmica, exerce importante papel social e cultnes regibes onde esta
concentrada.

A citricultura galcha apresenta caracteristicas apeeecem destaque. A
qualidade das frutas frescas encontra-se acimaéd@amacional, pois as condigdes
edafocliméaticas do RS sdo responsaveis pela proddeéfrutos com excelentes
caracteristicas fisico-quimicas. Outra caractesaistportante diz respeito ao fato de
gue o0 RS é um excelente produtor de bergamotasbérapa citricultura do RS é
desenvolvida principalmente pela agricultura faamitjue, por caracteristica prépria,
apresenta grande diversidade no cultivo dos citbesn como no nuamero de
cultivares de bergamoteiras.

Na regido da Depressdo Central do Estado, primgrde nas areas
localizadas nos vales dos rios Cai e Taquari, s@wlupidas variedades de
bergamoteiras como a Ponkan, o tangor Murcott, eeCa Pareci. Também é
cultivada a cultivar Montenegrina, que teve sugem através da selecdo dos
proprios citricultores dessa regido. As diferentasacteristicas dessas cultivares
conferem inUmeras vantagens, como o0 escalonamenfmradiucdo, uma vez que

apresentam diferentes periodos de maturacdo. EHesanda prolonga a safra de



bergamotas, com destaque para a Montenegrina peseapar maturacdo mais
tardia. Assim, o0 RS encontra-se como um dos péieiprodutores de bergamotas
para o consumm naturano Brasil.

Outra caracteristica importante refere-se a insedgdagricultura familiar na
citricultura gaucha. Nas regifes de maior produgates dos rios Cai e Taquari, a
citricultura é desenvolvida basicamente pela afjuica familiar. Os agricultores
familiares com 2 a 10 hectares de pomares de Gfil@sesponsaveis por geracao de
trabalho e renda que envolve cerca de 60 mil psssdre empregos diretos e
indiretos. Assim, a citricultura desenvolvida paticultura familiar representa um
segmento socio-econdémico de grande relevancia pdstado. A organizacdo de
trabalho desses citricultores também merece destdqaitricultura, nessas regides,
encontra-se organizada em cooperativas e assosiadESsa forma de organizagao
dinamiza a cadeia produtiva, facilita ao acessodiégico e elimina a figura do
atravessador, gerando maior competitividade daalpestp galcha.

Embora a citricultura gaucha apresente qualidadegrande maioria dos
citricultores é dependente de pacotes tecnolégiEsses pacotes preconizam a
utilizacdo massiva de insumos externos a propreedaditas vezes recomendando o
uso de produtos quimicos altamente téxicos. Essasrmlinacdes tecnoldgicas
geram alto custo ambiental, diminuem a rentabikddd citricultura e contribuem
para a exclusdo dos agricultores mais carentes.

Diante dessa realidade, alguns citricultores doe\Wdd Cai comecaram a
desenvolver experiéncias alternativas & producaoitres convencionaljtilizando
métodos de manejo que dispensam agrotoxicos dlizéertes quimicos industriais.
A partir dessa iniciativa, no ano de 1994, um grdpauinze agricultores familiares

fundou aCooperativa de Citricultores Ecolégicos do Vale@mi (Ecocitrus), que



tem como principio g@rotagonismo dos agricultores em toda a cadeiaupivade
também a producéo agroecoldgica.

A estratégia inicial da Ecocitrus foi realizar arsicdo do sistema de
fertilizacdo quimica dos pomares de citros por istesa de fertilizagcdo organica,
através da adicdo de composto organico produzitio grépria cooperativa. Mais
tarde, iniciaram-se modificacbes no manejo dos pesngrincipalmente no manejo
fitossanitario, através do uso de caldas, de estid¢ plantas e biofertilizantes para
controle de pragas e doencas. Atualmente, o sigderpeoducéo de citros com bases
agroecoldgicas desenvolvido pela Ecocitrus pogswxanadamente 500 hectares de
pomares de citros certificados como de manejo argaenvolvendo cerca de 70
familias de agricultores familiares.

No que se refere ao sistema de fertilizacdo dosapEsnde citros da
Ecocitrus, a transicdo ocorreu sem grandes prokleida entanto, os problemas
fitossanitarios tém impedido o avanco na transagroecoldgica e também tem sido
motivo de perda para os citricultores. Associado fato de nao existir
recomendagdes técnicas adaptadas ao sistema dedwadk citros agroecoldgico e
as pragas e doencas emergentes nas ultimas défiaelasn com que esses
citricultores somassem esforgos com a Universid@dieral do Rio Grande do Sul —
UFRGS, através do Programa de PoOs-Graduacdo emedri@® da Faculdade de
Agronomia, com a EMATER/RS, a EMBRAPA Clima Temmkrae outras
cooperativas e associacbes de citricultores do ‘daleCai, com o objetivo de
desenvolver estratégias e alternativas para a&wldgs problemas da citricultura
agroecoldgica. Desse modo, no ano de 2000 foi itwidst 0 Grupo de Citricultura
Ecoldgica - GCE, que envolve as instituices ciaatdma e que tem por objetivo o

desenvolvimento de uma base cientifica para a gémdde citros agroecoldgico,



bem como a utilizagdo de metodologias participativa fim de aproximar e
estimular a troca de conhecimentos entre os dimi@s, pesquisadores e
extensionistas.

A dinamica de trabalho do GCE envolve reunidess di@ campo e
assembléias, onde, de forma participativa, oscualtdres juntamente com o0s
extensionistas e pesquisadores realizam diagnéstpontam problemas e discutem
estratégias a serem pesquisadas. Com o conhecinmgatico acumulado na
producdo de citros dos citricultores ecologicoscanhecimento cientifico dos
pesquisadores da UFRGS e da EMBRAPA Clima temperadtamente com a agao
articuladora dos extensionistas da EMATER/RS, o G@ME gerado excelentes
experiéncias de desenvolvimento de pesquisa peatica adaptada as condicbes

locais (Dal Soglio, 2006).

Os principais problemas diagnosticados pelo GCE sko ordem
fitossanitaria, principalmente a pinta preta doosi(PPC), causada pGuignardia
citricarpa Kiely (1948). Segundo relatos de citricultoresaedsenca representa um
entrave para a comercializagdo de frutos natura principalmente para a
bergamoteira cv. Montenegrina por apresentar mgdaranais tardia, momento em
que coincidem no campo condi¢cBes climaticas fawisapara a expressdo dos
sintomas. Entre os prejuizos relacionados a PR&Eaedepreciacdo do aspecto visual
das frutas pela formagdo de pintas pretas nas Sasewiabilizando a
comercializacdo dos frutos para o mercado de fifotasas. Além disso, quando no
campo a doenca apresenta alta severidade, ocqueda de frutos, podendo gerar

perdas de até 40%.

A ineficiéncia do manejo dessa doenca no sistema@eaglogico, também foi

avaliada pelo GCE. A principal medida de controlBlizada tem sido a



quimioterapia, através da aplicacdo da calda besdal0,5% de sulfato de cobre).
Entretanto, em anos de condi¢des climaticas faeis& doenca, a eficiéncia desse
controle tem se mostrado baixa. Além da inefici@nfui diagnosticado que, devido

ao uso excessivo da calda bordalesa, algumas seggiyesentaram altos teores de
cobre no solo. Apesar de este elemento ser asdadqgislacdo brasileira vigente na
producéo organica, sabe-se que elevados teoreslm@adem gerar problemas de
nutricdo para as plantas de citros. Dessa formanatee necessario o

desenvolvimento de novas alternativas de manefPR{a, as quais foram apontadas

pelo GCE como prioridade de pesquisa.

Sendo assim, o GCE idealizou uma linha de pesguaiseontrole biol6gico a
fim de desenvolver alternativas ao manejo da PRID1rD as estratégias levantadas
encontra-se a bioprospeccdo de microrganismogiepsfidas plantas de citros para
serem utilizados no controle biolégico do fitopadgG. citricarpa O objetivo de
selecionar microrganismos epifiticos esta reladonao fato de que o filoplano
(superficie foliar e também a casca do fruto) regmea um habitat que abriga
inUmeras espécies de fungos filamentosos, levedubastérias (Lindow & Brandl,
2003), como o filoplano das plantas de citros. EBeesses microrganismos encontra-
se aqueles que podem ser utilizados como agentesrdimle bioldgico (Bettiol,
1991). Para isso, foi determinado que o isolamdo®possiveis antagonistas fosse
realizado nos préprios pomares de citros dos gltares envolvidos no GCE, com o

objetivo de selecionar antagonistas j4 adaptadogralcoes locais.

Isolar antagonistas nos préprios locais em queossvicados constitui-se em
um elemento de sucesso de um programa de contiolégibo de doencas.
Antagonistas locais tendem a se adaptar melhoru@amgas no filoplano, como a

disponibilidade de nutrientes (Bettiol, 1997), fatsais importante nas variagdes da



composicao da microbiota epifitica (Boddy & Winpgnt992). Também, isolados
nativos tendem a apresentar maior adaptacdo asicGend climaticas, como
intensidades de chuvas, de ventos e de radiacao. $¢d filoplano podem-se
encontrar nutrientes essenciais ao desenvolvin@ntauitos microrganismos, como
nutrientes inorganicos, incluindo macro e microaatos e, também uma grande
soma de substancias organicas como acUcares, a&mdo®aacidos organicos,
fendis, vitaminas e reguladores de crescimentoti(Betl991). Ainda, utilizar
antagonistas ja adaptados aumenta sua probabilidadestabelecimento e de

competicdo com os fitopatdgenos, principalmentesglpstratos ricos em nutrientes.

Outro ponto positivo do isolamento local refereassdaptacdo ao microclima
do filoplano, pois ha variacfes rapidas quando ewatm ao ambiente da rizosfera,
uma vez que a temperatura e a umidade variam amptame os microrganismos
ficam expostos a dessecacado e a luz solar, haweqmisicdo ao ar atmosférico e a

riscos de serem removidos pela dgua da chuva (Bkakel985).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetio selecionar
microrganismos epifiticos do citros com potenciatgpo controle biolégico dé.
citricarpa, agente causal da PPC; 2) caracterizar os mecaniden@tagonismo
potencialmente envolvidos na interacdo microrgamisepifitico x patégeno; 3)
avaliar o efeito de microrganismos epifiticos dwos sobre a PPC, em condic¢des de

campo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia e distribuicdo da pinta preta dos itros

A doencga pinta preta dos citros (PPC) ou manche gies citros, causada
pelo fungoGuignardia citricarpaKiely [Phyllosticta citricarpa(McAlp.) Van der
Aa.], foi constatada pela primeira vez na Austrélim 1895 (Sutton & Waterson,
1966). Em 1925, a doenca foi identificada na AfdcaSul tornando-se rapidamente
um dos principais problemas fitossanitarios enosi{{Schutteet al, 1997). A PPC
apresenta distribuicdo global e é restringida ap@oa parametros climéaticos como,
por exemplo, temperaturas abaixo de 11°C (Sckuté, 1997).

No Brasil a PPC foi descrita pela primeira vez rsbaBo de Sdo Paulo, em
1940. Até a década de 70 a doenca passou despicebitamente devido a uma
temporéria reducdo do indculo inicial do patégesuosada pela reducdo dos pomares
pela tristeza dos citros. Entretanto, em 1986 enci® foi constatada no Estado do
Rio Grande do Sul (Vale do Cai) causando sériosgartitricultura da regido (Goes
et al, 1988). Segundo Feichtenberger Sposito (2004), atualmente esta doenca
encontra-se presente nos Estados do Rio de JaSé&woPaulo, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais, Espirito Santo, Santa Catarina, Amaze Parana.

A pinta preta dos citros possui alta dispersédo gdizg no Estado de SP,
devido as condi¢Bes favoraveis a producéo de ind&undecitros, 2000). Segundo

relatos de citricultores da regido do Vale do C&RS; a PPC representa um dos



principais problemas fitossanitdrios da cultura uit,a 2006). Essa doenca,
considerada praga quarentenaria nos paises predwtoconsumidores, restringe a
comercializacdo de material de propagacdo, mudagas. A presenca da doenca
tem gerado restricbes fitossanitarias impostas gaises importadores, como a
Comunidade Européia (Aguilar-Vildoso, 2002).

A importancia econdmica da PPC reside no fato aeesma atacar os frutos
das variedades de citros mais apreciadas parasomoim natura principalmente a
laranja Péra e a bergamota cv. Montenegrina, demde-as economicamente
através de manchas que, mesmo limitadas a regiéasda (flavedo), inviabilizam a
comercializacdo (Goes, 2002). A PPC pode tambérsacagueda prematura dos

frutos reduzindo a producéo (Klotz, 1988; Spogiin)3).

2.2 Etiologia da pinta preta dos citros

O fungo causador da pinta preta dos citros é um orEeto,
Loculoascomiceto, Dothideales, Dothideacea (Kieh948). O patdgeno foi
primeiramente descrito por McAlpine em 1889 (Mc@ynli964) na sua forma
assexuada, sendo denominadoPt®ma citricarpaMcAlpine. Em seguida, surgiu
uma nova denominaca®hyllosticta citricarpa (McAlp.) van der Aa (sin.=
Phyllosticta citricarpa (McAlp.) Petrak.). O estagio sexual do patdégend fo
descoberto por Kiely, em 1948, sendo chamaddsdmgnardia citricarpa Kiely
(Kotzé, 1996).

No ano de 1964, McConie descreveu duas variantess.deitricarpa
morfologicamente semelhantes, com ocorréncia no®sci sendo uma delas
patogénica e a outra considerada endofitica. Emfiet atualmente sabe-se que a

forma endofitica € uma outra espécie denominad&ugnardia mangiferaei.J.



Roy (1968) (anaméficaPhyllosticta capitalens)s que apresenta padrées distintos
guanto a taxa de desenvolvimento vegetativo em sneéé cultura, coloracdo de
colénias e morfologia de conidios (Baawtral, 2002).

O fungoG. citricarpa pode infectar folhas, frutos e ramos de citrosmeio
de seus dois tipos de esporos, 0s esporos assex(pdoididsporos) que se
desenvolvem em folhas e frutos da planta e os espEaxuais (ascdésporos), que se
desenvolvem em folhas em decomposigéo no solo @éitnais, 2000). Com excegao
da laranja azed&itrus aurantiumL.) e seus hibridos, todas as espécies de céims s
suscetiveis &. citricarpa Os limoeiros também sao suscetiveis e grandemaper
podem ocorrer em laranja doc@itfus sinensid..), pomelo Citrus paradisiMacf.) e

tangerineirasitrus deliciosaTenore.) (Kotzé, 1981).

2.3 Sintomatologia da pinta preta dos citros

O sintoma caracteristico da PPC é a formacdo de les@ de centro
acinzentado com bordos salientes marrom-escuro ehaim amarelo ao redor,
observados nas folhas e nos frutos. As lesbes pidaiirestringem-se ao flavedo,
prejudicando a comercializacédo de frutas frescase$(>1998). A doenca pode
apresentar um periodo de laténcia de seis a oisesneependendo da cultivar de
citros e das condi¢fes climéticas (Whitestlal, 1993).

Os primeiros sintomas aparecem durante a matudiggirutos (Goest al,
1990). Feichetenbergeet al (1997) e Fundecitrus (2000) condicionam a
manifestagdo dos sintomas e a epidemia em folha®mg e frutos, a radiacdo solar
combinada as altas temperaturas (20 a 24°C). Bssaifda nao foi bem elucidado,
mas supde-se que o patdégeno se beneficia com meuae temperatura (Mconie,

1964) e o aumento da intensidade luminosa (Brodi&abie, 1970).
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Atualmente, ha varios tipos de sintomas da PPCmatmdser agrupados em
falsa melanose, mancha marrom ou mancha sardeatsghm virulenta e mancha
preta ou dura, sintoma mais tipico (Fundecitru9)020Segundo Timmeet al
(2000), a literatura internacional cita quatro @inas diferentes, porém, no Brasil ja
foram relatados seis tipos em laranjeiras. O siata® mancha dura geralmente
comeca a aparecer no periodo em que inicia a maddacgoloracdo dos frutos,
apresentando lesdes com centro necrético deprinm@goyom claro e as bordas
salientes marrom-escuras. Em frutos mais verdesda € circundada por um halo
amarelado. Ja em frutos mais maduros, a lesdaundada por um halo esverdeado.
Uma caracteristica tipica dessa lesdo € a presknpantos negros em seu interior,
que se constituem nos corpos de frutificacdo dgduons picnidios. O sintoma de
falsa melanose apresenta manchas escuras e peqdispassas ou agregadas nos
frutos. Na mancha sardenta, as lesdes sao pequig@Eanidas e avermelhadas,
geralmente ocorrendo no periodo de maturacdo damgsfre na pds-colheita. A
mancha rendilhada constitui-se de lesdes supésfigige atingem grandes areas dos
frutos, quando ainda se apresentam verdes, seasanga de corpos de frutificacao.
A mancha trincada estd associada a presenca do dzarfalsa ferrugem
(Phyllocoptruta oleivora Ashm, 1879), no qual as lesbes s&o arredondadas,
ocorrendo em frutos ainda verdes. Com a maturagédrdtos, as lesbes apresentam
trincas em sua superficie, sem corpos de fruticac

J4 a mancha virulenta € um sintoma caracterizad qalescéncia das
lesbes dos diferentes tipos de sintomas, atingimawotanto, grandes areas da
superficie dos frutos (Fundecitrus, 2000). Até amanto, ndo sdo conhecidos 0s
processos fisiolégicos que levam a formacdo doerefifes tipos de sintomas da

doenca e sua expressdo em diferentes periodoseievdé/imento do fruto.
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Conforme Aguilar-Vildoso (2002), com a formacédo dastruturas
reprodutivas do patdgeno nos frutos, ocorre a lesao fruto perde o valor de
mercado para consumo de fruta fresca. Ocorre, andamento na acidez do fruto
devido as lesdes da PPC, diminuindo assim a quiglidas mesmos para a inddstria.
Entretanto, a elevagdo da acidez deve-se ao fatocolieita antecipada pelos
citricultores, a fim de proporcionar escape dososias no campo, enviando para

indUstria frutos imaturos.

2.4 Epidemiologia da pinta preta dos citros

Segundo Kotzé (1988), os fatores que afetam a mjmdda pinta preta dos
citros sdo a quantidade de in6culo disponivel, axlicdes climaticas, o ciclo de
crescimento da planta e estadio de desenvolvintenfauto.

O ciclo da doenga é bem definido, possuindo os<igfimario e secundario.
No ciclo primério, ocorre a fase sexual @acitricarpa, cujas estruturas infectivas
sdo 0s ascosporos que introduzem a doenca na &rdeicen a epidemia. Os
peritécios, estruturas responsaveis pela formag&cadcos e ascosporos, sO podem
ser encontrados completos e maduros em folhas ¢adoesle decomposicao
intermediério. A producdo de ascosporos é depeadinmomento da desfolha, da
velocidade de decomposicdo das folhas e esta mieeta relacionada com as
temperaturas e precipitacfes prevalecentes (Aletlad, 2000). Os peritécios nao
sdo encontrados em lesdes de frutos e folhasjbdistn-se de forma isolada ou
agregada, tém formato globoso, coloragdo castastuorae 95-125%um de diametro,
ostiolo ndo papilado, circular, com 10-174fn de didmetro e pseudoparéfises
ausentes. Os ascos séo cilindricos clavados (48-642-15 um), de parede

bitunicada, contendo oito ascésporos unicelulark®linos, multigutulados,
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cilindricos com o centro dilatado (12,5-16 X 4,5-Gm) e apéndices hialinos nas
duas extremidades obtusas (Feichtenbezget, 1997; Baldassagt al, 2001). Os
ascosporos liberados sédo ejetados em uma altutacde carregados por correntes
de ar e disseminados a longas distancias (Kotz&3)19% producdo de esporos
sexuais no ciclo primario é de suma importanciaa garsobrevivéncia do fungo,
devido a sua maior variabilidade genética e totdadamo ressecamento.

Jéa o ciclo secundario € caracterizado pela fagxaakdo fungoRhyllosticta
citricarpa), no qual os picnididsporos sdo responsaveisipetemento da doenca na
planta (Aguilar-Vildoso, 2002; Kiely, 1948). Na éasanamorfica,G. citricarpa
produz picnidios em lesfes de frutos e folhas asionalmente, no pedunculo de
frutos. Os picnidios sdo de coloracdo marrom-esauio preta, solitarios ou
agregados, globosos (115-1@0 de diametro), apresentando um ostiolo levemente
papilado e circular, de 12-14,n de diametro (Feichtenberget al, 1997). Os
picnidiosporos apresentam forma ovdide a eliptiBalQ,5 X 5,5-7 um) ou
subglobosos, sdo hialinos, unicelulares, multigitos, com um apéndice (5-ji6h)
hialino em uma das extremidades (Feichtenbeegeal, 1997; Baldassaret al,
2001). Segundo Smith (1996), os picnididsporathtan sao produzidos em frutos
maduros. Os picnidiosporos sao as principais esasit responsaveis pela
disseminacdo do fungo a curta distancia, e est@iohdtos por uma substancia
mucilaginosa que é facilmente solubilizada e trartspla pela dgua das chuvas,
orvalho ou irrigacdo, atingindo a superficie de&dgy suscetiveis, podendo iniciar
novas infec¢des (Kotzé, 1981; Roldtsal, 1985).

Segundo Kotzé (1981), o periodo critico de susitiddlde dos frutos para a
PPC ocorre desde a fase de chumbinho até cercaiddeneses apds a queda das

pétalas e a doenca é severa em plantas mais &lf@sn o envelhecimento do
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pomar de citros, a incidéncia tende a aumentarAfNea do Sul, o periodo critico
para a infeccdo ocorre apos a queda das pétathsrele-se até quatro a cinco meses
de desenvolvimento dos frutos. No Brasil, essederparece ser mais longo (Kotzé,
1988). De acordo com Baldassari (2001), a janelaudeetibilidade das laranjas
‘Natal' e ‘Valéncia’ a infeccao € de pelo menosseeses.

Segundo Kotzé (1988), 0s esporos sexuais e assexi@minam na
superficie de 6rgaos suscetiveis e produzem tubimgtivo e apressorio do qual se
origina um delgado grampo de penetracdo (“peg”) pereetra na cuticula, dando
origem a uma pequena massa de micélio entre auleutica epiderme do 6rgao
infectado. Nessa regido, o micélio subcuticulaeseente do fungo pode permanecer
dormente por até doze meses. Essa dorméncia oacaofelatente pode ser
interrompida quando o fruto atingir seu tamanhalfa ou quando a folha, ja caida,
comecar a se decompor. O patdégeno, entéo, crepaejrado micélio subcuticular, e
coloniza tecidos mais internos, produzindo os smat® tipicos da doencga (McConie,

1967).

2.5 Controle da pinta preta dos citros

Dentre as medidas classicas de controle da pingta pdos citros, €
recomendado o plantio de mudas sem sintomas da BR@mocao de frutos
tempordes infectados antes do inicio da floradanale reduzir a fonte de inéculo.
Também recomenda-se o uso de irrigacdes no invpama prevenir a queda
excessiva de folhas (para o estado de Sao Paulbt)jcdo adequada e uso de
fungicidas (Feichtenberget al., 1997).

Para o controle quimico, sdo recomendados fungiqudatetores (a base de

cobre ou ditiocarbamatos) e/ou sistémicos (principate benzimidazdis e os
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translaminares como as estrobilurinas), associaddso mineral ou vegetal, com em
média quatro pulverizacdes, a partir da queda ddalgs (Fundecitrus, 2000).
Segundo Rodriguest al (2006), devido ao baixo namero de fungicidasagfis no
controle da PPC e pela acdo especifica que elese@xesobre o patdgeno, tem-se
gerado alta pressao de sele¢cédo sobre as poputdg&e<itricarpa, vindo a resultar
na selecdo de isolados resistentes em curto pat@teEmpo. Ghini & Kimati (2000)
comentam sobre a selegdo de isolados resistentesigioida benomil e Rodrigues
et al (2006) observaram a existéncia de isoladosGdeitricarpa resistentes a
fungicidas do grupo dos benzimidazéis, em éarea @evada freqliéncia de

aplicacOes destes fungicidas.

2.6 Microrganismos epifiticos e seu habitat

Estudos tém contribuido para um melhor entendimeoo fatores fisicos,
quimicos e microbiolégicos da superficie foliar gdentas (Olive & Kevin, 2002).
Segundo Bettiol (1991) tem sido relatada a exisééme grandes populacdes
microbianas vivendo na superficie das folhas, sefmmminadas de populac¢des de
microrganismos epifiticos, como as populacdes d#éhias, leveduras e fungos
filamentosos. Dentre essas populacbes encontraesseue sao capazes de
influenciar o processo de infeccdo de folhas, cawde frutos das espécies
fitopatogénicas e, pela a acdo de atividades amistigas, promovem o controle
biol6gico natural. Assim, o estudo sobre o contlutd6gico de doencas da parte
aérea de plantas, voltou-se a essa categoria dergaaismos, como por exemplo, o
controle biolégico da lixa-preta do coqueiro atead®ds microrganismos epifiticos
Acremonium alternatunhink (1809) e Acremonium persicinur(Nicot) W. Gams

(1971) (Sudo, 1989).
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Com o avanco dos estudos sobre a superficie fdéar plantas houve a
necessidade de denominar esta regido. Logo, L856)Ideterminou que a regiao
gue compreende o ambiente logo acima da supedfisidolhas, cerca de 0,5a 1 cm,
fosse denominada de filosfera e a superficie fidécéloplano. Esta terminologia foi
criada em analogia aos termos rizosfera e rizop(Bettiol, 1991). Todavia, ainda
h&d poucos estudos sobre as caracteristicas dderfdoe do filoplano, e suas
interacbes com a microbiota epifitica. Essa cagénld informacdes, dificulta o
entendimento sobre a dinAmica populacional da inicta epifitica nativa e também
exotica de determinadas plantas, o que dificultaireestigacdes no controle
biol6gico de doencas da parte aérea de plantas.

A microbiota epifitica do filoplano pode ser cldigsida em residentes e
casuais (Leben, 1965). A microbiota residente &laggue € capaz de se multiplicar
no filoplano, sem afetar o hospedeiro, e a mictabd@asual corresponde aquela que
se apresenta em transito no filoplano, sem muiplse (Baker & Cook, 1974).

O filoplano se apresenta como um habitat impaeridifio do ambiente dos
solos (Baker & Cook, 1974). A umidade e a tempesanho filoplano apresentam
variacdes devido a exposicdo solar, ao ar atmosfédis chuvas, a localizacdo das
folhas na planta. As modificagbes no microclima fdoplano culminam em
constante sucessdo da microbiota epifitica (Burrb@el).

A disponibilidade de nutrientes no filoplano tambépresenta variacbes
(Bettiol, 1991), sendo um fator determinante na meimgao entre as populacbes
epifiticas (Baker & Cook, 1974). Segundo Bettid®d91), a origem dos nutrientes no
filoplano é diversa, podendo advir de exsudadaarfd, residuos orgéanicos, graos

de polen, secrecbes de afidios, entre outras. Assim o desenvolvimento da folha
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ocorrem mudancas na disponibilidade de nutriergesientando com o passar do
tempo.

Dessa forma, segundo Bettiol (1991), a variacdo ndoroclima e da
disponibilidade de nutrientes no filoplano afetgpapulacbes microbianas epifiticas
e 0 seu conhecimento constitui em ponto chave pasacesso de programas de
controle biolégico de doencas da parte aérea degslaSegundo Morris & Rousse
(1985), pode-se alterar um ecossistema, como @ldiho, para favorecer um
aumento do tamanho da populagdo dos antagonidtessia fim de contribuir para
o controle biolégico de uma certa doenca, porésa estratégia requer o profundo
conhecimento das caracteristicas do filoplano. Otroe dessas alteracdes,
associado a utilizagdo inundativa de microrganisjacadaptados as condicbes do

filoplano, caracteriza-se em um ponto positivo gacantrole biolégico de doencas.

2.7 Controle biologico de doencas de plantas

A filosofia do controle biolégico considera doemigaplantas como algo mais
do que uma intima interacdo do patdégeno, hospedairituéncias do ambiente, mas
sim como o resultado de uma interacdo entre o despe patégeno, ambiente e
uma variedade de microrganismos nao-patégenogagu@sem repousa nos sitios de
infeccdo e que apresenta potencial para limitaivadade do patdégeno, ou aumentar
a resisténcia do hospedeiro (Cook & Baker, 1983).

Varias sdo as definicdbes do controle biolégico dengas de plantas. O
controle biolégico pode ser conceituado como semdocontrole de um
microrganismo por meio de outros microrganismodti@e 1991). Cook & Baker
(1983) apresentam uma definicdo mais ampla, defiasmncomo sendo “a reducao da

soma de inoculo ou das atividades determinantedogaca provocadas por um
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patdgeno, realizada através de um ou mais organgmondo o homem”. No
entanto, estes autores sugerem a possibilidadeddaaatropica em prol do controle
biolégico, através do uso de varias estratégiasocas praticas culturais e o
melhoramento genético da planta, a fim de criar iamé favoravel ao

biocontrolador e adaptar a planta as atividadesganistas.

A utilizacdo do controle bioldgico em doenca datepaérea de plantas é
comumente empregada através da introducdo de amteggono filoplano (Bettiol,
1991). Todavia, 0 sucesso dessa pratica encontcalsado na capacidade do
antagonista em se multiplicar e colonizar o filmplgBlakeman & Fokkema, 1982).
Segundo Bettiol (1991), as chances de éxito, nessadicOes, sao aumentadas
guando se utiliza antagonistas originarios do filap em que serdo inoculados, pois
possuem mecanismos de sobrevivéncia ja adaptamaisuthdo a necessidade de

serem reaplicados com maior frequéncia.

2.7.1 Mecanismos das interacfes antagonisticas

Segundo Henis & Chet (1975), o equilibrio ecolégamre determinados
microrganismos em um dado habitat é dependentendesérie de fatores. Dentre
esses fatores, estdo as intera¢cdes microbianagogieen apresentar carater neutro,
benéfico ou detrimal (Bettiol, 1991). As interac@ewolvidas no controle biolégico
de fitopatbgenos sdo determinadas pelos mecanisieosntagonismo. Esses
mecanismos podem ser divididos em competicao, ipanag, antibiose, predacéo,
hipoviruléncia e inducéo de defesa do hospedeiocmk@: Baker, 1983). E provavel
gue os diferentes mecanismos atuem em sinergiatéusana interacdo antagonica
(Punja & Utkhede, 2003). O conhecimento sda naturggsses mecanismos é

determinante para potencializar o controle bioldgie doencas. (Blakeman &
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Fokkema, 1982). Em atividades de bioprospeccéo géstes microbianos com
potencial antagbnico a um determinado fitopatbgens, mecanismos de
antagonismos mais importante sdo o parasitismotilasicse e a competicao.

O mecanismo de parasitismo € caracterizado comenbénfeno de um
microrganismo parasitar o outro (Bettiol, 1991)raP&ungos, o micoparasitismo
apresenta-se como um processo complexo que enuolaesequéncia de eventos,
incluindo o reconhecimento, ataque, penetracaostepor morte do hospedeiro.
Espécies delrichodermapodem exercer o biocontrole parasitando varios dang
fitopatogénicos. Esse mecanismo é realizado pelsepga de enzimas hidroliticas
como as quitinases, glucanases e proteases queddeya parede celular (Harman
et al, 2004). Numa relagdo de micoparasitismo ocorrpar, parte do agente
biocontrolador, modificacdes morfoldgicas, comooamiacdo de apressério que
servem para penetrar no hospedeiro (Mcingyral. 2004 apud Benitert al, 2004).
ApGs a penetracdo sdo introduzidas enzimas capazdsgradar a parede celular e
também antibiéticos como o peptaibols, que irdp@rcionar a penetragdo da hifa
do biocontrolador no limen do fungo parasitado stgp@rmente, extraindo seu
conteudo celular (Howell, 2003).

Ja o mecanismo de antibiose pode ser definido come interacdo entre
microrganismos na qual um ou mais metabdlitos del@eso molecular produzidos
por um organismo, tém efeito danoso sobre o oBttipl, 1991). Esses metabdlitos
podem atuar na inibicdo do crescimento ou germmacéambém em nivel celular
pela inibicdo das atividades do microrganismo, pddeser letais a este.

Varios trabalhos tém demonstrado a acdo de antitno controle
biologico de doengas. Cullen & Andrews (1984) dagienaram a producgédo do

antibidtico chetomin poChaetomium globosurkunze (1817) no antagonismo a



19

Venturia inequaligCooke) G. Winter (1875) sobre plantulas de mae&tesn vitro

e in vivo mostraram que o antagonismo Cxechslera dictyoides(Drechsler)
Shoemaker (1978) estd relacionado com a producadmneatabdlitos inibidores
produzidos por isolados bacterianos (Anusuya &i&ull001). Muitas espécies do
género Trichoderma produzem metabdlitos toxicos ndo volateis que depe o
crescimento de muitos fitopatdgenos. Dentre essstmchm-se 0 acido harzianico,
alameticinas, tricholinas, peptaibol, 6-pentil-eepa, massoilactona, viridina,
gliovirina, glisopreninas, acido heptelidico, entngtros (Benitez et al., 2004). Em
geral, isolados ddrichoderma virengJ.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx
(1987), eficientes como biocontroladores, s&o capazes @elupir gliovirina
(Harman, 2000). O sucesso do biocontrolé&sdeumannomyces graminis var. tritici
J. Walker (1972) por Trichoderma harzianumRifai (1969) a producdo do
antibidtico pyrone.

Segundo Howell (2003), a combinacdo de enzimalitidas e antibidticos
resulta no aumento da atividade antagdnica. Edse alatou os efeitos sinérgicos
entre uma endoquitinase de harzianume gliotoxina, e também entre enzimas
hidroliticas e peptaibols sobre a germinacdo Biérytis cinéreaPers. (1794).
Segundo Wiestet al (2002), peptaibols e enzimas hidroliticas apriesan
sinergismo ao inibir o crescimento de fungos fitogénicos.

O mecanismo de competicdo pode ser entendido canteracdo entre dois
ou mais organismos empenhados em uma mesma agéo, @escer e buscar
nutrientes. A escassez de nutrientes € a causa coaism para a morte de
microrganismos, sendo a competicdo por nutrientea caracteristica importante
para o controle biolégico de fitopatdgenos (Chetal, 1997). Muitos fungos

filamentosos captam ferro e, quando este é pouspoudivel, podem excretar
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compostos de baixo peso molecular como, por exeroglsideréforos (Eisendit
al.,, 2004). Algumas espécies derichoderma sédo eficientes produtores de
sideréforos que capturam o ferro, ndo possibilitanduso deste por outros fungos
(Chet & Inbar, 1994).

O géneroTrichodermatem uma alta capacidade de capturar nutrientes
quando comparado com outros organismos. E capabide energia a partir de
diferentes fontes de agucares como polimeros dkrévale estruturas fangicas,
destacando a celulose, glucanas, quitinas, ent®s0Chetet al. 1994 apud
Benitezet al, 2004).

Segundo Delgadet al (2003), o transporte de glucose através da parede
celular pode ser crucial na competicdo por nuiemntsolado del. harzianum
habitante de solos pobres em nutrientes e com Inded de glucose, pode expressar
0 gene Gttl que facilita o transporte de glucosavés da membrana celular.
Segundo Beniteet al (2004), o papel desse gene no antagonismo pequie
fungos antagonistas possam obter energia a patipadimeros hidrolisados e

transportar agucares rapidamente para dentro dia.cél

2.7.2 Metabdlitos secundarios envolvidos nas integées antagonisticas

Muitos microrganismos sado capazes de produzir um@laavariedade de
compostos com comprovada atividade bioldgica, smllicdes normais ou extremas
(Saxena & Pandey, 2001), e muitos desses compsatmsenzimas e tém a sua
producdo durante o metabolismo secundéario, ndo osesgbenciais para o
crescimento do organismo, ainda que em muitos @@sakem na sobrevivéncia em
condi¢cbes naturais (Martin & Demain, 1980). Os l#aticos, produtos naturais

organicos de baixo peso molecular produzidos pararganismos, apresentam
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atividade contra outros microrganismos em baixaxeuatracoes (Demain, 1999;
Benitezet al, 2004).

Muitos desses compostos tém grande importancieontrole biolégico de
doengas e, segundo Gimeretzal (2000), podem ser considerados como potentes
praguicidas. Dentre os metabdlitos secundariosngeritancia no controle biolégico
destacam-se as enzimas hidroliticas. A importamigasas enzimas, como as
quitinases, glucanases e proteases produzidasTpcnoderma spp. tem sido
amplamente estudada (Howell, 2003).

As quitinases pertencem a um vasto grupo de glieosi Essas enzimas sao
classificadas em familias, baseado na similariddaleseqiiéncia de aminoacidos
(Theis & Stahl, 2004). Em geral, as quitinaseslisata a degradacdo da quitina e
agem frequentemente como endoquitinases, produgido-oligossacarideos de 2-
6-N-acetil-glucosamina (Stintet al, 1993). Varios microrganismos sao capazes de
crescer sobre quitina e secretar quitinases paraauguitina como fonte de carbono
(Wanget al, 2002). As quitinases também podem exercer ofiiragges como a
inducdo de defesa em plantas contra fitopatbgenosjo as proteinas RP-3
(Proteinas Relacionadas a patogénese) (Theis & 3604).

Glucanos sdo o segundo maior componente da paegdaralos fungos. As
enzimas glucanases hidrolisam diferentes glucasesdo consideradas como
potentes proteinas antifingicas (Theis & Stahl420Bstudos tém mostrado que as
glucanases inibem a germinacdo de esporos ou ccime¥go de fungos
fitopatogénicos em sinergismo com as quitinasesKéetny et al, 2001).As
glucanases também participam dos processos deaddfes plantas e §-1,3
glucanase é caracterizada como proteina RP-2 ddatrplanta (Linthorset al,

1990).
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Howell (2003) menciona que as quitinases e gluemnatiam quebrando os
polissacarideos, as quitinas epaglucanas da parede celular fangica, reduzindo a
rigidez com posterior degradacao total.

E comum a producio de proteases por fungos filamsest(Howell, 2003). A
importancia das proteases nos processos de misiEn® também ja foi
constatada em fungos como o nematéfagohonia chlamydosporigGoddard) Zare
& W. Gams (2001)Segerst al.,1994) e o entomopatogeMetarhizium anisopliae
(Metschn.) Soradin (1883) (St. Legeet al., 1995). Espécies d€&richodermasao
conhecidas como produtoras de proteases (Hatalal, 1990). A atividade
proteolitica deT. viride foi observada no biocontrole dg&clerotium rolfsiiSacc.
(1911) em solo autoclavado (Rodriguez-Kabana, 186%8mnbém d8otrytis cinerea
Pers. (1794) (Silva-Ribeiro, 2001). Proteases estémlvidas na degradacédo de
proteinas da parede celular dos fungos (Goldetaal, 1994). Segundo Howell
(2003), no controle biolégico dB. cinereapor T. harzianum,sobre folhas de
feijoeiro, as proteases apresentam importante pafelproteases quebram as
enzimas hidroliticas dos fitopatbgenos em cadedageptideos e/ou aminoéacidos e,
por meio disso, destroem a capacidade do patégeratatar a célula da planta.
Também, sua importancia tem sido reforcada conolangento de novas proteases
super-expressadas a partir de isoladod dbarzianum(Suarezet al. 2004 apud
Benitezet al, 2004). O isolado T39 de harzianunproduziu proteases sobre folhas
de feijao na presenca @e cinerea,inibindo a germinacéo e inativando as enzimas
endo-PG e exo-PG produzidas pelo patégeno, conseguente reduzindo a doenga
(Elad & Kapat, 1999).

Alem das quitinases, glucanases e das proteasa®souetabdlitos

secundarios estao envolvidos nas atividades ar@gas, como os sideréforos, que
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estao diretamente relacionados com o mecanismordpeaticdo. Segundo Renshaw
et al (2002), os sideréforos sdo compostos organicdmke® peso molecular (0,5 a
1,5 Kda), produzidos por muitos fungos e bacté@@m quelantes de alta afinidade
com o ion férrico, atuam na solubilizacédo do ferwcambiente e também auxiliam o
transporte do elemento através da bicamada lipighaea dentro da célula,

disponibilizando-o para o metabolismo do produtor.

Normalmente 0s microrganismos habitam ambientes cduaixa
disponibilidade de ferro devido a solubilidade muiixa dos sais de ferro em pH
proximo a neutralidade. Desse modo, muitos micmusyaos aerobicos e
anaerobicos facultativos evoluiram para a produtigideroforos quelantes de Fe
(I11) (Benite et al, 2002), j& que o metal € necessério a transfier@ecelétrons na
cadeia respiratéria, reagcfes acido-base e reagdemitese e degradacdo de DNA.
Algumas bactérias estritamente anaerdbias e algure&duras, como
Saccharomyces cerevisiddeyen (1838), ndo produzem sideréforos, mas atiliz
sideroforos exdgenos (Renshatval., 2002). Logo, a capacidade de producdo do
metabolito por agentes de biocontrole é traduzataoccuma importante ferramenta
na competicédo por ferro (Bultregs al, 2001).

A producédo de sideroforos é conhecida por apresefé#os negativos sobre
microrganismos fitopatogénicos devido ao sequekrterro, inibindo o crescimento
ou a atividade metabdlica dos patégenos (Raeiskb, 1999; Calventet al, 2001).
Renshawet al. (2002) relatam o sucesso de um isoladoFdsarium spp., néo-
patogénico, que foi capaz de suprimir o crescimelt® isolados patogénicos de

Fusariumspp. pela maior producéo de sideroforos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo de isolados déuignardia citricarpa

O isolamento do patdger®. citricarpa foi realizado conforme a técnica de
isolamento por fragmentagéo (Aralgb al, 2001), modificada. Folhas e frutos de
bergamoteira cv. Montenegrina, com sintoma de ppreta dos citros, foram
coletados em pomares conduzidos no manejo agr@gonldocalizado no municipio
de Montenegro/RS, armazenados em caixas térmicasncip gelo e levados até o
Laboratério de Microbiologia Fitopatologica, do Refamento de Fitossanidade,
Faculdade de Agronomia/UFRGS. Esses materiais aisgietram lavados em agua
corrente para eliminar residuos como poeira e d6in.seguida, foram cortados
fragmentos dos tecidos contendo lesdes da doeanga,de folha como de casca dos
frutos, a fim de isolar os picnidios do patégenostériormente, realizou-se a
desinfestacdo imergindo os fragmentos em alcool po%1 minuto, seguido de
hipoclorito de sodio (2 — 4% de cloro ativo) paa 8 minutos e hovamente em alcool
70% por 30 segundos. Apds, realizou-se 0 enxagudyas vezes em agua destilada
e esterilizada, com plagueamento de aliquota denD,8a ultima lavagem, em meio
de cultivo BDA (batata 200g; dextrose 20g; agar; 290 mL de agua destilada), a
fim de verificar a eficiéncia do processo de desitd¢do. Ao término, os fragmentos

desinfestados foram incubados em placas de Petiermdo meio de cultura BDA, a
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28 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas (lampada fluerds). O processamento do
material vegetal coletado ndo excedeu 48 horas.

Baseado nas caracteristicas morfolégicas desgiasSutton & Waterston
(1966) foram identificadas as colonias@ecitricarpa As colonias foram repicadas
até a obtencdo de cultura pura e, posteriormentggzeanadas em tubos de ensaio
com meio de cultura BDA inclinado e em frascos dieovcontendo solugéo salina
0,85% esterilizada. Os tubos de ensaio foram masan refrigerador a 4°C e os

frascos de vidro em temperatura ambiente.

3.2 Obtencdo de microrganismos epifiticos de plardade bergamoteira

cv. Montenegrina

Isolados de fungos filamentosos e leveduras fordotidas através do
isolamento a partir de folhas e frutos de bergamsmoty. Montenegrina. As coletas
foram realizadas em pomares com oito anos, comcasEmto de 4 x 5 m, sob
manejo agroecolégico empregado pela Ecocitrus. dlstas compreenderam os
estadios fenoldgicos de frutos com aproximadam2me de diametro até frutos na
fase de mudanca de cor. Embora néo tenha sidoadplinenhum tratamento
fitossanitario no periodo de trinta dias antecezl@stcoletas, algumas folhas e frutos
apresentavam residuos de calda bordalesa. Os poamausstrados localizavam-se
no municipio de Montenegro/RS, na propriedade ttz@itor Luis Laux.

Foram realizadas quatro coletas em diferentes psrda propriedade. Para
tal, a propriedade foi dividida em trés talhdes)feome caracteristicas do relevo,
exposicao solar e altitude em que se encontravgmmares. O talhdo 1 representou
pomar implantado em uma area de baixada com pogcsiedo a ventos. O talhdo

2, pomar implantado em &rea com altitude interrmed@&exposicao para o norte. J&4
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o talhdo 3 foi caracterizado por pomar implantado &ea de maior altitude da
propriedade, exposi¢cdo norte, com frequéncias ndeoventos. As coletas foram
realizadas pelo periodo da manhd e com no minin®dias apos a ocorréncia de
precipitacéo.

A metodologia utilizada para o isolamento foi aadiég por Olive & Kevin
(2002), modificada. O material vegetal (folhas etds verdes) foi coletado e
armazenado em caixas térmicas contendo gelo eds\atéd o laboratério. As folhas
e os frutos verdes foram cortados em fragmentospteximadamente 5 cm e
transferidos para frascos Erlenmeyer de 500 mL, 80th mL de solucdo salina
0,85% autoclavada. Em seguida, os frascos Erlenniesem submetidos ao ultra-
som por 3 segundos. Posteriormente, os frascosnforansferidos para agitador
orbital a 170 rpm, durante 20 minutos, para oscfrascontendo fragmentos de
folhas, e 30 minutos para os frascos com fragmeetdrutos. Das suspensdes
resultantes (agua de lavagem), foram retiradas@hg de 0,5 mL e distribuidas nos
meios de cultura proprios para isolamento de furig@sientosos e leveduras. Os
microrganismos isolados foram repicados até a qatemle colénia pura e entdo
armazenados em tubos de ensaio com meio de cBRAanclinado, a temperatura
de 4°C.

O meio de cultura utilizado para o isolamento dogbs filamentosos foi 0
BDA acrescido de antibidtico estreptomicina 0,03gl& o meio para isolamento de
leveduras foi 0 meio Yeast Extract Peptone Dextro$&PD (Extrato de levedura
10g, Peptona 10g, Dextrose 20g, 1000 mL agua aéajicom pH corrigido para 4,5

com acido latico.



27

3.3 Avaliagdo do potencial antagonicoin vitro dos isolados de

microrganismos epifiticos aGuignardia citricarpa

Os experimentos foram elaborados com o objetivan@almente, realizar a
selecdo de antagonistagGa citricarpa e, posteriormente, determinar os diferentes
mecanismos de antagonismo envolvidos na interdggmreamento de culturas foi
0 método utilizado para sele¢do de antagonistasle@em-se 0 micoparasitismo, a
antibiose e a competicdo como mecanismos de ansagmnlodos 0S experimentos

in vitro foram mantidos a 28 + 2°C e fotoperiodo de 12 h@géagpada fluorescente).

3.3.1 Selegéo de antagonistas

Para realizar a selecédo dos isolados epifiticosepleu-se o confronto direto
dos mesmos com o patdgeBo citricarpa através da metodologia do pareamento de
culturas proposta por Bedk al (1982) e Mariano (1993). Para a sele¢céo de igslad
de fungos filamentosos, em uma das extremidadesmdeplaca de Petri contendo
meio CDA (cenoura 200g; dextrose 200g; agar 2090 X0L de agua destilada), a 1
cm da borda, foi colocado um disco de 8 mm de m@idendo micélio e esporos de
G. citricarpae na outra extremidade da placa, a 1 cm da bondaisco de 8 mm de
meio BDA contendo micélio do isolado epifitico epdacas incubadas por sete dias.

Para a selecao de isolados de leveduras, um dés8ardn de meio contendo
micélio e esporos d@. citricarpafoi colocado no centro de uma placa de Petri com
meio CDA. Distantes dois centimetros do patdgemnant colocados os isolados de
leveduras através de duas estrias, uma de cadddaoiEtogeno, com auxilio de uma

alca de platina. As placas foram incubadas porzquiias.
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Decorrido o periodo de incubacgéo, as avaliacdes psirisolados de fungos
filamentosos foram realizadas de acordo com oéritrit de Bellet al (1982), que
propdem notas para classificar o desempenho dagamstas. As notas obedeceram
a uma escala de 1 a 5. A nota 1 representa o re@sii do antagonista por toda a
placa de Petri; a nota 2, o crescimento do antstgosobre 2/3 da placa. A nota 3
representa o crescimento até a metade da placamtigonista e pelo patdgeno. Na
nota 4 o patdégeno cresce sobre 2/3 da placa etadbrmpatdgeno cresce por toda a
placa de Petri. Para que os isolados epifiticosefos considerados como
antagonistas eficientes, estes deveriam, ao me®es§,ingir o crescimento do
patégeno, com notas menor ou igual a 2. Os isoladosnotas maior ou igual a 3
foram considerados como ineficientes. Além da esad notas avaliou-se a
capacidade de inibicdo do patégeno pela medidaédeetiro médio da colbnia.

Para avaliar a capacidade antagOnica dos isoladdsvedura utilizou-se
como critério a medida do diametro médio da col@aigpatdgeno. Foi considerado
como antagonista, o0 isolado que restringiu sigatiamente o crescimento do
patégeno, em relagdo ao controle. Os experimemt@snf realizados com cinco

repeticdes por isolado e o controle consistiu-smap do patdégeno.

3.4 Determinag&o dos mecanismos de antagonismo

3.4.1 Avaliacgéoin vitro da agéo de micoparasitismo

O experimento para avaliar o micoparasitismo dadad®s de fungos
filamentosos &. citricarpa foi realizado em triplicata, com base na metodalogi
descrita por Martins-Corder & Melo (1998), modifiea Inicialmente, no centro de

uma placa de Petri contendo meio CDA foi colocadw daminula esterilizada e
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coberta com uma fina camada de meio de cultura GipAs, um disco de meio de
cultura de 8 mm contendo micélio @e citricarpafoi colocado, a 1 cm da borda da
placa e incubado por sete dias. Decorrido essedwerioi colocado na outra
extremidade da placa, um disco de meio de cultidA Be 8 mm contendo micélio
do isolado antagonista e incubado até o periodguamocorresse o contato entre a
hifa de antagonista e a do patégeno. Decorridantatm entre as hifas, a laminula foi
retirada da placa, colorida com corante Floxina d%bservada em microscopio
Optico, em aumento de 400 e 1000x e fotografadacgmera digital CyberShot H-1
Sony. Apenas os isolados que apresentaram, no testeconfronto direto,

crescimento micelial sobre a colbnia@ecitricarpa participaram deste ensaio.

3.4.2 Avaliacdo da producao de enzimas hidroliticas

A producédo de enzimas hidroliticas foi determinadameio liquido, com o
objetivo de detectar e quantificar a producdo diingse, protease e glucanase

produzidas pelos isolados que se mostraram efesard antagonismo.

3.4.2.1 Avaliacdo da atividade quitindsica e glucasica em meio liquido

A andlise da atividade quitinasica e glucanasi¢ebéseada no método de
Miller (1959), o qual mede a liberacéo de acUceaedstores a partir da hidrdlise de
guitina coloidal (Sigma®) e da laminarina (Sigma®spectivamente, pelo uso de
acido dinitrosalicilico — DNS.

Primeiramente, os isolados fungicos filamentoseanfocrescidos em meio
de cultura mineral Mandel & Reese (1960), modifcageptona bacteriolégica

0,1%; KHPO, 0,2%; (NH)SO, 0,14%; MgSQ.7H,0 0,03%; uréia 0,03%; glicose



30

3%; CaC}. 6 HO 0,03%; micélio seco dailindrocladium gracile0,5%; 100 uL de
solucdo de elemento traco, pH 6,0). O micélio sde®. gracile foi obtido pela
colocacdo de trés discos de 8 mm de meio BDA cdotenicélio do fungo, em
fracos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio BDA ulrados durante sete dias com
agitacdo orbital (150 rpm). Apds, o micélio fotfddo em papel Whatman n° 1, seco
em estufa a 70°C e triturado. A solucdo de elemaaimp foi obtida a partir da
solucéo de sais de Mandel & Reese (1969 FeSQ 7H.0; 1,5% MgSQ 7H.0;
1,4 ZnSQ 7H,0; 2% CaCQ). Os isolados de levedura foram crescidos em meio
Mineral suplementado com micélio secoGlagracile0,5% (KHPQO, 0,7g; KHPO,
0,3g; MgS04.5KH0 0,5¢g; FeS®0,01g; ZnSQ 0,001g; MnCJ 0,001g; micélio seco
daC. gracile0,5%, 1000 mL de agua destilada) (Hsu & Lockwod¥5). Apds o
crescimento foi colocado 1 mL de meio de cultura ®rhos Eppendrof e
centrifugado por cinco minutos a 14000 rpm.

Para analise da atividade quitinasica e glucan&siltecaram-se, em tubo de
ensaio, 10QuL de amostra (sobrenadante do meio de cultura)0aub5de tampéo
citrato de sodio 50 mg/mL pH 4,8 e, ap6s homogewgéiz, foram colocados em
banho-maria a 50°C. Em seguida foram adicionad0siR%le quitina coloidal 0,5%
para avaliagdo da atividade quitinasica, gb@e laminarina 0,5% para avaliacdo da
atividade glucanasica, também a temperatura de, ¥9@cubados por uma hora.
Apbs esse periodo, adicionou-se 1 mL de DNS (é8j8adinitrosalicilico 10,6 g;
NaOH 19,8 g; 1416 mL de agua destilada, dissolacgoente com posterior adi¢cao
de 7,6 g de fenol (fundido a 50°C) e 8,3g de metaitfito de sddio) ainda no banho-
maria, seguido da adicdo de u0Qde glicose 0,5 mg/mL. Em seguida, a solugao foi
fervida por 5 minutos e, apos resfriar, foram amatados 2 mL de agua destilada e

realizado a leitura em espectrofotometrdia 545 nm. O controle consistiu da
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solucdo sem a adi¢do de quitina coloidal, paraatisgdo da atividade quitinasica, e
de laminarina, para a avaliacdo da atividade gksiaa, a reacdo. Para determinacao
da atividade enzimatica foi preparada uma curvacaidracdo com glicose nas
concentragoes de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; e 0,3 mg/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) correspaniteeracao de fimoL

de glicose/mL/min.

3.4.2.2 Avaliacdo da atividade proteasica em meimuido

A determinacdo da atividade proteasica foi baseadmétodo de Saratt
al. (1989) utilizando Azocaseina (Sigma®) 2% comdsgato. Os isolados
fungicos filamentosos foram crescidos em meio deur@i Mineral de Mandel &
Reese (1960), modificado, e os isolados de levettwam crescidos em meio
Mineral (Hsu & Lockwood, 1975). Primeiramente, dostwato foi dissolvido em
agua destilada e centrifugado a 14000 rpm, pelmgerde 10 min. Em seguida, em
um tubo Eppendorf de 1,5 mL foram colocados 1b@a amostra (sobrenadante do
meio de cultura), juntamente com 2p0 de azocaseina, misturado gentilmente e
incubado em banho-maria a 25° por 30 min. Apds, ddicionado &acido
tricloroacético 10%, para cessar a reacdo, e deidescansar por 15 min.
Decorrido esse periodo, foi centrifugado a 140000, rpor 5 min. Depois o
sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppérabntendo 1,4 mL de NaOH
1M.

Foi preparado um branco para cada amostra, adimitin oS mesmos
reagentes da reacéo anterior na seguinte ordert5Q9)L de Tampao Fosfato pH

6,2 (solucéo I: 31,2 g de NalPiO4 . 2HO em 1000 mL de agua destilada; solucéo
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II: 35,6 gde NgHPQO, .2H,0 em 1000 mL de agua destilada; solucédo final: r820
da solugéo | e 80 mL da solucédo Il); 2°) 180 da amostra; 3°) 1,2 mL de &cido
tricloroacético; 4°) 25QL de substrato; 5°) depois o sobrenadante foi teaids
para outro tubo Eppendorf contendo 1,4 mL de Na®HA leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotometr@d & 440 nm.

Uma unidade da atividade proteasica (U) foi definidomo sendo a
guantidade de enzima requerida para produzir urearbéncia de 1 unid/30 min, a

A =440 nm e a 25°C.

3.4.3 Avaliagdesn vitro de antibiose

As avaliagbes da antibiose procederam-se pelostekies de filtrado de
cultura e teste para avaliacdo da producdo de olitabvolateis dos isolados

antagonistas.

3.4.3.1 Experimentos com filtrado de cultura

a) Crescimento dos isolados epifiticos antagonistas eneio liquido e

obtencéo de filtrados

Trés isolados de fungos filamentosos e dois isalat levedura com acgéo
antagOnica comprovada foram utilizados para obtenigifiltrado de cultura. Trés
discos de cultura de 8 mm de diametro, contendeélimide cada isolado de fungo
filamentoso foram colocados para crescimento ascérs Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 50 mL de meio de cultura BD (batata 208egtrose 20 g; 1000 mL de

agua destilada), durante sete dias, com agitadditalofl50 rpm). Os isolados de
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levedura foram colocados em frascos Erlenmeyerd58emL, contendo 50 mL de
meio de cultura YEPD, durante trés dias, com a@agbital, a 150 rpm.

ApGs a incubacao, cada cultura foi filtrada porsivwezes em papel Whatman
n° 1 esterilizado e entdo passada em membrananfiétrde acetato celulose com
poros de 0,2um, por duas vezes, obtendo-se assim as fasesd&gdahominadas de

filtrados.

b) Avaliacdo in vitro do efeito de filtrados de cultura sobre o

crescimento deGuignardia citricarpa

O experimento foi realizado com base no protocaoFdioet al. (2004).
Discos de 5 mm de papel filtro esterilizados foriamrsos no filtrado de cultura,
secos ao ar e colocados em nimero de dois por, placde cada lado e a distancia
de 1 cm do disco de cultura de 8 mm de diameti@.dwtricarpa.

A medida do diametro da colénia do fitopatégenordailizada, com auxilio
de paquimetro, aos quinze dias ap0s a colocac@mRdailizadas seis repeticdes e 0
controle consistiu na utilizacado dos discos de Ip@fre embebidos apenas no meio

de cultura sem crescimento dos isolados testados.

3.4.3.2 Avaliacéoin vitro da producdo de metabdlitos volateis sobre o

desenvolvimento deGuignardia citricarpa

Os experimentos para avaliacdo da producdo de élievabvolateis foram
realizados de acordo com metodologia de Dennis &3fée (1971), modificada. Um
disco de 8 mm de meio contendo micélio e espords. dgtricarpa foi colocado em

um dos lados de uma placa de Petri com divisorien@io. No outro lado da placa
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foram colocados os isolados antagonistas. Paraodedos fungicos filamentosos,
colocou-se um disco de 8 mm de meio BDA contend®lini e, para os isolados de
levedura foram feitas estrias com o auxilio de wiga de platina em meio YEPD.
As placas foram vedadas com filme plastico PVC.sApdncubacéo por quinze dias
foi efetuada a mensuracdo do didmetro da colénfa. ditricarpa com o auxilio de

um paquimetro. Foram utilizadas seis repeticdea pada tratamento e o controle

consistiu apenas do patégeno.

3.4.3.3 Avaliagaan vitro da competicdo por nutrientes

a) Deteccao de sideroforos

Para determinar a competicdo por nutrientes faili@da a producdo de
sideroforos pelos isolados antagdnicos, atravééataca universal para detecgdo de
sideréforos proposta por Schwyn & Neilands (198%Mgialmente, todos os materiais
utilizados para o desenvolvimento dos ensaios fdeaados com HCI 6M e, apos,
imersos em agua deionizada por periodo de oitosher&nxaguados em agua
deionizada.

Os isolados de fungos filamentosos foram cultivaelnsmeio de cultura BD
(batata 200g; dextrose 20g; 1000 mL agua dest#éadaionizada), incubados por
cinco dias. Os isolados de levedura foram cultigsagim meio king B (peptona 20 g;
glicerol 10 g; KHPO, 1,5 g; Mg SQ.7H,O 1,5 g; 1000 mL de agua destilada) (King
et al, 1954), por 72 h, sob agitacao.

ApO6s o periodo de incubacao, foi retirado 0,5 mLsdbrenadante de cada
isolado e centrifugado por 10 minutos, a 14000 rpm, tubo Eppendorf. Em

seguida, foi acrescentado 0,5 mL da solucédo indigade cromo azurol S (CAS). O
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preparo da solucdo de CAS foi realizado da segumeeira: 1°) preparou-se
solucdo com a mistura de 6 mL de solucdo de HDTM#korfieto de
hexadeciltrimetilaménio) 10 mM a 30 mL de aguf) sob agitacdo foram
acrescentados 1,5 mL de solucdo férrica (FeCI3.G6H2mM preparada em HCI
0,01N) e 7,5 mL de solucdo de cromo azurol S 2 r8W;separadamente, foram
dissolvidos 4,307 g de piperazina anidra em 20 mlagua e apés dissolvida por
completo foi acrescida de 6,25 mL de HCI; 4°) fdice®nado, a solugdo de
piperazina, o restante dos componentes ja pregmmdovolume completado para
100 mL.

A mudanca de cor da mistura de sobrenadante-immlicde azulada para
amarelo-avermelhado, em um prazo de 15 minutosiconda producéo de

sideréforos pelos isolados.

3.5 Identificagdo dos isolados epifiticos antagomés a Guignardia

citricarpa

A identificagdo, em nivel de género, dos fungosnfiéntosos foi realizada
com base nos caracteres morfolégicos. Apenas uladsao génerdrichoderma

teve a espécie identificada, através da chave prapor Gams & Bissett (1998).

3.6 Avaliagao do desempenho do isolado deichoderma koningiOudem.
(1902) no controle biolégico da pinta preta dos c¢its em pomar de

bergamoteira cv. Montenegrina

O isolado deT. koningiifoi testado a campo, como agente de biocontrole da

pinta preta dos citros. Optou-se por testar apesas isolado em condi¢ces de
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campo, por apresentar rapido crescimento, altarelsigéo e por motivos estruturais
de trabalho, ndo sendo possivel trabalhar com aeaisn isolado. O experimento foi
realizado, em pomar de bergamoteira cv. Montenagenxertada sobreoncirus
trifoliata, com oito anos, espacamento de 4 x 5 m, no mumidg Montenegro-RS,
latitude 29° 38’ 08” S e longitude 51° 28’ 23.5"a@}kjitude de 100 m acima do nivel
do mar. A propriedade pertence ao citricultor Luggix, membro da Cooperativa
Ecocitrus e do Grupo de Citricultura Ecolégica -E5C

O pomar esta instalado sobre relevo plano, comrguamto constituido por
mata nativa. Os tratos culturais e o manejo fitoissao do pomar seguem as
descricdes técnicas empregadas na producdo agygieeol pela Ecocitrus.
Entretanto, nos dois meses que antecederam o mgreo ndo foi empregado
nenhum tratamento fitossanitario, bem como duranemsaio. O pomar apresenta
histérico de alta incidéncia da doenca PPC. O erfeaiconduzido nos meses de

junho a outubro de 2007.

3.6.1 Produgéao massal dérichoderma koningii

O isolado deT. koningii foi multiplicado em placas de Petri de 15 cm de
diametro, contendo meio de cultura BDA acrescidoadgbidtico estreptomicina
0,03g/L, incubado por sete dias, a 28 + 2°C e fatiogo de 24 horas para estimular
a esporulacdo. ApoOs a incubagédo, as placas deféretm raspadas com auxilio de
espatula metalica esterilizada e lavadas com solsgbna 0,85%, a fim de coletar
micélio e esporos do fungo. Das raspagens obteueaesuspensdo concentrada de

esporos que foi armazenada em refrigeracéo pguatéo dias.



37

3.6.2 Preparo da suspensédo de esporos dechoderma koningiipara

aplicagado no campo

A suspensdo de esporos Bekoningii aplicada no campo foi obtida pela
diluicho em &gua da suspensdo concentrada de sesptnialmente, foi
determinado o namero de UFC/mL da suspensdo caadeanide esporos pelo
método de diluicdo serial, com quatro repeticogsosA foi ajustado para que a

suspens&o aplicada no campo apresentasse 1SEOOML.

3.6.3 Aplicagbes ddrichoderma koningiem pomares de bergamoteira cv.

Montenegrina

O experimento consistiu na aplicagdo semanal dadsaleT. koningiisobre
a copa das plantas, exceto nos periodos de pesépitpluviométrica. Foram
realizadas 18 aplicagdes, com inicio no dia 06@®&/2 término dia 08/10/2007. O
delineamento experimental utilizado foi o inteirant@e casualisado, com sete
repeticbes. A unidade experimental foi definida cosendo uma planta de
bergamoteira. A escolha das plantas de bergamatenau por sorteio.

Com auxilio de pulverizador costal manual, foi egdio na copa da planta, o
volume de calda de 2,5 litros por planta de berdgain@ volume necessario para

atingir o ponto de escorrimento. O controle consish aplicacdo de agua destilada.

3.6.4 Avaliacéo da incidéncia e severidade da pinfaeta do citros

A incidéncia e a severidade da PPC foram avaliadafutos maduros. Para

iISso, coletaram-se todos os frutos do quadrantee mier cada planta e, estes foram
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depositados em caixas devidamente identificadasalda caixa, foram amostrados,
de forma aleatéria, 10 frutos para a analise didéncia e da severidade. Optou-se
por realizar a coleta no quadrante norte de caaatal por este apresentar maior
expresséo dos sintomas da doenga.

A incidéncia foi quantificada pela propor¢céo dedeuque apresentavam, pelo
menos, uma lesdo na superficie da casca. Parddiagalise, foi utilizada a média
dos valores da incidéncia de 10 frutos, resultaado sete valores meédios de
incidéncia para cada tratamento. A incidéncia ¥pressa em porcentagem.

A severidade da doenca foi determinada pela area lesdo no fruto,
expressa em porcentagem, dos mesmos 10 frutos erfogavaliada a incidéncia.
Para tal, fotografou-se o lado com maior expresE@osintomas da doenca, de cada
fruto, com camera digital CyberShot H-1 Sony. Amssjmagens foram transferidas
para um microcomputador e editadas no programal@®raN 12, com o objetivo
de padronizar as lesfes presentes nos frutos, miartanto a area necrosada como o
halo amarelado. Posteriormente a edicao, as imdgeama processadas no programa
ASSESS fim de quantificar a area do fruto com les@raRealizar as comparacoes
entre os tratamentos, foram utilizados os valoresseveridade de cada fruto,

totalizando 70 valores para cada tratamento.

3.6.5 Dados Climaticos

Os dados climéaticos foram obtidos na Fundacdo diatade Pesquisa

Agropecuaria — Fepagro, Centro de Pesquisa deckltutia.
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3.7 Analise estatistica dos dados

Os dados dos ensaiwsvitro foram analisados através de One-Way ANOVA,
com pos teste de Tukey 5%, utilizado o programeatistito SPSS 16.

Para verificar a existéncia de diferencas estistientre os dados de
incidéncia e de severidade, empregou-se 0 testparamétrico de Mann-Whitney,
uma vez que os dados apresentaram auséncia delidadeaA analise foi realizada

no programa estatistico Bioestat 4.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao de isolados d8uignardia citricarpa

Com o isolamento foram obtidos cinco isolado=decitricarpa a partir de
folhas e sete isolados a partir de frutos. Segladyenet al (2002),G. citricarpa
pode apresentar variagbes nas caracteristicas lBaiscocomo a producdo de
diferentes pigmentos no meio de cultura e tambéeneticas na coloracédo da borda
da coldnia, podendo apresentar coloracdo escurelaoa. Como a literatura néo
relata a existéncia de diferencas entre isoladodashde folhas e de frutos, optou-se
em nao diferenciar os isolados quanto a sua origeiolamento. Porém, com base
nas caracteristicas mencionadas por Baagkeral (2002), os isolados d6.
citricarpa foram catalogados em dois grupos morfolégicos: pag 1,
compreendendo os isolados que apresentaram caddoeggdca na borda da colonia,
guando crescidos em meio de cultura CDA e o grupsa?ados com coloragao
escura na borda da colonia (Figura 1).

Para caracterizacdo dos isolados, foram observaslasaracteristicas das
colénias, como coloracdo e taxa de cresciment@nmiém foram observadas as
caracteristicas dos picnidios que se encontravagenioo das lesdes dos materiais
vegetais que foram utilizados para o isolamentofacmme descricdes realizadas por
Feichtenbergeet al (1997) e Baayeat al (2002). Aléem disso, foram observadas as

caracteristicas dos conidios e também das espasgndos isolados, através de
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microscopio Optico, e estas comparadas com as tedsiicas de um isolado
endofitico deGuignardia mangiferaeA.J. Roy, cedido pelo Dr. Jodo Lucio de
Azevedo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz Qeeiroz’/USP. Todas as
caracteristicas observadas nos isolados obtidde tedbalho, estavam de acordo

com as descri¢des do fun@o citricarparealizada por Baayest al (2002).

Figura 1: Detalhe do fungo fitopatogéni€uignardia citricarpa (A) Picnidios
crescendo sobre fragmento de casca de bergamoteiMontenegrina, observado
em microscopio estereoscépio, no aumento de 28)xCplonia deG. citricarpa
pertencente ao grupo 1 (com coloragéo branca dialgta colonia); (C) Colonia de
G. citricarpa pertencente ao grupo 2 (com coloragdo escura dialma colonia).
Porto Alegre, 2007.

Segundo Baayept al (2002) a morfologia da coldonia d&. citricarpa é
diferente da colénia do endéfito cosmopolaa mangiferae Esses autores também
relatam a presenca de mucosidade sobre os cowmiei@s mangiferaecomo uma
diferenca do o fungds. citricarpa No presente trabalho, ndo foi observada a
presenca de mucosidade na parede dos conidiosaladds obtidos, entretanto, essa
caracteristica foi observada no isoladoGlemangiferae Conforme Kiely (1948) a
biologia e a ecologia d&. mangiferaaliferem da des. citricarpa O fitopatdégeno

G. citricarpa ndo produz peritécios férteis sobre meio solidéelfiK 1948). Nos
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isolados obtidos ndo foi observada a producdo depes, sendo que no isolado
endofitico essas estruturas foram observadas.

Para determinar com precisao que os isolados @btidste estudo tratavam-
se do fitopatdbgends. citricarpa deveriam ter sido cumpridas todas as etapas
relacionadas nos postulados de Koch. Todavia, o@anmf realizados testes de
patogenicidade com os isolados obtidos neste trabBhtretanto, com o isolamento
da leséo, tanto em folha como em fruto, e tambélos pearacteres morfolégicos,

pode-se concluir que os isolados obtidos nestaltralveferem-se &. citricarpa

4.2 Obtencdo de microrganismos epifiticos de plargade bergamoteira

cv. Montenegrina

A partir do isolamento foram obtidos 24 isoladodudeyos filamentosos e 17
de leveduras, caracterizados em oito tipos moricddg(Tabela 1). A identificacdo
dos isolados de fungos filamentosos foi realizagameio da taxonomia classica,
identificando até género, sendo que um isolado classificado até espécie,
Trichoderma koningii Oudem (1902). Os isolados de levedura nédo foram
identificados.

A predominancia entre os isolados de fungos fildaosas foi de géneros
considerados patogénicos as plantas citricas, &amizillium Alternaria, Fusarium
e Aspergillus representando 75%. A predominancia desses géneflete as
condi¢cdes fitossanitarias dos pomares onde forafizadas as coletas, pois além da
doenca PPC, também apresentavam problemas comorta das brotacdes e a
mancha de Alternaria, causada @dternaria spp., e problemas comenicillium

spp., como o bolor verde (Feichtenbergeal, 1997; Timmeeet al, 2000).
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Tabelal. Tipos morfolégicos de coldnias de funfjjamentosos e de leveduras,
obtidos a partir do filoplano de bergamoteiras Bontenegrina,
localizadas no municipio de Montenegro/RS. Poregsd, RS, 2007.

Microrganismos epifiticos

Grupos Caracteristicas Isolados Identificagéo
B1, B2 Fusariumspp.
Grupo 1 Coldnia branca, rapido B3, B6, B7 Fungo n&o identificado

crescimento

Grupo 2 Fungo néo identificado

Colbnia branca, lento crescimenfd4, B5

Grupo 3 Colbnia branca, rapido Trichoderma koningii
crescimento, esporos verdes| TC1

AL1, AL2,

Grupo 4 Colbnia cinza, rapido crescimenfoAL3 Alternariaspp.

AP4, AP1,
Grupo 5 Colbnia branca, rapido AP2 Aspergillusspp.

crescimento, esporos preto

P1, P2, P3, P4,

Grupo 6 Colbnia verde, rapido crescimentd?5, P6 Penicilliumspp.

R1, R2, R3,
Grupo 7 Colbnia rosa, rapido crescimenfoR4 Fusarium spp.

Y1,Y2, Y3,
Y4, Y5, Y6,
Y7,Y8, Y9, Levedura nédo
Grupo 8 Colbnia creme opaca Y10, Y11, identificada

Y12, Y13,
Y14, Y15,
Y16, Y17
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Sabe-se que algumas espécies do géRerucillium sdo utilizadas como
agentes de controle biolégico de insetos, cdteaicillium corylophilumDierckx
(1901) (De Senna Nunes al, 2002), e também no controle biolégico de doedeas
plantas causadas pbBusarium solani(Mart.) Sacc. (1881) €&usarium oxysporum
E.F. Sm. & Swingle, como o ager®enicillium claviformeBainier (1905) Ethur et
al., 2007). Todavia, devido a importancia das doerggassadas nos citros por
espécies desses géneros, todos os isolados forspnededos para os testes de
selecdo de antagonismo @. citricarpa até mesmo os isolados do género
Penicillium, devido a falta de condi¢Bes para identificacé® efpécies de todos os
isolados.

O isolamento de apenas uma espécie do géhgchoderma identificada
comoT. koningii pode estar relacionado ao fato de este géneroasrcomumente
encontrado em ambientes de solo do que da paréa akr plantas. Entretanto,
isolados do génerdlrichoderma podem estar presentes tanto em ambientes
relacionados ao filoplano (Lisbead al, 2007) como também no interior de plantas,
assumindo forma endofitica, como foi verificado gabalho realizado por Rubini
(2003).

O ambiente do filoplano pode ser caracterizado ceemmo um ambiente
desfavoravel para a microbiota epifitica, sendo gorem rapidas alteragcdes no
potencial osmaotico, no suprimento de agua e deemtss, variagbes na temperatura
e alteracbes na intensidade de radiacao ultramio(@akeman, 1985). Essas
caracteristicas podem explicar o baixo percenteidaados do génefrichoderma
obtidos neste trabalho.

O isolamento de fungos filamentosos que ndo produastruturas

reprodutivas em meio sintético € frequente no estledmicrorganismos endofiticos
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(Azevedo et al, 2000; Pena, 2000; Rubini, 2003; Sartori, 2008). presente
trabalho foram observados isolados de fungos fidos®s sem esporulagao,
representando 20,83%. Em trabalho de isolamenfardms filamentosos epifiticos
de flores de macieira realizado por Sartori (2068hbém foram encontrados grupos
de fungos com crescimento micelial e sem esporojagiacterizados coniycelia
sterilia, com frequéncia de isolamento de 14% em pomargénmos, 5% em
pomares conduzidos sobre o sistema de producégradee e 0% em pomares
convencionais. Esses resultados sugerem que fuilgogentosos caracterizados
comoMycelia steriliatambém podem ser considerados como residentélsplario
de plantas e que suas populagfes respondem negatieaa tratos fitossanitérios
como, por exemplo, a aplicacao de fungicidas.

Com relacdo as leveduras epifiticas houve supéaidei no nimero de
isolados em comparagcdo ao numero de isolados dmdufilamentosos. Situacdo
semelhante foi observada em trabalho realizad&pdori (2003), no isolamento de
microrganismos epifiticos de plantas de macieiraarabém por Souza (2000),
avaliando a diversidade microbiana em vinhedosrnicgé e convencionais no Rio
Grande do Sul. A predominancia de leveduras ngléilzo pode ser explicada pela
alta capacidade de competicdo por nutrientes gaes @microrganismos apresentam
(Bettiol, 1991). Segundo Valdebenito-Sanhueza (R0 varios fatores que estao
relacionados a boa adaptacdo das leveduras ndafimpcomo a utilizacdo dos
componentes da cuticula, adaptacdo morfologicadderentes tipos de superficie
(topografia do filoplano) dos vegetais e a tolei@naos poluentes, aos 6leos

essenciais de vegetais e as fitoalexinas.
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4.3 Avaliacdo do potencial antagonicoin vitro dos isolados de

microrganismos epifiticos aGuignardia citricarpa

4.3.1 Selegao de antagonistas

Foram considerados para a selecdo de antagonigemas os isolados de
géneros sem espécies fitopatogénicas a culturaittos. Entretanto, como ndo ha
relatos da existéncia de leveduras patogénicascii@s, todos os isolados de
levedura foram testados.

Apesar dos isolados d&. citricarpa obtidos neste trabalho terem mostrado
algumas caracteristicas distintas, optou-se, pasade padronizagdo por utilizar
apenas os isolados pertencentes ao grupo 2 (c@oesgura na borda da coldnia)
nos testes para selecdo de antagonismo. Tal deftisdomada para otimizar o
trabalho de sele¢éo, reduzindo-se o nimero dedesdaxperimentais. Também, ndo
hé& relatos na literatura que evidencie correlagdie e€aracteristicas da colénia@e
citricarpa e odesempenho de agentes de controle bioldgico.

Dentre os seis isolados de fungos filamentosdades, quatro apresentaram
potencial antagbnico, inibindo o crescimento dabgeano e/ou crescendo sobre a
colénia do mesmo (Figura 2 e Tabela 2).

Além da escala de notas, também se optou poramntiizdiametro médio da
colonia de G. citricarpa, para determinacdo mais precisa dos antagonistas
promissores. Foi possivel observar que o isoladd.deningii apresentou rapido
crescimento micelial, ndo possibilitando cresciroeda col6nia do fitopatégeno, no

qgual ndo ultrapassou o diametro inicial de 8 mrgyfE 3).
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Figura 2. Pareamento de cultura dos isolados iep#itde bergamoteira cv.
Montenegrina conGuignardia citricarpa (A) isolado deTrichoderma
koningii sobrepondo colénia do patégeno apos 4 dias dalagicy (B e
B’) isolado B4 (colbnia branca) mostrando crescitnenicelial sobre a
colénia do patdgenos aos 15 dias da inoculacae;{Q isolado B5; (D)
isolado B3 limitando crescimento micelial do patége(E) isolados de
levedura Y7 restringindo crescimento do patégert®); i6olado de
levedura Y3 com auséncia de acgdo antagonist&. acitricarpa,
mostrando crescimento micelial do patdégeno sob é@eapresenca de
colbnia; (G) colénia d&. citricarpa Porto Alegre, RS, 2007.
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Tabela 2. Desempenho dos isolados de fungos filersesn epifiticos de
bergamoteira cv. Montenegrina, conduzidas sob raameganico, no
confronto direto con@Guignardia citricarpg em placas de Petri. Porto
Alegre, RS, 2007.

Grupo Isolados epifiticos Identificacao Nota®
B3 2
Grupo 1 B6 Fungo néo identificado 4
B7 4
B4 1
Grupo 2 B5 Fungo nao identificadg 1
Grupo 3 TC1 Trichoderma koningii 1

! Escala de notas para avaliacdo do potencial aritagéle microrganismos: 1 - crescimento do
antagonista por toda a placa de Petri; 2 - crestsobre 2/3 da placa; 3 - crescimento até a raetad
da placa; 4 - crescimento do patdégeno sobre 2/8lata; 5 - crescimento do patégeno por toda a
placa de Petri (Bebt al, 1982).

754

n
o
1

P médio colénia
G. citricarpa (mm)

-
tn
1

Isolados
Controle B B3 iy B4 00w 55 I B6
) E7 0 Trichoderma koningii

Figura 3. Diametro (&) médio da colbnia d&uignardia citricarpa quando
contraposta com isolados de fungos filamentosoditieps de
bergamoteira cv. Montenegrina, conduzidas sob maoegéanico. A
legenda se refere aos isolados. Barras seguidawmedena letra néo
diferiram entre si pelo teste de Tukey 5%. Porteghé¢, RS, 2007.
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Os isolados B4, B5 e também o isolado Tdekoningii receberam nota 1,
apresentando crescimento micelial sobre a colomi@. ctitricarpa, indicando que o
micoparasitismo pode ser um dos mecanismos enwslvidessa interacao
antagOnica. Embora esses trés isolados tenhamdecelmesma nota, o isolado de
T. koningii apresentou crescimento micelial extremamente oamdbrepondo a
colénia do fitopatdgeno em apenas quatro dias, p@ssibilitando crescimento
micelial do fitopatégeno. A sobreposicao da col@afitopatégeno pelos isolados
B4 e B5 aconteceu somente apés 15 dias do inicicoddronto. Com base no
crescimento micelial do isolado de koningii € possivel sugerir que 0 mesmo
possua capacidade para um rapido estabelecimerdadguaplicado sobre o
filoplano, o que constitui-se em uma vantagem paracontrole biolégico,
principalmente para o controle de fitopatdgenos co@scimento lento, como € o
caso deG. citricarpa Todavia, € importante salientar que o desempeltham
agente de controle bioldgidn vitro ndo caracteriza sucesso nos resultaclasvo,
em funcédo das condi¢Ges adversas que o filoplaresapta (Bettiol, 1991; Mariano,
1993)

O isolado B3, que recebeu nota 2, ndo apresengsgiorento micelial sobre
o fitopatdégeno, apenas inibindo seu crescimentse Essultado indica que o isolado,
nas condicdes trabalhadas, ndo apresentou capacidadicoparasitismo, sugerindo
a atuacdo de outros mecanismos na interacdo armagémG. citricarpa como
antibiose e competicao.

Vérios trabalhos tém demonstrado o potencial deéass do género
Trichodermapara serem utilizados no controle biolégico dengaale plantas (Elad,
2000; Harmaret al, 2004; Xiao-Yaret al, 2006; Lisboat al, 2007). Entretanto, ha

poucos estudos sobre a acaoldehodermasobreG. citricarpa Rodrigues (2006)
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observou agdo antagonista de espécie do gdnettodermasobreG. citricarpa na
gual o isolado reduziu o crescimento do fitopatégenvitro. Entretanto, o isolado
de Trichodermaspp. testado naquele trabalho foi proveniente rdbiente solo e
possivelmente apresente baixa capacidade adapéstie@ndicées do filoplano, o
gue implica em maior incerteza quanto a sua efi@ése aplicado na parte aérea. Ja
em nosso trabalho, a obtengcdo de um isoladorl.d&oningii no filoplano de
bergamoteira com capacidade antagbnica comprovaalacéricarpa em testesn
vitro, constitui uma inovacdo no desenvolvimento do rotetbiologico da doenga
PPC. Conforme Bettiol (1991), agentes de contraddddico nativos tendem a
apresentar melhor desempenho em campo, quando IGaopa agentes exoticos.
Dos isolados de leveduras testados, apenas odaso¥e’ e Y8 provocaram
reducdo do crescimento de. citricarpa (Figura 4). Os demais isolados nao
restringiram o crescimento do fitopatbgeno, mostbamao haver nenhum

mecanismo de antagonismo eficiente co@raitricarpa nas condicdes testadas.
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Figura 4. Diametro (&) médio da colbnia d&uignardia citricarpa quando
contraposta com isolados de leveduras epifiticadatgamoteira cv.
Montenegrina, conduzidas sob manejo organico. Aridg se refere aos
isolados. Barras seguidas de mesma letra naordifegntre si pelo teste
de Tukey 5%. Porto Alegre, RS, 2007.
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A utilizacdo de leveduras no controle biolégicditgpatdégenos que afetam a
parte aérea das plantas ou os frutos em pré ougldsita tem sido demonstrada por
varios autores (Drobet al, 1991; Valdebenito-Sanhueea al, 2000). Segundo
Valdebenito-Sanhuezet al (2000), o principal mecanismo de acao utilizag@p
leveduras € a competicdo por espagco e nutrientesreSultados obtidos pelos
isolados Y7 e Y8 sugerem que houve acédo de corApepiQr espagos e nutrientes
com G. citricarpa (Figura 2), fato demonstrado pelo comportamentgatdgeno,
gue apresentou crescimento micelial apenas naoregide ndo havia a presenca de
colbnias dos isolados de levedura.

Além dos mecanismos de competicdo possivelmentendelidos pelos
isolados de levedura Y7 e Y8, outros mecanismosdampodem estar envolvidos,
como a presenca de enzimas liticas. Wisnieveskal (1991) sugeriram que a
presenca da atividade glucanasica em meios derzudil leveduras, induzida por
parede celular fingica, estaria envolvida em amtiggm a fitopatdbgenos, uma vez

gue enzimas como glucanases e quitinases sadadedatamo enzimas que degradam

a parede celular de fungos (Stirgzial, 1993; Theis & Stahl, 2004).

4.3.2 Avaliagaoin vitro da acdo de micoparasitismo dos isolados epifiticos

de fungos filamentosos antagonistas@. citricarpa

Apenas os isolados de fungos filamentosos que ramast crescimento
micelial sobre a colonia d8. citricarpa participaram do ensaio para avaliar a acao
de micoparasitismo, que foram os isolados B4, B5deT. koningii Com base na
metodologia utilizada, ndo foram observadas evid&nde interacdo direta de

micoparasitismo dos isolados testados neste t@ffifura 5).



Figura5. Andlise em microscopia Optica da regi@ codntato de hifas do
fitopatbgenoGuignardia citricarpae de hifas de isolados de fungos
filamentosos epifiticos de bergamoteira cv. Mongeima antagonistas
a G. citricarpa, conforme método de Martins-Corder & Melo (1998),
modificado. Setas pretas indicam hifa do fitopat@ge setas coloridas
indicam hifas dos isolados antagonistas. (A) Hde<s. citricarpa e
do isolado ddrichoderma koningi(x100). (B) Hifas de5. citricarpa
e do isolado B4 com crescimento paralelo (x100). Régido de
contato entre hifas d&. citricarpa e do isolado B5 (x40). Porto
Alegre, RS, 2007.

As observacdes em microscopia Optica revelaranescitnento conjunto de
hifas do fitopatdgeno e dos isolados antagoni3tadavia, ndo foi possivel observar
entrelagamento e/ou perfuragcdes das hifas dogie®lantagonistas nas hifas @e
citricarpa, 0 que comumente ocorre em observacdes de migiasetetronica de
varredura (Harmaat al, 2004).

Segundo Boland (1990), a habilidade de antagondwscagentes de controle
biol6gicos tem sido investigada nos ultimos anasna@ sendo processo essencial
para a utilizacdo racional das propriedades bio&ggpotencialmente envolvidas em
interacbes de antagonismo, como por exemplo, osepsos de micoparasitismo.
Algumas espécies deérichodermatém recebido especial atencdo por apresentar
capacidade de competicdo com fungos fitopatogéniépida taxa de crescimento
micelial e antagonismo direto através do enrolamela hifas e penetracdo, com

secrecdo de antibidticos deletérios aos hospedg@lefies & Young, 1994). De
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Marcoet al (2000) observaram o enrolamento de hifa3 dearzianumem hifas de
Crinipellis perniciosa(Stahel) Singer (1943), seguido de penetragcaanassmo El-
Katany et al (2001) também observaram resultados similaresra@clerotium
rolfsii Sacc. (1911) e Innocerdt al (2003) comRhizoctonia cereali&€.P. Hoeven
(1977) Segundo Chet (1987), o micoparasitismo realizado espécies de
Trichodermaconstitui-se em um processo complexo, no quataganista cresce até
0 hospedeiro, enrolando-se em suas hifas e emsat@sos penetrando nelas.
Guptaet al (1999) observaram véarios modos de interacdofde bireducdo
do crescimento micelial do fitopatdgeBotryodiplodia theobromaPat. (1892) com
isolados deTrichodermaspp. eGliocladium virensJ.H. Mill., Giddens & A.A.
Foster (1958). No entanto, esses autores ndovalnseénteracao fisica entre as hifas
do seu isolado d&. koningiie do fitopatdgeno, ndo apresentando enrolamento na
hifa nem penetragédo. Todavia, 0s autores observdegmadacao da parede celular
do fitopatdgeno e atribuiram o fato a possivel gmea de enzimas hidroliticas
liberadas pelo antagonista, pois como relatadoBedr et al (1982), logo que é
sinalizado o contato com o patdgeno, os genes édusl na producdo de enzimas
hidroliticas do agente de biocontrole sdo ativadidertins-Corder & Melo (1998)
consideraram como interacdo de micoparasitismo ad@nas o fendmeno de
enrolamento de hifas e penetracdo, mas tambénscirmento paralelo das hifas do
antagonista e do patdgeno, como também a formagdestiuturas semelhantes a
ganchos crescendo em direcdo as hifas do hospedéarsie trabalho, ndo foi
observado a formacdo de estruturas em forma dehgamelos isolados epifiticos
testados, mas observou-se o0 crescimento paralelvfake Diante disso, pode-se
sugerir que interacdes de micoparasitismo possanoderido ente os isolados

testados &. citricarpa.
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4.3.3 Avaliacdo da atividade quitinasica, glucanash e protedsica em

meio liquido

As atividades das enzimas quitinases, glucanagg®teases dos isolados
epifiticos com potencial antagonistaza citricarpa estdo sumarizadas na tabela 3.
Os isolados epifiticos que apresentaram maior datiké quitindsica foram os
isolados B5 e B4 com 9,52 e 9,00 U, respectivameddel. koningii e B3

apresentaram 2,02 e 1,57 U, respectivamente.

Tabela 3.  Atividades quitinasica, glucanasica ggarsica dos isolados epifiticos
de bergamoteira cv. Montenegrina, antagonistasGu@ignardia
citricarpa. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem engelo
teste de Tukey a 5%. Porto Alegre, RS, 2007.

ISOLADOS ANTAGONISTAS ENZIMAS

Fungos Filamentosos Quitinase (U) | Glucanase (U | Protease (0)
IsoladoB5 9,52 a 10,73 a 0,006 e
IsoladoB4 9,00 a 10,45 a 0,042 c
IsoladoB3 157b 1,42 b 0,008 e

Trichoderma koningii 2,02b 203 b 1,748 a
Leveduras
IsoladoY7 1,19b 1,12 b 0,047 b
IsoladoY8 1,18 b 1,13 b 0,029 d

" Uma unidade da atividade enzimatica (U) correspenlileeracdo de imoL de glicose/mL/min, a

50°C.
" Uma unidade da atividade proteasica (U) foi defiridmo sendo a quantidade de enzima requerida

para produzir uma absorbancia de 1 unid/30 mirs; 440 nm e a 25°C.

Pesquisas tém sugerido que a producdo de enzintamliicas por isolados
de T. harzianum,estejam diretamente relacionadas com atividadéfirgicas
(Chet, 1987; Harmart al, 1993). Em trabalho realizado pBi-Katatny et al
(2000), observou-se correlagdo entre a atividade eteimas quitinase p-1,3-
glucanase com a inibicao &e rolfsii pelo isolado T24 d&. harzianunsugerindo o

envolvimento dessas enzimas no processo de biod@ntr
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No presente trabalho, observou-se consideraveidatie quitindsica pelo
isolado epifitico deT. koningiji expressando valores superiores aos encontrados po
De Marcoet al (2003) ao avaliar a atividade quitinasica deado$ deTrichoderma
spp.,obtendo um maximo de 0,39 U. No entanto, comparangsultado do isolado
epifitico deT. koningii com os resultados encontrados por Ha#&apat (1999),
observa-se que o isolado epifitico apresentou matiwidade quitindsica que o
isolado deT. harzianum o qual apresentou o valor de 8,14 U. Apesar dade
epifitico deT. koningiiutilizado neste trabalho ter produzido cerca d#alatividade
quitinasica do isolado utilizado no trabalho ded®laKapat (1999), o mecanismo de
micoparasitismo parece estar envolvido na inibigdG. citricarpa, uma vez que o
antagonista reduziu o crescimento micelial do patége apresentou sobreposicéo
micelial da colénia do mesmo.

Segundo Gooday (1971), em geral todos 0s organigmesontém quitina
em sua constituicdo sao produtores de quitinasesquais Sao previamente
requeridas para a morfogénese da parede celularoducéo da enzima requer, por
parte do organismo, alto gasto energético. Esseplatle explicar a baixa taxa de
crescimento dos isolados epifiticos B5 e B4 notesede confrontdn vitro comG.
citricarpa, pois esses isolados apresentam alta atividad&@ndgica, o que
provavelmente acarreta em um alto gasto energdtamavia, como ndo foi possivel
realizar a identificacdo desses isolados, também f@ possivel realizar
comparagdes com outros autores. Cabe salientarapaeas a verificacdo da
atividade quitindsica de um dado isolado antaganigio significa obrigatoriamente
gue desenvolva interagcées de micoparasitismo. Assstes resultados representam
um primeiro passo na caracterizacdo dos mecanidenaatagonismo envolvidos em

uma interacdo antagonica, sendo necessario aed@acfio dos tipos de quitinases.
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Os isolados de leveduras apresentaram as mendviegdds quitinasicas,
com 1,19 U para o isolado Y7 e 1,18 U para o ispl8. A avaliacdo da producédo
de enzimas por leveduras que possam estar relde®r@o biocontrole € pouco
comum. Tinget al (2008), ao analisar a atividade quitinasica denteyde controle
biolégico Cryptococcus laurentifKuff.), no controle deéPenicillium expansurhink
(1809), observou valores proximos a 8 U. Os auttmesentam que 0 mecanismo de
competicdo por espaco e nutrientes € o mais wdizerC. laurentiiem interacdes
antagbnicas conP. expansumTodavia, sugerem que a alta atividade quitinasica
observada pelo agente biocontrolador pode estatad¥ente relacionada com o
controle deP. expansum Ja no presente trabalho, a baixa atividaderdsiita dos
isolados Y7 e Y8 pode sugerir que o principal marao de antagonismo @.
citricarpa seja 0 mecanismo de competicdo por espaco e megiePorém, testes
mais especificos devem ser realizados para confissa hipotese.

A avaliagdo de atividade glucanasica dos isoladuifitieos apresentou
comportamento semelhante a atividade quitinasiman, @s isolados epifiticos B5 e
B4 mostrando maior atividade glucandsica, seguilissisolados dd. koningiie
B3. Os isolados Y7 e Y8 apresentaram menores atiesl glucanasicas (Tabela 3).

O mecanismo antifingico das glucanases esta reiioa digestdo dg
glucanos da parede celular dos fungos (Theis & St@8bB4). As glucanases quebram
0s polissacarideos responsaveis pela rigidez dadearcelular dos fungos,
consequentemente destruindo sua integridade (Ho2@3). Elad® Kapat (1999)
observaram producdo de 0,74 U de atividade glu@aasom isolados dd.
harzianum Ja o isolado epifitico d&. koningiiapresentou 2,03 U neste trabalho,
podendo ser explicado pelo fato de que isoladosTehoderma apresentam

aumentos significativos na producaofdé,3- glucanases quando crescidos em meio
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de cultura suplementado com parede celular de tiffigoronha & Ulhoa, 1996). Ja
os isolados epifiticos B5 e B4 apresentam valoatdédade glucanasica superiores
ao resultado do isolado de koningij 0 que vem a reforcar a explicacdo da baixa
taxa de crescimento micelial pelos isolados epif§iB4 e B5, em fun¢cdo do maior
gasto energético.

A atividade proteasica dos isolados epifiticos endisibalho ndo apresentou
comportamento semelhante as atividades quitin&siglacanasica. O isolado de
koningii apresentou a maior atividade, com valor de 1,74&lad& Kapat (1999)
encontraram atividade proteasica de 0,06 U parsolado T39 e 0,05 U para o
isolado NCIM1185 deT. harzianum.Esses resultados mostram-se inferiores ao
resultado obtido pelo isolado dekoningiineste trabalho.

A producdo de proteases é comum entre fungos, cosnalo género
Trichoderma(Hagspielet al, 1989; Haalet al, 1990; Manonmani & Joseph, 1993;
Geremiaet al, 1993). Segundo Howell (2003), a acdo das presedésm sido
relacionada ao biocontrole d& cinerea na qual as proteases atuam inativando as
enzimas hidroliticas produzidas pelo patdgeno sfaliihas de feijoeiro. As proteases
desempenham importante papel na degradacédo ddénpsoida parede celular dos
fungos, bem como atuam na quebra das enzimas itichsldos fitopatdgenos, em
cadeias de peptideos e/ou aminodacidos, restringiredetividade do fitopatdgeno em
colonizar a planta (Rodriguez-Kabagtzal,, 1978).

Dessa forma, os valores de atividade proteasi@saprados pelo isolado de
T. koningii neste trabalho, reforcam a hipotese de que o rniseoande
micoparasitismo possa estar envolvido na interagiagonica cor. citricarpa

Pode-se sugerir que a baixa atividade proteasisasdtados epifiticos B5 e

B4 também esteja relacionada com o seu lento orestd micelial, uma vez que.
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citricarpa poderia secretar compostos toxicos de naturezgigagono meio de
cultura. Esses compostos poderiam retardar o avdog@ntagonistas, sendo que a
atividade protedsica dos mesmos ndo seria suficipata a degradacdo de parte
protéica destes compostos toxicos.

De maneira geral, o isolado epifitico B3 apresentoenor atividade
enzimatica, com excecao apenas da atividade prmagasqual o isolado epifitico B5
apresentou a menor atividade. Esses resultadosmpsde relacionados com o0s
resultados obtidos no teste de pareamento de asilbamG. citricarpa no qual o
isolado B3 foi pontuado com nota 2, ndo apresentanelscimento micelial sobre a
colénia do patdgeno. Segundo Duffy & Défago (1999, fitopatdgenos nao se
apresentam estaticos frente as estratégias utbzamblos agentes de controle
biolégico. Segundo os autores, alguns fitopatogggmdem degradar compostos
antimicrobianos produzidos por agentes de bioc@tsoiprimindo temporariamente
a acao antagonista. A hidroxilagdo de compostdsdiecarbonetos constitui-se em
uma estratégia que muitos fungos utilizam para ieéim metabolitos toxicos
(Kinderlerer, 1993). Assim, sugere-se que o baesethpenho do isolado epifitico
B3 no teste de pareamento possa estar relaciorsatlaixéas atividades enzimatica
e/ou a algum mecanismo de detoxificacdo desenwvid G. citricarpa Além da
capacidade de detoxificagdo, muitos fungos fitogp@aos apresentam a capacidade
de produzir compostos toxicos contra agentes deobioole (Duffy & Défago,
1997), como em trabalho relatado por Lewis & Lunms@i®©95), no qual metabdlitos
produzidos porRhizoctonia solaniJ.G. Kihn (1858) reduziram o crescimento
micelial e a producdo de conidios dos antagoni$tabarzianum Trichoderma
hamatum(Bonord.) eT. viride A producdo de varios tipos de micotoxinas também

ocorre em defesa a antagonistas, com micotoxindisfunaionais que protegem o
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microrganismo contra antibiéticos e stresses artdigr(Stormeret al, 1998).

Geralmente esses fenbmenos ocorrem em fungos @stiroento lento (Lewis &
Lumsden, 1995), como o patdger®. citricarpa mecanismos muitas vezes
desenvolvidos como medida de adaptacdo, viabilzaodestabelecimento em

condicOes hostis.

4.3.4 Avaliagbesn vitro de antibiose

4.3.4.1 Experimentos com filtrado de cultura

Dos filtrados de cultura testados apenas os fisadbs isolados B3 e Y8
afetaram o crescimento micelial @& citricarpa, com diferengas significativas ao
controle (Figura 6).

A acgédo de antibiose ocorre durante interagcbes e®ndd compostos
difusiveis de baixo peso molecular produzidos pelpsntes de controle bioldgico,
inibindo o crescimento dos fitopatbgenos (Benéeal, 2004). Muitas espécies de
Trichoderma produzem metabdlitos antimicrobianos, como &cidarzinico,
triclolin e peptaibols (Howell, 2003). Xiao-Yat al (2006) observou a produgéo de
trichokomis por isolados d€&. koningii SMF2, composto responsavel pela redugéo
do crescimento de varios fitopatdgenos. Segunddt@&eet al (2004), em alguns
casos, a producdo de antibidticos é correlacionadaa habilidade de biocontrole e
o efeito do antibidtico purificado desempenha paeehelhante ao do antagonista.
Wiestet al (2002) observaram a producdo de antibiéticosgiteps por isolado de
Trichoderma virens Pers., associando o composto com o biocontrole de

fitopatdgenos, pela atuacdo em sinergismo com eszimuroliticas. Dessa maneira,
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os filtrados dos isolados B3 e Y8 mostraram a pgsee compostos toxicos p&a

citricarpa, dentre as quais podem-se incluir os antibioticos.

& médio colonia
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Figura 6. Diametro (&) médio da colbnia d&uignardia citricarpa quando
inoculada juntamente com discos de papel filtroteoao filtrados de
cultura dos isolados B5, B4, B3 e fiechoderma koningjie também de
levedura Y7 e Y8, epifiticos de bergamoteira cvnkdoegrina, segundo
método de Feiet al. (2004). A legenda se refere aos isolados. Barras
seguidas de mesma letra nédo diferiram entre si feske de Tukey a

5%. Porto

Alegre, RS, 2007.

Segundo Drobyet al (1991) geralmente as leveduras nao produzem

antibidticos. Todavia, quando a leveduraréobasidium pullulangde Bary) foi

submetida a condicdes de escassez de nutrienteseau producdo de antibioticos

(Mc Cormacket al, 1994). E possivel que um unico isolado de leregossa

produzir multiplas toxinas em reposta a difereat@mnismos (Walkeet al, 1995).

Ja a composi¢cdo dos antibidticos produzidos petedigaPseudozyma flocculosa

(Traquair, L.A. Shaw & Jarvis) € uma mistura dei\getos de acidos graxos, que

afeta a permeabilidade da membrana celular do mg@nismo, inibindo seu

crescimento (Avis &

Bélanger, 2001).

Fialho (2004) verificou o efeito de filtrado de tcwh de uma linhagem CR-1

de Saccharomyces cerevisiantagbnica . citricarpa No entanto, os resultados
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demonstraram que o filtrado de cultura ndo foi za@a reduzir o crescimento
micelial do patdgeno, sugerindo ndo haver presdagaompostos antimicrobianos.
Entretanto, o isolado de leveduras Y8 deste trabalbstrou-se capaz de produzir
compostos com efeito antiflingicdza citricarpa

Alem da producgé&o de antibioticos, determinadasdearas apresentam o fator
“killer”, um peptideo toxico capaz de inibir 0 cc@sento de outros microrganismos
(Philliskirk & Young, 1975; Young, 1982). Segundoalker et al. (1995), fungos
filamentosos também podem ser suscetiveis as le&dtkiller’, estandoS.
cerevisaee Sporobolomyces roseukluyver & C.B. Niel (1924)entre as linhagens
com maior potencial antagonico (Janisiewatal, 1994). Diante disso, o isolado Y8
pode ter manifestado o fator “killer” no filtrade d@ultura, sendo necessérios estudos

detalhados para verificar esse fenémeno.

4.3.4.2 Avaliagdoin vitro da producéo de metabdlitos volateis sobre o

desenvolvimento deG. citricarpa

Foi possivel observar que todos os isolados episitde fungos filamentosos
produziram metabolitos volateis que interferirangatezamente no crescimento
micelial deG. citricarpa no entanto, os tratamentos com isolados de leaeaio
diferiram do seu controle (Figura 7). Embora osatreentos com os isolados de
fungos filamentosos ndo apresentaram diferencagisaivas entre si, os isolados
B4 e deT. koningii apresentaram a maior redugdo do crescimento alicedi

patégeno.
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Figura 7. Efeitoin vitro de compostos volateis liberados pelos isoladdfitieps
B5, B4, B3, Trichoderma koningji Y7 e Y8 de bergamoteira cv.
Montenegrina, sobre o diametro (&) médio da col@@asuignardia
citricarpa. Controle 1 - para fungos filamentosos; controle Rara
leveduras. Barras seguidas de mesma letra naaralfeentre si pelo
teste de Tukey a 5%. Porto Alegre, RS, 2007.

Segundo Wheatley (2002), uma ampla variedade derorgenismos
produzem compostos volateis. Strobelal. (2001) identificaram cinco classes de
compostos importantes nos gases volateis micofurtégaésteres, cetonas, 4cidos e
lipidios. Wheatley (2002) referencia os compostoigteis como bons sinalizadores
quimicos em interacbes microbianas pelo fato desmmtarem capacidade de
alcancar longas distancias. Varios compostos vselgteduzidos por géneros de
bactérias e fungos exercem efeitos deletérios smbrescimentadn vitro de diversos
fitopatdgenos (Alstrom, 2001; Wheatleyal, 1996).

Walker & Connick (1983) testaramm vitro, o efeito das cinco classes de
compostos volateis produzidas pelo endéfilascodor albus(Strobel & Hess)
contra Pythium ultimum Trow, R. solani Phytophthora cinnamomiRands,

Verticillium dahliaeKleb., Fusarium oxysporum sp. betae(Snyder & Hanseng

Sclerotinia sclerotiorum(Lib.). Os compostos foram capazes de matar tados
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fitopatdgenos testados, com excecad-dexysporunt. sp. betae que teve apenas
seu crescimento reduzido. Stinseinal (2003) observou o controle d& dahliae
pela acdo de compostos volateis produzidosvpalbuse Muscodor roseuéStrobel
& Hess), sugerindo a utilizagdo desses compostosudstituicdo ao brometo de
metila para o controle de fitopatégenos de solo.

Dennis & Webster (1971) relatam que fungos cdmeiridee T. koningiisao
eficientes produtores de metabdlitos volateis emonue cultura. Os autores
esclarecem que antibiéticos volateis atuam sobriimgos através da inibicdo do
crescimento micelial. No presente trabalho, foiesbada a produgédo de compostos
volateis pelos isolados de fungos filamentososjcamtlo que o0s antagonistas
testados apresentam mais uma ferramenta no cowked® citricarpa e que, nas
condi¢Bes trabalhadas, o mecanismo de antibiosbéranexerce influéncias em
interacdes antagdnicas com o patdgeno.

Fialho (2004) observou a acdo de compostos vol@teiduzidos por trés
linhagens deS. cerevisiaesobre o crescimento d&. citricarpa com a inibicdo do
crescimento micelial do patégeno em até 59%. Qadss de levedura Y7 e Y8 ndo
produziram metabdlitos volateis toxico§acitricarpa Todavia, pode ter ocorrido a
producdo de compostos volateis pelos isoladogiepdide leveduras, mas que ndo
tiveram efeitos deletérios sob@ citricarpa. Segundo Duffy & Défago (1997), os
compostos organicos volateis produzidos pelos anisiags podem agir como
sinalizadores nos fitopatbgenos, aumentando suagripdades competitivas via

induc@o de mecanismos de defesa, estruturais quibiicos.
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4.3.5 Avaliagaoin vitro da competicdo por nutrientes

4.3.5.1 Deteccéo de sideroforos

A producado de sider6foros nos filtrados de culdeatodos os isolados de
fungos filamentosos testados (Tabela 4 e Figura &uantificacdo de sideroforos
nos filtrados de cultura néo foi realizada, entrigtao isolado B3 apresentou menor
intensidade na coloracdo amarelo-avermelhado, isdgermenor produgéo de
sideréforos, quando comparado com os demais iselpdmutores. Ja nos filtrados
de cultura dos isolados de leveduras néo foi dedac producao de sideréforos.

Sideréforos produzidos por microrganismos podemesatar diversas
estruturas e variavel nivel de afinidade com o etgm Ferro 11l (Neilands, 1984).
Os sideroforos também apresentam papel determinantecrescimento de
microrganismos em ambientes em que o ferro mostiargante (Neilands, 1993).
A producao e a utilizagdo de sideroforos por agedéebiocontrole podem atuar de
forma direta na supresséo de doencas pela redagdispbnibilidade de ferro para o
crescimento dos fitopatdgenos e também indiretaar@mt aumentar a biossintese de
compostos antimicrobianos, devido ao aumento deezleos tracos importantes nas
rotas biossintéticas, como por exemplo, a proddedantibidticos (Duffy & Défago,
1999 apud Paz, 2005). Os sider6foros produzidosipaivactérias também tém sido
relatados como compostos que auxiliam no cresconergetal, capturando e

transportando ferro para dentro das plantas (Nislat993).
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Tabela 4. Producdo de sideré6foros pelos isoladdiiegs de bergamoteira cv.
Montenegria, antagonistasGuignardia citricarpa Porto Alegre, RS,

2007.
Isolados antagonistas Producgéao*
Fungos filamentosos
IsoladoB3 +
IsoladoB4 ++
IsoladoB5 ++
Trichoderma koningii ++
Controle -
Leveduras
IsoladoY7 -
IsoladoY8 -
Controle -

*++: intensa coloracdo amarelo-avermelhado; moderada coloragdo amarelo-avermelhado;
auséncia de coloragcao amarelo-avermelhado.

Figura 8. Deteccgédo de sideréforos em filtradosulen@a dos isolados epifiticos de
bergamoteira cv. Montenegrina: (A) controle; (Bjtamento positivo. A
coloragdo amarelada indica a presenca de sidesdfBooto Alegre, RS,

2007.

A producdo de sideroforos por agentes de contr@édico tem sido
relatada como um importante mecanismo no biocentd@® doencas de plantas
(Riquelme, 1996), atuando no sequestro de ferrardbiente e, por meio disso,
limitando o crescimento ou a atividade metabolics ditopatogenos (Loper &

Buyer, 1991). Com a verificacdo da producdo deréfdeos neste trabalho, pode-se
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sugerir que os isolados produtores exercam acaga@msta . citricarpa sem que
seja necesséario o contato direto entre hifas. Tambéossivel sugerir que a acao
dos sider6foros no filoplano de bergamoteira poshir a germinacdo dos
ascoésporos e conidios do fitopatégeno.

Sendo assim, os isolados de fungos filamentosostranasi-se como
potenciais competidores pelo nutriente ferro, aenemndo esta caracteristica aos
demais mecanismos de antagonismo col@ra citricarpa ja detectados neste
trabalho. Isso sugere que os isolados trabalhapiesentam potencial satisfatorio
para serem utilizados como agentes de controlédiaa deG. citricarpa, pois
Lorito et al (1993), Someyeet al (2001) e Wooet al (2002) sugerem que 0
sinergismo entre diferentes mecanismos de antagoné crucial no controle de
doencas de plantam vivo. Como h& enorme variacdo na disponibilidade de
nutrientes no filoplano, inclusive de ferro (Bekti991), os isolados que produziram
siderdforos podem apresentar condicdo vantajosstdbelecimento no filoplano de
bergamoteiras, quando utilizados de forma massal pepgramas de controle
biologico.

Embora nas condi¢gbes trabalhadas n&o tenha sidcado a producéo de
sideréforos pelos isolados de leveduras, Calvesiteal (1999) relatam que
sideréforos produzidos por isolados &dodotorula glutinis(Fresen.) exercem
importante papel no controle biolégico da podrid&al causada pdP. expansum

em poés-colheita de maca.
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4.4 Avaliagdo do desempenho do isolado dErichoderma koningiino
controle biolégico da pinta preta dos citros em poar de bergamoteira cv.

Montenegrina

O isolado epifitico d&. koningiiapresentou efeito significativo na redugéo
da incidéncia (p = 0,0073) e da severidade (p 90p da PPC, nos frutos de
bergamoteira cv. Montenegrina, em relacdo ao clentido Box plot (Figura 9)
podemos observar que o tratamento com o isoladiti@pdeT. koningiiapresentou
0s menores valores de incidéncia, com mediana de @@ severidade, com mediana
de 1,86. Assim, com a aplicagdo do agente bioclaiwo obteve-se redugéo de
18,58 % na incidéncia e 63,82 % na severidade.

A bergamoteira cv. Montenegrina inicia o processontudancga da cor de
seus frutos a partir da ocorréncia de temperatubass. Com o inicio do processo
de maturacdo, o patégemda citricarpa torna-se mais ativo e temperaturas médias
entre 20 e 25° C favorecem a expressao dos sintdmB&C (Sutton & Waterston,
1966). Schmidt (2003) observou incremento no peévegile frutos de bergamoteira
cv. Montenegrina com sintomas de PPC, em tempeasatnédias entre 20 e 25 ° C.

No presente trabalho, os frutos apresentaram coanpiedanca de cor nos
meses de agosto, setembro e outubro, quando a®rtdmas médias mensais
apresentaram-se entre 12,5, 18,7 e 20,5°C, respeeinte (Figura 10). Apesar das
temperaturas médias mostrarem-se abaixo das temnm@eEramencionadas como
sendo ideais para o aparecimento da doenca, @snsistda PPC foram expressos

nos frutos.
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Figura 9. Box plot para os valores de severidaderid qual n = 70, e incidéncia
(B), com n =7, em porcentagem, da pinta pretacttass, em frutos de
bergamoteira cv. Montenegrina, tratadas com e senmagente
biocontrolador epifiticoTrichoderma koningii Linha no Box indica o
valor da mediana. Linha superior do Box representpartil superior
(75%). A linha inferior do Box representa o quairilerior (25%). As
linhas externas ao Box representam os percentisrisup(95%) e
inferior (25%). Os pontos representam o0s valoresremos da
distribuicdo. Porto Alegre, RS, 2007.
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Figura 10. Valores médios mensais de precipitaciiovigmétrica (mm) e
temperatura (°C), nos meses de junho a outubro 0fF.2Dados
climaticos obtidos pela Fepagro - Estacdo Agrommetégica do
Centro de Pesquisa de Fruticultura do MunicipioTdguari — RS.
Porto Alegre, RS, 2007.

A determinacdo precisa do inicio do periodo de etilsidade é um fator
chave no manejo de doencas de plantas. Segundé Kk8181), o periodo critico de
suscetibilidade dos frutos para a PPC ocorre daedgdse de chumbinho até cerca de
seis meses ap0s a queda das pétalas. Ja para ifFuadE000), o periodo de
suscetibilidade da doenca comeca no estadio del&3pétalas caidas e termina
cerca de 42 dias apds esse evento. Neste tralzalhaplicacbes com o agente de
biocontrole iniciaram com o fruto em estadio de mehinho e seguiram até o
momento da colheita dos frutos. Assim, como ndadrsenso entre o inicio do
periodo de suscetibilidade, pode ter ocorrido actdo de alguns frutos antes das
aplicac6es do agente biocontrolador. Aceita egsatése, pode-se sugerir que com
aplicacdes mais precoces pode-se ter uma melhotegdm dos frutos e,
consequentemente, reduzir os indices da doenca.

Com a reducgédo da doenca proporcionada pelo iselpifitico deT. koningii,

sugere-se que esse agente de biocontrole auxdiiviamente no manejo da PPC,
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nos pomares de bergamoteira cv. Montenegrina, @igmiisob 0 manejo organico
empregado pela Cooperativa Ecocitrus. Como a Eosciestina grande parte da
producdo de bergamotas a fabricacdo de suco,izagdib do isolado epifitico de
koningii pode ser uma importante ferramenta no manejo da BRP@ vez que é
aceitavel a presenca de les6es nos frutos, disremte dos frutos destinados ao
mercado de frutas frescas, que apresenta uma gelagérsamente proporcional
entre a presenca de lesdes nos frutos e o valoneteado. Como o agente
biocontrolador reduziu a severidade, também é palssilgerir que reduza a queda
prematura de frutos, causada pela alta severidaslenesmos. Todavia, como nao
foi monitorada a queda de frutos, sugerem-se nsaigles para avaliar o parametro
e também avaliagBes para determinar o nivel méaxdmeeveridade que o fruto
suporta até a sua queda. Schmidt (2003) observeaciagdo positiva entre
severidade da PPC e o aumento na queda de frutobedgamoteira cv.
Montenegrina.

A reducdo da severidade da PPC nos frutos, promgeétb isolado epifitico
de T. koningij pode representar em um ganho no nimero de fcorogpadréo para
o mercado de frutas frescas. Segundo relatos deatEs) frutos com poucas lesdes
podem ser destinados para 0 consumpatura sem que ocorra rejeicao por parte
dos consumidores. Sabe-se que existem barrei@ssdititarias para frutos com
lesdes de PPC, principalmente para o mercado euwrdjpelavia, para o mercado
interno as barreiras fitossanitarias permitem aeromalizagdo de frutos com lesdes,
em regides em que a doenca encontra-se estabelPedsa maneira, frutos com
baixo indice de severidade podem ser destinadawesicado de frutas frescas e,

assim, agregar maior valor de mercado.
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No presente trabalho, o agente de controle bioddgéo foi comparado com
tratamento padrdo (fungicida) para o controle d&€,PiRevido ao fato de que no
manejo organico ndo é permitido o uso de fungicg&aketicos. A comparacdo do
biocontrolador com a calda bordalesa ndo foi redéizpela falta de condicdes
estruturais. No entanto, como a calda bordalesa semdo bastante utilizada nos
altimos anos para o manejo de doengas, segundo ddaécnicos da Ecocitrus, ja
h& indicio de acumulacdo de cobre nos solos dosam@smde citros, e o
desenvolvimento de estratégias para a eliminagidativa do produto faz parte dos
objetivos do Grupo de Citricultura Ecoldgica - GCE.

Tem sido frequente o uso de algumas espécies daragénchodermapara
controle de doencas de plantas. A utilizacdo diadeoT39 deT. harzianumpara o
controle biolégico deB. cinerea(Elad, 1994; O'Neill et al., 1996) e também para o
controle de doengas do pepineiro em casa de végeté&m sido relatado com
sucesso (Elad, 2000; Elad & Shtienberg, 2000). SsglElad (1996), o controle
bioldgico de patdgenos envolve varios mecanismosgd®, sendo que 0S mais
estudados sao o0 micoparasitismo, a competicamegoae.

O micoparasitismo pode apresentar um importantelgap uma relacao de
antagonismo, no qual o biocontrolador com suasnewihidroliticas degrada a
parede celular dos fungos fitopatogénicos, impedira desenvolvimento de
epidemias. No presente trabalho, ndo foi possikeérvar,in vitro, evidéncias de
interacdo direta de micoparasitismo do isoladoiteguf de T. koningii sobre G.
citricarpa. Todavia, pode-se sugerir que nas condi¢Oes dudihm de bergamoteira
cv. Montenegrina, onde condi¢cdes de escassez dientes sGo comuns, possa ter
ocorrido o micoparasitismo do isolado d@e koningii sobre G. citricarpa Cabe

ressaltar quen vitro foi observado o crescimento paralelo de hifasr d&oningii
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com hifas deG. citricarpa sendo um indicativo de que o micoparasitismo goss
ocorrer nessa interagao.

Outro fator que sugere a acao de micoparasitismageaote biocontrolador
sobreG. citricarpa, em condi¢gfes do filoplano, diz respeito a preseate atividade
guitinasica, glucanasica e proteasica do antagonsndo que o isolado de
koningii apresentou a maior atividade proteasica, quand@a@mdo com 0s demais
isolados antagonistas testados. Segundo Rodrigabartaet al (1978), também
pode ocorrer a inativacdo das enzimas dos fitopatigy por proteases produzidas
pelos agentes de biocontrole, evitando assim atpe@e dos patdgenos nos
hospedeiroElad & Kapat (1999) observaram que sobre filoplansolado T 39 de
T. harzianumproduziu proteases, as quais reduziram a gernonde8. cinereae
consequentemente o desenvolvimento da doenga.

A hipétese de que a reducdo dos indices da PP&jgmdddo epifitico dd.
koningii, possa ter ocorrido pelo mecanismo de competicdce#avel. Como esse
agente biocontrolador apresentou produigawitro de sideroforos, pode-se sugerir
que também tenha ocorrido sua producdo no filopldeo bergamoteira cv.
Montenegrina e que tenham reduzido a fonte de,ferdesponibilizando o elemento
para o metabolismo d8. citricarpa consequentemente reduzindo o crescimento do
patégeno.

Para Loritoet al (1993), é provavel que ocorra um sinergismo eoge
mecanismos de antagonismo, no qual o micoparasitiamantibiose e a competicao
possam atuar conjuntamente contra um fitopatégémiretanto, Elad (2000)
menciona que em muitos dos casos de interacaoosisiga, apenas parte dos

mecanismos possam atuar. Assim, estudos mais ageafas se fazem necessérios
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para a determinagcdo dos mecanismos que estdo elogha reducao da PPC, pelo
isolado epifitico d&. koningii

No presente trabalho, ndo foi realizada a compardgéisolado epifitico de
T. koningiicom outros agentes biocontroladores, isoladosydseates distintos ao
filoplano de bergamoteira cv. Montenegrina. Todap@emos inferir que o fato de
utilizar um agente de controle biolégico selecianad proprio ambiente em que
serd utilizado para o manejo de doencas, consgteim um fator positivo. A selecao
local de agentes biocontroladores, além de apmasémimeras vantagens para o
controle biolégico de doencas de plantas, apresentaomo uma ferramenta
importante para auxiliar na soberania tecnoldgioa ditricultores ecoldgicos da
regido do Vale do Cai. Uma vez que essa tecnologssa ser apropriada pelos
citricultores, é possivel selecionar constantemante®s agentes biocontroladores,
ndo apenas para o controle da PPC, mas tambénopiaes doencas importantes
como a seca das brotacOes causad@pemaria spp., a podridao floral causada por
Colletotrichum acutatund.H, entre outras. Além disso, a biosprospecc¢aagdates
biocontroladores de doencgas de plantas pode ssideoada como de baixo custo,
gquando comparada com outros processos de desengatd de produtos
fitossanitarios, como por exemplo, 0s quimioterapic

Com a verificacdo de existéncia de microrganismqsfitieos de
bergamoteiras cv. Montenegrina é possivel empregiaas estratégias diferentes do
controle biolégico classico, com a constante apdioa massal de agentes
biocontroladores. Conhecendo o agente de contialiggiico e sua biologia, pode-se
realizar préticas de manejo que proporcionem o atoneda populacdo desses

microrganismos a niveis suficientes para realizasootrole biolégico natural de
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determinado fitopatégeno, fazendo com que as gpksa massais possam ser
reduzidas.

A utilizac&o apenas do isolado epifitico Tiekoningii,neste ensaio, deveu-se
ao fato do génerdrichodermaser amplamente empregado no controle biolégico de
doencas de plantas e, também, porque apresentddadd in vitro de varios
mecanismos de antagonismo. Os demais isolados tw@goaistas selecionados
também apresentaram mais de um mecanismo de aistagoriodavia, algumas
restricbes predominaram para que nao fossem dtilgzaos testes de campo. Dentre
as restricbes estdo a falta de identificagdo dwades, a falta de métodos efetivos
para multiplicacdo massal dos isolados apenas cesgimento micelial, e a falta de
estrutura para desenvolvimento de mais de um teatBomo campo.

Porém, muitos trabalhos de controle biolégico dengas de plantas tém
conseguido éxito com a acdo conjunta de agentewlkeole biolégico, podendo
resultar em uma acao sinérgica entre os antagshistor plasticidade dos agentes
frente as condicdes climéticas, e levar a um metbatrole de fitopatégenos. Dal
Soglio (1995) verificou que o controle bioldégico Resolanj na rizosfera de plantas
de Soja Glycine max_.), foi mais efetivo com a combinacdo do isoladd33-2-2
de Bacillus megateriumcom o isolado Th 008 d&. harzianum do que cada
antagonista separadamente. Diante disso, maisosstlelem ser realizados com o
objetivo de agrupar outros agentes biocontrolad@®sisolado epifitico deT.
koningii e, assim, aumentar a eficacia do controle biotdde PPC.

A estratégia de misturar varios agentes de biooentmostra-se de suma
importancia para a sustentabilidade de um progrdmacontrole bioldgico de
doencas de plantas, sem que haja o desenvolvinggtam superantagonista,

evitando assim, a simples substituicdo de um agicat@uimico sintético por um



75

agente de biocontrole, e também a selecdo de dagaatogenos com capacidade de

defesa aos biocontroladores.



5 CONCLUSOES

Baseado nas condicbes em que este trabalho fa®al pode-se concluir

que:

» Existem fungos filamentosos e leveduras epifitichs plantas de

bergamoteira cv. Montenegrina antagonist éitricarpa,

» Os microrganismos epifiticos testados desenvolvesmins mecanismos

de antagonismo @. citricarpa

» O isolado epifitico deTrichoderma koningii mostra-se um agente
biocontrolador da PPC, em pomares de bergamoteirdontenegrina,

conduzidas sob manejo organico;



6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho evidenciou a possibilidade @alizacdo de
bioprospeccdo de microrganismos epifiticos de ptantle bergamoteira cv.
Montenegrina, antagonistasz citricarpa, e com potencial para o controle da PPC.
Desse modo, torna-se possivel o desenvolvimentandeprograma de controle
biolégico para a PPC, em pomares de citros orgamcregido dos Vales do Cai e
Taquari. Além disso, ressalta-se a viabilidade @ooca de um programa dessa
natureza, pois é possivel implementa-lo sem o epdet grandes investimentos
financeiros. Também, o processo de multiplicacdesele agentes de controle
biolégico pode ser gerenciado pelos préprios ciliices, através da construcao de
biofabricas para suprir a demanda local.

O desenvolvimento de formula¢cdes com varios antatgpara o controle
da PPC é outra linha de pesquisa a ser implementska perspectiva pode
contribuir para aumentar o nivel de controle dandagevitar que ocorra pressao de
selecdo de racas do patégeno com capacidade desadedes agentes
biocontroladores, favorecendo a sustentabilidadesiema.

Com este trabalho, torna-se necessario a contihelidas investigacdes que
envolvem o controle biolégico da PPC. A determioaci® parametros como o
momento mais adequado para inicio da introducdagestes biocontroladores e a

frequéncia das aplicacdes, mostra-se indispeng@ral a efetividade do sistema,
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bem como, para otimizar a mao-de-obra dos agri@gdtamiliares. Estudos sobre a
dindmica populacional dos agentes de biocontrofebéan podem auxiliar no
desenvolvimento de técnicas de manejo que prop@wui®m® aumento das populacdes

dos antagonistas nos pomares, sem a necessidadastiantes aplicacoes.
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