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RESUMO

O Brasil é o maior produtor de citros, sendo um dos seus principais produtos de
exportacdo da cadeia agroindustrial. Um dos fatores que afetam a qualidade e a
producdo do produto final obtido é a Mancha Marrom de Alternaria, causado pelo fungo
Alternaria alternata. A doenca provoca desfolha, seca de ramos e queda de frutos em
tangerinas e seus hibridos. Para controle dessa doenca sao utilizados fungicidas, porém,
a mancha marrom é uma doenca de dificil controle podendo ser necessarias de 7 a 10
aplicacdes do fungicida, aparecimento de resisténcia dos fungos, intoxicacdo nas
pessoas e contaminacdo do meio ambiente devido ao emprego de fungicidas. Métodos
alternativos como o controle bioldégico com aplicacbes de micro-organismos
antagonistas e a nutricdo das plantas sdo op¢fes de menor impacto ao meio ambiente.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de Trichoderma spp.,
Bacillus subtilis e fertilizante organomineral, no controle da Mancha Marrom de
Alternaria em plantas citricas de tangerina Ponkan. O experimento foi realizado com
delineamento casualizado, constituido de oito tratamentos com quatro repeti¢es. Os
experimentos foram avaliados quanto a incidéncia da doenc¢a. Os dados mostraram que
o melhor controle foi o tratamento quimico, porém os tratamentos com Trichoderma
spp., Trichoderma spp. + fertilizante e Trichoderma spp. + Bacillus subtilis
apresentaram Gtimas taxas de controle, podendo inclusive substituir o tratamento
quimico no controle desta doenca.

Palavras chaves: Citros; Tangerina “Ponkan”; Alternaria alternata; Acidos htimicos e

fulvicos.



ABSTRACT

Brazil is the largest citrus producer, being one of its main exports of agro-industrial
chain. One of the factors that affect the quality and production of the final product is the
Brown Spot Alternaria, caused by the fungus Alternaria alternata. The disease causes
leaf drop, dry branches and fruit drop in tangerines and their hybrids. To control this
disease fungicides are used, however, the brown spot is a difficult to control disease,
may be required from 7 to 10 applications of fungicide, appearance of resistance of
fungi, intoxication in people and environment contamination owing the application of
fungicides. Alternative methods such as biological control with applications
antagonistic microorganisms and plant nutrition are options of smaller impact to the
environment. Therefore, the objective of this work was to evaluate the potential of
Trichoderma spp., Bacillus subtilis and fertilizer, in control of Alternaria Brown Spot in
citrus plants Ponkan tangerine. The experiment was carried out in a randomized design,
consisting of eight treatments with four replicates. The experiments were evaluated for
the incidence of the disease. The data showed that the best control was the chemical
treatment, but the treatments with Trichoderma spp., Trichoderma spp. + Fertilizer and
Trichoderma spp. + Bacillus subtilis presented excellent control rates, and may even

replace chemical treatment in the control of this disease.

key words: Citrus; Tangerine "Ponkan™; Alternaria alternata; humic and fulvic acids.



1. INTRODUCAO

A maior producdo mundial de citros é a brasileira, tanto na forma
industrializada em sucos concentrados como para o consumo “in natura”. A qualidade e
a producdo dos frutos poderia ser maior, porém, indmeras doencas e pragas
comprometem esta cultura. A mancha-marrom de alternaria (Alternaria alternata)
considerada uma das principais doengas citricas, aumenta o custo de producdo, pois
exige elevado numero de aplicacbes de fungicidas quimicos. Sendo necessario,
portanto, a avaliacdo de novas formas de controle, de baixo impacto ambiental e
eficientes.

Ha uma crescente demanda por produtos agricolas livres de residuos de
agrotoxicos e por uma agricultura de menor impacto sobre 0s recursos naturais. Nessa
perspectiva, 0 uso de produtos a base de agentes biolégicos para o controle de doencas e
pragas de plantas tem obtido forte crescimento nos ultimos anos. Atualmente, sdo mais
de 40 espécies de antagonistas utilizados para o controle de doencas de plantas, sendo o
género Trichoderma responsavel por quase 50% dos antagonistas comercializados,
seguido de Bacillus, Pseudomonas, Paecilomyces e Streptomyces.

Entre estes géneros, espécies do Trichoderma possuem a capacidade de
controlar um grande nimero de doencas de plantas através de propriedades antagbnicas
baseadas na ativacdo de um arsenal de mecanismos, o que possibilita atividade contra o
fitopatogeno. B. subtilis destaca-se no controle de doengas pos colheita e do filoplano, é
uma bactéria muito versatil, sendo eficiente na prevencdo e controle de doencas
causadas por varias espécies de patdgenos em diversas culturas.

Na sanidade das plantas, aléem da acdo dos micro-organismos antagonistas,

altos indices de producdo e qualidade de frutos citricos sdo alcancados por meio do



equilibrio no fornecimento de micro e macronutrientes e, 0s quais atuam direta ou
indiretamente no metabolismo vegetal. Os fertilizantes organominerais agrupam
elementos quimicos e organicos essenciais para as plantas, garantido a expansdo da
citricultura em solos de baixa fertilidade.

No mercado existe disponiveis inumeros fertilizantes organominerais, neste
trabalho foi escolhido o adubo organomineral da marca comercial Beifort® que é
elaborado a partir de extratos liquidos da compostagem do bagaco, engaco e semente de
uva. Residuos da uva (bagaco, engaco e semente), embora biodegradaveis, necessitam
de um tempo minimo para sua decomposicdo, constituindo uma fonte de poluentes
ambientais se ndo forem trabalhadas. Segundo o fabricante o produto deve fornecer
nutrientes e micronutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas, carbono
organico para o solo, acidos humicos e falvicos, os quais auxiliam a planta na absor¢édo
de outros nutrientes presentes no solo, a fortalecendo contra os ataques de pragas e
doencas.

Considerando as informacdes, neste trabalho foi avaliado a acédo do fertilizante
isoladamente e na interacdo com Trichoderma e Bacillus subtilis no controle da mancha

marrom de alternaria.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial de Trichoderma spp., Bacillus subtilis e de fertilizante
Organomineral com &cidos humicos e fulvicos no controle da Mancha Marrom de

Alternaria em tangerinas “Ponkan”.

2.2. Objetivos especificos

. Avaliar in vitro Trichoderma spp. e Bacillus subtilis quanto a agédo
antagonica sobre o fitopatogeno Alternaria alternata;

o Confirmar a patogenicidade do isolado de Alternaria alternata em
plantas de tangerina “ponkan”;

. Avaliar in planta a acdo de Trichoderma spp. e de Bacillus subtilis no
controle da Mancha Marrom de Alternaria em tangerina “Ponkan”;

o Avaliar o efeito do tratamento com fertilizante organomineral no controle
da Mancha Marrom de Alternaria em tangerina “Ponkan”;

. Avaliar o efeito da consorciacdo de fertilizante organomineral com
Bacillus subtilis no controle da Mancha Marrom de Alternaria em tangerina “Ponkan”;

o Avaliar o efeito da consorciagdo de fertilizante organomineral com

Trichoderma spp. no controle da Mancha Marrom de Alternaria em tangerina “Ponkan”.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Importancia econdémica dos citros

De origem asidtica, as plantas citricas foram introduzidas pelas primeiras
expedicdes colonizadoras no Brasil, onde com melhores condi¢cbes para se
desenvolverem e produzir do que nas proprias regides de origem, 0s citros se
expandiram para todo o pais. Variedades como tangerinas e Tahiti contribuem para o
agronegacio dos citros no Brasil (Lopes et al., 2011).

Desde as Ultimas décadas a cadeia agroindustrial citricola no Brasil tem grande
importancia, pois 0s citros se enquadram entre os principais produtos de exportacao,
(Neves et al., 2001). Em 2009, as exportacdes do complexo citricola totalizaram 2,15
milhGes de toneladas de produtos, correspondendo a US$ 1,84 bilhdes em receita,
representando cerca de 3% das exportacGes do agronegdcio brasileiro (Neves et al.,
2010).

Para a exportacdo dos citros, os exportadores brasileiros precisam atender a
uma série de exigéncias que envolvem questBes fitossanitarias, de embalagem,
consisténcia na qualidade do produto e regularidade na entrega para atender a legislacédo
em vigor do pais importador (Neves et al., 2010).

O Brasil é uns dos principais produtores de tangerinas no mundo, perdendo
somente da China, Espanha e Japdo (Viana, 2010). Em 2015, foram produzidas 999.686
toneladas de tangerinas no Brasil, sendo a regido sudeste o principal polo produtor, a
regido sul é o segundo principal polo produtor da fruta (figura 1) (IBGE - Producédo

Agricola Municipal, 2015).
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Figura 1. Producdo de Tangerinas no Brasil. Fonte: IBGE (2015).

O Rio Grande do Sul se destaca na producdo de citros por apresentarem

diversidade de variedades cultivadas, com producdo familiar e cooperativismo. Os

municipios que

Harmonia, onde

se destacam na producdo de tangerinas sdo Montenegro, Pareci e

parte da producdo é transformada em doces, geleias e vinhos (Viana,

2010). O Estado é que possui maior area plantada de tangerinas, com 13.049 hectares,

ganhando do estado de Sdo Paulo que possui 11.354 hectares plantados da fruta (figura

2) (IBGE - Produgéo Agricola Municipal, 2015).
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Figura 2. Area plantada em hectares de tangerineiras no Brasil. Fonte: IBGE (2015).



Apesar da alta produtividade, os citros estdo sujeitos a uma série de patdgenos.

3.2. Os citros e a suas principais doencas

Os citros compreendem um grande grupo de plantas do género Citrus e outros
géneros afins (Fortunella e Poncirus) ou hibridos da familia Rutaceae, representado na
maioria, por laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e C. deliciosa),
limdes (Citrus limon), limas acidas como o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego (Citrus
aurantiifolia), e doces como a lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus
paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus
grandis) (Lopes et al., 2011). A maioria dessas espécies € hospedeira de inUmeras
pragas e doencas que limitam sua producdo. Pragas e doencas foram responsaveis pela
erradicacdo de 40 milhdes de arvores citricas no Brasil na década de 2000-2010, quando
a mortalidade saltou de 4% para 7,5%, sendo que 39 milhGes de arvores estavam
situadas no cinturdo citricola de Sao Paulo e Triangulo. As doencas foram responsaveis

por perdas de quase 80 milhdes de caixas de laranjas por ano (Neves et al., 2010).

3.2.1. Mancha Marrom

A Mancha Marrom de Alternaria (MMA) ou simplesmente Mancha Marrom
foi constatada no Brasil em 2001 (Colturato et al., 2009) e, desde entdo vem ganhando
destaque face aos danos provocados na producdo de tangerinas. De ocorréncia até entdo
no Estado do Rio de Janeiro, esta doenca ganhou maiores proporces apos 2003,
causando sérios danos a citricultura dos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul (Cottas, 2008).

A MMA ¢ causada pelo fungo Alternaria alternata f. sp. citri, fungo

saprofitico, que sobrevive nos tecidos da planta citrica. (Peres et al., 2003) O fungo



reproduz-se sobre o material vegetal da planta suscetivel, por meio da formacdo de
esporos assexuais (conidios) (Timmer et al., 2000).

Os conidios possuem uma parede espessa e sdo resistentes ao ressecamento e
outras condicBes adversas (Sposito et al. 2003), cuja liberacdo esté relacionada com a
ocorréncia de condicOes ideais para o patdgeno, sendo facilmente disseminados pelo
vento (figura 3) (Timmer et al., 2000). As condic¢es ideais para infeccdo ocorrem com
temperaturas em torno de 20 a 27°C e 10 a 12 horas de molhamento foliar continuo
(Timmer et al., 2000).

Na germinacdo, os conidios de A. alternata f. sp. citri liberam toxinas
especificas que matam as células do hospedeiro. Estas toxinas permitem a infeccdo e a
colonizacdo dos tecidos pelo fungo, possuindo papel fundamental na expressao dos
sintomas e na ocorréncia da doenca na planta hospedeira (Sposito et al., 2003). A toxina
no sistema vascular produz clorose e necrose que se estendem ao longo das lesbes

(Colturato et al., 2009).

s
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Figura 3. Ciclo de vida do patdgeno Alternaria alternata.

Fonte: Adaptada de Chung, 2012.
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O fungo causa lesbes em folhas novas, frutos e ramos. O periodo de
suscetibilidade varia de acordo com o tecido. Em folhas, o tecido fica suscetivel até a
folha atingir sua expansdao maxima. ApoOs infectada, os sintomas nas folhas sdo
observados em 48 horas na forma de pequenas manchas necroticas, marrons a negras,
rodeadas por um halo amarelado. Essas lesdes se expandem, tornando-se circulares ou
irregulares de tamanho varidvel, podendo ocupar grandes areas da superficie foliar e
atingir as nervuras. Em ramos jovens, 0s sintomas sdo semelhantes aos observados em
folhas, com lesbes de 1 a 10 mm de diametro. Nos frutos, a infeccdo pode ocorrer desde
a queda das pétalas até o seu desenvolvimento, estando estes suscetiveis até 4 meses
apos a florada. As lesBes nos frutos sdo pequenas manchas necroticas escuras, podendo
variar de tamanho conforme a idade do fruto. Em alguns casos, podem ser observadas
lesGes cujo centro torna-se corticoso e saliente, formando uma pustula. Dependendo da
intensidade da doenca, as lesGes podem causar a desfolha da planta, morte de ramos e
queda prematura de frutos. Os frutos que se mantém fixos a planta perdem seu valor
para 0 mercado in natura devido as lesdes causadas pelo fungo (Spdésito et al., 2003).

Préticas culturais como adubacdo nitrogenada pesada, excesso de irrigacdo, assim
como podas severas realizadas em épocas inadequadas, que levam a um grande fluxo
vegetativo, e, portanto, formacdo de tecido suscetivel ao fungo devem ser evitadas
(Spésito et al., 2003).

Essas modificacdes culturais ajudam a reduzir o impacto desta doenca, sendo o
meio de controle mais utilizado as aplicagdes de fungicidas quimicos; porém a MMA ¢
uma doenga de dificil controle sendo necessérias de 7 a 10 aplicacdes de fungicidas
quimicos (Colturato et al., 2009). A utilizacdo inadequada de determinados grupos

quimicos de fungicidas pode provocar o surgimento de populagdes resistentes, por isso



11

é importante que ndo se aplique produtos de um mesmo grupo quimico mais que duas
vezes por safra (Santos Filho et al., 2009).

Apesar de existir legislacdo especifica sobre uso, registro e comércio de
agrotoxicos, entre outras medidas voltadas para a qualidade de vida e do meio ambiente,
ela ndo é eficaz para evitar o uso irregular e até mesmo ilegal de insumos agricolas

(Geremia, 2011).

3.3. Métodos alternativos de controle da mancha marrom de alternaria
3.3.1. Controle Bioldgico

O controle bioldgico de pragas e doencas constitui-se em uma alternativa
importante para o atendimento da crescente demanda da sociedade por produtos e
alimentos livres de residuos deixados pelas aplicacGes de agrotoxicos. Além disso, a
questdo ambiental esta diretamente associada e esse ensejo social de mudanca do padréo
quimico convencional para métodos integrados de producdo (Lopes, 2009). Neste foco,
0 controle bioldgico utiliza diferentes meios para atingir seu alvo, restringindo as
chances de selecdo de linhagens resistentes. Além disso, ndo contamina os alimentos e
nem o ambiente, participando naturalmente da ciclagem dos nutrientes (Ribeiro, 2009).

Do ponto de vista econémico, um inimigo natural efetivo é aquele que € capaz
de regular a densidade populacional de uma praga e manté-la em niveis abaixo do dano
econémico estabelecido para um determinado cultivo. Dentro desse contexto, o uso de
micro-organismos que antagonizam patdgenos de plantas € uma opgéo sustentavel para
o controle de doengas na agricultura, doengas estas que se perpetuam por anos de
cultivo agricola, apesar do uso intenso de agrotoxicos (Ribeiro, 2009).

O controle bioldgico apresenta-se como uma estratégia de grande interesse e

importancia para viabilizar a reducdo ou substituicdo do uso de pesticidas. Nesta
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estratégia o controle das doencas pode ser obtido pela manipulacdo do ambiente, de
forma a favorecer a populacdo dos micro-organismos benéficos presentes, ou pela
introducdo massal de antagonistas previamente selecionados (Lucon, 2008).

No Brasil, a aplicacdo de controle bioldgico ndo é ainda a primeira op¢do para
0s produtores e entre os aspectos que justificam a baixa aplicabilidade desta forma de
controle, estd a limitada disponibilidade de produtos comerciais registrados no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Outra justificativa é a
difusdo de conceitos, principios e vantagens envolvidos no uso de bioprodutos que é
deficiente e a limitacdo do conhecimento dos consumidores sobre as consequéncias para
a saude publica e ambiental do uso intensivo de agrotoxicos (Machado et al., 2012).

Para o desenvolvimento de produtos de biocontrole, hd necessidade de varios
passos, como: coleta, isolamento, identificacdo e caracterizacdo dos micro-organismos;
desenvolvimento da producdo dos mesmos em meios de cultivo; otimizacdo do processo
fermentativo e escalonamento dos processos; estudos de formulacdo e aplicagdo em
campo; obtencdo do Registro Especial Temporario (RET); registro e comercializa¢do do

produto (Silva & Mello, 2007).

3.3.1.1. Bacillus spp.

Grigoletti Junior et al. (2000) enfatizam que Bacillus sdo geralmente
encontrados no o solo, habitando também ambientes extremos, como desertos e
geleiras. A acéo destas bactérias para controle bioldgico nédo € especifica, atuando tanto
sobre patdgenos foliares como radiculares.

Algumas espécies de Bacillus sdo secretoras de substancias estruturalmente
semelhantes aos antibioticos, conhecidas como bacteriocinas, capazes de inibir ou matar

uma grande variedade de outros micro-organismos (Garcia, 2008).
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B. subtilis é efetivo na prevencao e controle de doencas causadas por varias
espeécies de fungos patogénicos, pois inibe a germinacdo dos esporos e o crescimento do
tubo germinativo e micelial dos fungos, blogueando o ataque do patogeno a superficie
foliar pela formacdo de uma zona de inibicdo e também por inducdo de resisténcia no
hospedeiro (D’ Agostino & Morandi, 2009).

O biocontrole promovido por B. subtilis pode ser de natureza direta ou indireta
(Ryu et al., 2004; Ongena et al., 2007; Leelasuphakul et al., 2008). O antagonismo
direto tem o envolvimento de antibiose, como a sintese de substancias antimicrobianas,
a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis (Leelasuphakul
et al., 2008) e o mecanismo indireto é exercido pela resisténcia sistémica induzida
(ISR).

B. subtilis pode colonizar todos os 6rgdos vegetativos das plantas, sendo de
forma epifitica, endofitica e na forma de rizobactéria, o que possibilita um amplo
espectro para o uso agronémico (Lanna Filho et al., 2010).

O sucesso do biocontrolador na promocdo de crescimento de plantas esta
intrinsecamente relacionado com as suas caracteristicas biolégicas (Lanna Filho et al.,
2010), como o auxilio a planta na solubilizacdo de nutrientes, na fixacdo de nitrogénio,
na sintese de fitormodnios e na melhoria das condi¢bes do solo. Além dos beneficios
indiretos: como supressdo do ambiente dos fitopatdgenos (Manjula & Podile, 2005).

O crescimento do sistema radicular pode ser induzido por isolados de B.
subtilis, devido a sua capacidade de regulacdo hormonal das plantas através da sintese
de auxina, giberilina e citocinina (Tsavkelova et al., 2006 e Persello-Cartieaux et al.,
2003).

Além da agdo contra patdégenos fungicos, B. subtilis tem demonstrado agéo

contra nematoides. Os principais mecanismos associados & agdo de rizobactérias como
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B. subtilis no controle desses patdgenos envolvem a reducdo da eclosdo de larvas
juvenis e da atratividade das raizes, em razdo da producdo de toxinas e alteracdo dos
exsudatos radiculares, alem da inducdo de resisténcia sistémica na planta hospedeira
(Sikora & Hoffmann-Hergarten, 1992 apud Fernandes et al., 2014).

Além disso, isolados desta bactéria apresentam facilidades para a manutencao
de sua viabilidade em bioformulados. Assim, a potencialidade para o incremento da
produtividade vegetal, bem como a reducdo de doengas, tem se tornado evidente para
essa espécie de Bacillus (Lanna Filho et al., 2010).

Arguelles-Arias et al. (2009), ao estudar um isolado de B. amyloliquefaciens
designado como GAL, identificaram que este isolado em particular pode representar
uma importante fonte de antibidticos e outros metabolitos secundarios que podem ser
aplicados no biocontrole de patdgenos de plantas. Trivedi e Pandey (2008) identificaram
que isolados de B. megaterium sdo capazes de produzir compostos volateis ou com
capacidade de difusdo, que inibem o crescimento de fungos fitopatogénicos como

Alternaria alternata e Fusarium oxysporum.

3.3.1.2. Trichoderma spp.

Amplamente distribuido por todo o mundo, o género Trichoderma ocorre em
quase todos os tipos de solo e ambientes naturais, especialmente naqueles contendo
matéria organica. Muitas espécies de Trichoderma sdo também encontradas na rizosfera
de plantas. O fato das espécies de Trichoderma desenvolverem-se em varios substratos
justifica a importancia biotecnoldgica atribuida a esse grupo de fungos (Esposito &
Silva, 1998).

Trichoderma spp. séo fungos de vida livre, ubiquos e altamente interativos com

a planta na raiz e solo, bem como no interior de plantas (Pomella & Ribeiro, 2009).
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As espécies do género Trichoderma exibem variabilidade entre as linhagens
com relacdo a atividade de biocontrole, espectro de agdo contra hospedeiros,
propriedades fisiologicas e bioguimicas, como também, adaptabilidade ecoldgica e
ambiental (Silva, 2000 apud Silva & Mello, 2007).

Vaérias espécies de Trichoderma possuem um conjunto de mecanismos de acao
e produzem substancias antimicrobianas que garantem um amplo espectro de atividade
contra diferentes fitopatdgenos, portanto possuem capacidade de controlar varias
doencas. Além disso, algumas linhagens de Trichoderma promovem o crescimento de
plantas pelo aumento na disponibilidade de nutrientes e producdo de hormonios de
crescimento (Lucon, 2008).

O parasitismo parece ser o mecanismo mais eficiente de antagonismo do
controle biolégico natural. Os hiperparasitas por viverem as custas dos patdgenos, estdo
sujeitos as mesmas variagdes ambientais e dependem das mesmas condi¢bes do
organismo parasitado. Dentre os fungos filamentosos, Trichoderma é reconhecidamente
o0 hiperparasita mais importante (Grigoletti Junior et al., 2000).

As propriedades apresentadas por isolados antagonistas de Trichoderma sao:
Competicdo - segundo Bettiol e Ghini (1995), a competicao é referente a interacdo entre
dois ou mais organismos empenhados na mesma acdo ou substrato. A competicdo entre
micro-organismos ocorre, principalmente, por alimento, espaco e oxigénio. A
competicdo por nutrientes com fitopatdgenos, inclusive com aqueles de menor tamanho,
pode proporcionar condi¢cBes ambientais favoraveis as plantas e com isto promover seu
crescimento e desenvolvimento (Almanga, 2008); Antibiose - é definida como a
interacdo entre organismos na qual individuos de uma populacéo secretam metabolitos
volateis e/ou ndo-volateis capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos

individuos de uma populacdo de outra espécie. Esses metabolitos sdo usualmente
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denominados antibioticos (Benitez et al., 2004); Parasitismo ou hiperparasitismo - é a
situacdo em que um micro-organismo vive sobre e alimenta-se de outro. Os
hiperparasitas atacam hifas e estruturas de reproducéo e sobrevivéncia dos patdgenos de
plantas, reduzindo a infeccdo e o indculo do patdégeno (Bettiol & Ghini, 1995). Nesse
contexto, Ribeiro (2009) descreve que Trichoderma spp. pode exercer biocontrole
direto numa variedade de fungos, sendo que essa habilidade, assim como as outras,
varia de isolado para isolado, de espécie para espéecie, e é dependente do fungo
antagonizado; Predacdo — é a habilidade da hifa de Trichoderma spp. crescer ativamente
em direcdo as hifas de outros fungos, com o objetivo de predacdo e de alimentacdo
(Zucchi, 2010).

Entretanto, o importante para o controle biol6gico ndo € a ocorréncia isolada de
uma a¢do antagonista, mas sim um complexo de mecanismos de acdo que funcionam
simultaneamente (Bettiol et al., 2009). E de acordo com Harman (2000), € muito
provavel a existéncia de outros mecanismos de acao ainda ndo descritos desenvolvidos

pelas espécies antagonistas de Trichoderma.

3.3.2. Acidos Hamicos e Fulvicos

O solo em sua magnitude ¢ um sistema vivo e em continua evolugdo. Nele
vivem milhares de organismos e animais intimamente dependentes da matéria organica,
que lhes fornece energia e nutrientes para sua sobrevivéncia. A natureza predominante
da populagdo microbiana, seu nimero, as especies e 0 seu grau de atividade séo
consequéncias da qualidade e quantidade dos materiais que retroalimentam a matéria
organica que lhes serve de alimento; e das condices fisicas (textura, aeracdo e
umidade) e quimicas (salinidade, nutrientes, pH e elementos toxicos) encontradas no

solo (Silva Filho & Silva, 2002). O estudo da matéria organica em agroecossistemas
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brasileiros € um tema estratégico para que se alcance a sustentabilidade da agricultura
em ecossistemas tropicais e de preservacao ambiental (Cunha et al., 2007).

As substancias hdmicas sdo compostos poliméricos heterogéneos, resultantes
da decomposicdo de residuos vegetais e animais em diferentes estagios de
decomposicdo. Genericamente € uma mistura de lipidios, proteinas, carboidratos e
compostos fenolicos que fornecem grande quantidade de grupos funcionais em suas
estruturas, passiveis as interacbes que beneficiem processos de biodisponibilidade de
nutrientes para o ambiente (Stehlickova et al., 2009).

As substancias humicas podem ser classificadas de acordo com a sua
solubilidade, reatividade e tamanho de suas moléculas em humina, acidos humicos e
falvicos. A humina é a fracdo insoltvel tanto em meio alcalino como em meio &acido; o
acido humico € a fracdo escura extraida geralmente em meio alcalino e insolivel em
meio &cido diluido; e os &cidos fulvicos sdo fracdes coloridas alcalino-sollveis que se
mantém em solucdo ap6s a remocdo dos acidos hamicos por acidificacdo (Oliveira,
2011).

O emprego agricola de produtos a base de acidos humicos como fertilizantes
organicos, condicionadores de solo e estimuladores fisiol6gicos tem crescido bastante
nas Ultimas décadas em todo o mundo e, mais recentemente, no Brasil. Existe hoje no
mercado nacional uma série de produtos que contém &cidos hdmicos, extraidos de
depdsitos minerais (leonardita, lignita, etc), solos organicos (turfeiras) ou obtidos por
humificacdo de residuos vegetais (Benites et al., 2006).

As industrias de fertilizantes utilizam turfa, xisto betuminoso e carvdo mineral
na composicao dos adubos organo-minerais para aumentar os teores de matéria organica

do solo, dando origem ao chamado complexo coloidal argilo himico, responsavel pela
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alteracdo das propriedades fisicas do solo, como aeracdo e retencdo de agua, entre
outras (Clasen et al., 1998).

A fertilidade dos solos geralmente é fortemente relacionada as caracteristicas
moleculares da fracdo alcalino soltvel do carbono orgéanico, isto é, os acidos humicos
(AH). Esta fracdo, ao mesmo tempo é dinamica, refletindo mudancas no uso do solo, e
também é uma das fracdes responsaveis pela acumulacdo da matéria organica no solo
(Cunha et al., 2007). A funcdo das SH no solo estd intimamente ligada as suas
caracteristicas: fisica, quimica e bioldgica. Fisicamente, o hamus interfere no solo
modificando sua cor, textura, estrutura, etc. Quimicamente, atua modificando a
solubilidade de certos minerais do solo, combinando-se com alguns elementos.
Biologicamente, o humus serve para o desenvolvimento das plantas superiores e
propiciando um lento e continuo fluxo de elementos nutritivos para a alimentacao
vegetal (Tavares & Costa, 2005).

Os é&cidos falvicos (AF) desempenha varias funcbes importantes no solo que
auxiliam a manter as suas propriedades fisicas e quimicas e sua capacidade de
complexar ions metélicos € uma delas. A acdo quelante do AF permite que ions
metalicos essenciais ndo sejam lixiviados e que ions tdxicos tenham sua a¢do nociva
diminuida. Essa funcdo determina, em parte, a disponibilidade de metais no solo
influindo em sua nutricdo (Souza et al., 2006).

Pela importancia que a matéria organica exerce no que diz respeito a
sustentabilidade de ecossistemas e em razéo das alteragcdes que diferentes sistemas de
uso e manejo de solo exercem sobre a dinamica do carbono, sobre o grau de fertilidade
de solos e sobre o efeito estufa, torna-se necesséria a realizacdo de agdes de pesquisas
no sentido de verificar quais as praticas que mais contribuem para aumentar o

armazenamento de matéria organica no solo (Dias et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

Os testes in vitro e in vivo foram desenvolvidos nas instalacfes da empresa
Beifiur Ltda., localizada nas coordenadas geograficas de latitude S29°.13°43.9”,
longitude 051°30°47.1” e altitude aproximada de 679 metros, na cidade de
Garibaldi/RS. O trabalho in vivo foi realizado em uma estufa no sentido norte-sul, com
dimens@es de 19,20 m de largura por 30 m de comprimento, totalizando 576 m2, e 0 in

vitro no laboratdrio de pesquisa da empresa.

4.2. Material vegetal
Foram utilizadas 192 mudas de tangerineiras “Ponkan” de 1 ano de idade
dispostas em vasos de 5 litros em casa de vegetacdo. As mudas foram adquiridas do

Viveiro Zimmer, situado na cidade de Pareci Novo, RS.

4.3. Obtengéo dos micro-organismos

O isolado do fungo de Alternaria alternata utilizado neste trabalho pertence a
Micoteca do Laboratério de Fitopatologia, do Instituto de Biotecnologia, da
Universidade de Caxias do Sul. Para o desenvolvimento do trabalho o fungo A.
alternata foi revigorado em meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar), em
incubadora com temperatura de 25°C com fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias.
Foram utilizados suspensfes de Trichoderma spp. ja disponiveis na formulacdo de
TRICHODEL® e de Bacillus subtilis presentes na formulagido de BACTEL® ambos da

empresa ECCB Ltda. para os testes in vitro e in vivo.
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4.3.1 Producéo de in6culo de Alternaria alternata

O fungo A. alternata foi repicado em placas de Petri contendo meio BDA
(batata, dextrose e &gar). Estas placas foram incubadas por sete dias a 25° C com
fotoperiodo de 12 horas. Para a obtencdo da suspenséo de conidios foi adicionado 10mL
de &gua destilada esterilizada na superficie de cada placa. Foi feita uma raspagem com o
auxilio de uma alca de Drigalsky para a retirada dos conidios. Essa suspensdo foi
filtrada em dupla camada de gaze esterilizada. A concentracdo de conidios da suspensédo
foi ajustada para 1x10° conidios.mL™. Essa suspensdo foi utilizada no ensaio de

patogenicidade e no ensaio in vivo.

4.3.2 Avaliacdo da patogenicidade do isolado de Alternaria alternata

Foi utilizada a metodologia adaptada de Peever et al., (1999), foram
selecionadas 20 plantas de tangerineiras (10% do total das mudas utilizadas no teste in
vivo) e coletadas 4 folhas jovens de cada planta selecionada. As folhas foram lavadas
em agua corrente e acondicionadas em placa de Petri (4 folhas por placa, sendo que
cada folha representa uma repeticdo), contendo uma camada de papel filtro e algodédo
umedecidos com agua destilada autoclavada (figura 4). Logo em seguida, 2mL/folha de
uma suspensdo aquosa com 1x10° conidios.mL™, foram pulverizados com borrifador
manual sobre a superficie abaxial das folhas, que permaneceram incubadas a 25°C,
fotoperiodo de 12 horas, por 3 dias. As folhas foram avaliadas visualmente para se
verificar o surgimento de lesGes causadas pelo patdgeno, provando ou ndo a sua
patogenicidade nas folhas de tangerineiras, as avaliagdes ocorreram nos periodos de 48

e 72 horas ap6s a incubacao.
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Figura 4. Avaliacdo da patogenicidade do isolado de Alternaria alternata, in vitro,
utilizando folhas de tangerineiras.

4.3.3. Teste de viabilidade dos conidios de Trichoderma spp.
Para o teste de viabilidade dos conidios adaptou-se as metodologias de Ridell
(1950) e Bettiol et al., (2012), dentro de placas de Petri, foram colocados bastdo de

vidro em forma de V como suporte para uma lamina contendo sobre ela uma camada de

BDA (figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo do teste de viabilidade dos conidios de Trichoderma
spp.

Sobre essa camada de BDA foram colocadas trés aliquotas de 1uL do produto
Trichodel® com o auxilio de uma alga de platina, o teste foi realizado em triplicata.
As placas contendo as laminas com as gotas de suspensdo foram transferidas

para incubadora a 25° C, no escuro. Apoés iniciarem a germinacao (apresenta varia¢do de
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9 a 20 h apds a incubacdo em funcdo do produto) foi avaliada a viabilidade usando
microscopio optico no aumento de 400X.

O conidio foi considerado viavel, quando germinado. Foi contado pelo menos
50 conidios por aliquota. A taxa média de viabilidade foi calculada utilizando a férmula:

Viabilidade (%) = (média do nimero de conidios viaveis/total de conidios) X 100.

4.3.4. Avaliacéo do potencial antagdnico de suspensdo de conidios de Trichodema spp.
O produto comercial formulado a base de Trichoderma spp. foi testado contra
o0 isolado de A. alternata. Os fungos foram inoculados em cultura dupla, em placas de
Petri contendo o meio BDA (figura 6). A. Alternata foi inoculado 24 horas antes de
Trichoderma e as placas foram mantidas a 25° C e fotoperiodo de 12 horas. O
Trichoderma desafiado foi considerado um tratamento, realizado com quatro repeticdes,
onde cada placa de Petri representa uma repeticdo. Para avaliagdo do antagonismo foi
utilizada a escala proposta por Bell et al., (1982) (1= antagonista cresce ¥4 da placa; 2 =
antagonista cresce 2/4 da placa; 3 = antagonista cresce % e sobrepfem-se a colonia do
fitopatdgeno; 4 = antagonista cresce 4/4 da placa e sobrepdem-se a coldnia do

fitopatdgeno.

Figura 6. Avaliacdo do potencial antagdnico de Trichoderma spp. contra Alternaria
alternata em cultura dupla.
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4.3.5. Teste de viabilidade do formulado de Bacillus subtilis

Para a avaliagdo da viabilidade de Bacillus subtilis do produto Bactel®, uma
aliquota de 1 mL do produto foi diluida em 9 mL de solucéo salina (10™) (9g de Cloreto
de sodio em 1000mL de agua destilada), ImL dessa nova solucéo foi diluida novamente
em 9 mL de solugio salina (10%) e assim, sucessivamente, até a diluicio 108, 100uL da
soluco das diluicdes 10 e 108 foram colocadas no centro da placa de Petri contendo
meio de cultura AN e espalhadas com a al¢a de Drigalski. As placas foram mantidas em
incubadora em temperatura igual a 30°C (+/- 0,5) por 24 horas. Foram consideraveis
viaveis as col6nias crescidas na placa de Petri, sendo utilizado o calculo de unidade
formadora de colénia (UFC)/mL para verificar a contagem de conidios viadveis. O
experimento foi realizado com 4 repeti¢cdes. (UFC/mL = média do numero de colbnias

em cada aliquota X dilui¢do utilizada X 10).

4.3.6. Teste de antagonismo com a formulagéo de Bacillus subtilis

Para avaliagdo da antibiose de B. subtilis, base do produto comercial BACTEL®
sobre o desenvolvimento de A. alternata, a metodologia empregada foi a de Angonese
et al. (2009). O fitopatdgeno foi inoculado no centro da placa de Petri, 24 horas antes da
bactéria e incubado a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. O B. subtilis foi inoculado
através de estrias a 1 cm da borda da placa, foram feitas duas estrias em extremidades
opostas (figura 7), as placas foram mantidas em incubadora, com fotoperiodo de 12
horas e temperatura igual a 25°C por sete dias. Para a avaliacdo foi observada a
formacdo ou ndo da zona de inibicdo de Bacillus subtilis em relagdo ao fitopatogeno,
comparando-se com a placa testemunha (inoculada somente com o fitopatégeno). Este

teste foi realizado com quatro repetigdes.
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Figura 7. Antagonismo de Bacillus subtilis em Alternaria alternata. A) Placa
testemunha, contendo somente o fitopatdgeno. B) Fitopatogeno desafiado pelo

biocontrolador.

4.4. Efeito do fertilizante sobre os agentes de biocontrole

Para avaliar o efeito do fertilizante organomineral Classe A 645, um disco de
agar (0,8 cm de diametro) contendo Trichoderma spp. foi colocado no centro de uma
placa de Petri contendo BDA ou BDA acrescido de 6 mL.L? (dosagem méaxima
indicada pelo fabricante) do fertilizante organomineral, sendo o crescimento do micro-
organismo acompanhado durante 7 dias. A colénia do fungo foi medida com régua 24
horas ap0s a colocacdo da colénia no meio de cultura e também, 72 horas, 120 horas e
168 horas (7 dias) depois.

Para avaliar o efeito do fertilizante organomineral no crescimento de Bacillus
subtilis foram comparados o crescimento da bactéria em trés tratamentos: fertilizante
mineral, &gua e o fertilizante organomineral classe A 645. Foi diluido 1mL do
fertilizante mineral contendo 8% de Nitrogénio, 6% de Fosforo e 7% de Potassio em
100 mL de agua em erlenmeyer de 250mL. Para o fertilizante organomineral foi
utilizada a mesma diluicio em agua em erlenmeyer de mesmo volume. A todas as
solucBes apds autoclavagem, foram acrescidas 100uL da solugdo bacteriana, e

incubadas em agitador com temperatura de 30°C e agitacdo de 150rpm. Foi avaliada a
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populacéo de Bacillus subtilis em UFC/mL em cada tratamento nos dias 0, 1 e 3 ap0s a
inoculacdo. Para a avaliacdo das unidades formadoras de col6nia (UFC/mL) uma
aliquota de 1 mL da soluc&o foi diluida em 9 mL de solugdo salina (10) (9g de Cloreto
de sodio em 1000mL de agua destilada), 1mL dessa nova solucgéo foi diluida novamente
em 9 mL de soluc&o salina (1072) e assim, sucessivamente, até a dilui¢do 107,

100uL da solucéo das diluigdes 1071, 102, 103, 10 e 10 foram colocadas no
centro da placa de Petri contendo meio de cultura AN e espalhadas com a alca de
Drigalski. As placas foram mantidas em incubadora em temperatura igual a 30°C (+/-
0,5) por 24 horas em cada dia de avaliagdo. Apds o crescimento das colénias, elas foram
quantificadas e utilizada a formula: UFC/mL = média do numero de coldnias em cada
aliquota X diluicdo utilizada X 10 para a quantificacdo populacional das bactérias.

Todos os ensaios foram realizados com 4 repetigoes.

4.5. Avaliagdo in vivo

O experimento foi realizado com delineamento inteiramente casualizado,
constituido de 8 tratamentos e 4 repeticdes (Tabela 1). Cada repeticdo foi composta por
6 plantas, dispostas em vasos no interior da casa de vegetacao.

Tabela 1. Tratamentos utilizados nos ensaios in vivo em plantas de tangerineiras

Marca NUmero de
N° Tratamentos Dosagem
Comercial aplicacles
1  Testemunha (somente agua) 2
2  Triazol + Estrobilurina Nativo* 0,3mL.L* 2
3 Trichoderma spp. TRICHODEL imL.L? 2
4  B.subtilis BACTEL ImL.L? 2

5  Fertilizante com &cido hiimico e Beifort ImL.L? 2
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acido falvico
TRICHODEL
6 Trichoderma + B. subtilis ImL.L1**
e BACTEL
Fertilizante com acido humico e Beiforte
7 ImL.L1**
acido fulvico + Trichoderma TRICHODEL
Fertilizante com acido humico e Beiforte
8 ImL.L1**
acido fulvico + B. subtilis BACTEL

* fungicida quimico registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento para uso na cultura de tangerineiras, no controle da Mancha Marrom de

Alternaria.

** Utilizado 0,5 mL de cada produto, totalizando 1 mL diluido em agua.

As mudas foram inoculadas, utilizando um borrifador manual, com uma

suspensdo aquosa de conidios de A. alternata na totalidade da parte area, e, em seguida

foram protegidas por sacos plasticos previamente umedecidos na parte interior. Os sacos

plasticos foram borrificados com 10 mL de &gua destilada, para garantir alta umidade

relativa para a planta (Figura 8). A inoculagdo ocorreu na fase de brotagdo das mudas. E

os tratamentos foram aplicados no aparecimento dos primeiros sintomas nas folhas, com

intervalo de 7 dias entre eles, totalizando duas aplicagdes por tratamento.
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Figura 8. Plantas de tangerineiras utilizadas para o tratamento in vivo. A) Inoculacéo de
conidios de Alternaria alternata. B) Sacos plasticos umedecidos para garantir alta

umidade relativa do ar para a planta.

Os tratamentos foram aplicados imediatamente ap6s serem misturados a agua,
via foliar, com auxilio de um borrificador manual até o escorrimento do liquido pelas
folhas da planta.

As plantas foram avaliadas 7 dias e 15 dias ap6s os tratamentos. A avaliacdo
foi realizada nos 20 cm superiores da planta, visto que na parte apical estdo as folhas
mais jovens que sao mais suscetiveis ao ataque do patdégeno. Dentro deste intervalo de
20 cm, foram selecionadas dez folhas ao acaso e marcadas para serem avaliadas pela
incidéncia de manchas e pela porcentagem da area lesionada, mediante o uso da escala

diagramatica validada por Martelli (2011) (figura 9).
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0,3%

35% 2,0%

34,0% 61,0% 80,0% 90,0 % 97,0%

Figura 9. Representacdo de escala diagramatica de dez niveis de Martelli (2011) para

determinar a porcentagem de area foliar com sintoma da mancha causada por Alternaria
alternata. Os niveis de sintoma em dez notas onde “0” representa a folha sem sintomas
e as notas de “1” a “9” representam 0,3; 3,5; 8; 15; 34; 61; 80; 90 e 97% de area foliar

afetada pela mancha. Martelli (2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Teste da patogenicidade

No teste de patogenicidade de A. alternata em folhas jovens de tangerina Ponkan
realizado in vitro, os sintomas iniciais da doenca foram visualizados em 48 horas em
todas as folhas testadas, e, em 72 horas houve aumento nos sintomas da doenca,
atingindo todo o limbo foliar em pequenas manchas (figura 10), confirmando a

patogenicidade de A. alternata em folhas de tangerineiras.

Figura 10. Sintomas de mancha marrom de alternaria em folhas jovens de tangerineiras.
A) Folhas de tangerineiras Ponkan com sintomas da doenca, 48 horas apds a inoculagédo

do patogeno. B) Detalhe da folha com o sintoma da doenca.

Martelli (2011) também observou lesdes de MMA em variedades suscetiveis, na
variedade Ponkan ele visualizou as lesbes em 48 horas apés a inoculacdo. Chagas et al.,
(2007) observaram sintomas quatro dias apds a inoculacdo e a lesdo se expandiu até
atingir todo a area foliar, 0 que ocorreu em dez dias. Esses dados comprovam a

patogenicidade deste patdgeno em variedades suscetiveis de citros.

5.2. Viabilidade e antagonismo in vitro de Trichoderma spp. em Alternaria Alternata
Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto a sua viabilidade. A

primeira avaliacdo foi feita utilizando a metodologia adaptada de Ridell (1950) e Bettiol
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et al. (2012), que consiste na visualizagdo, em microscopio optico no aumento de 400x
da germinacdo dos conidios (figura 11). Nessa avaliacdo os conidios de Trichoderma

sp. obtiveram germinacdo média de 88,69%.

Figura 11. Germinacdo dos conidios de Trichoderma spp.

Na analise dos dados sobre o potencial antagénico, o antagonista Trichoderma
spp. alcangou nota méxima (4), demonstrando que o antagonista cresceu 4/4 da placa e
sobrep0s-se a colonia do fitoparasita, de acordo com a escala de notas de Bell et al.,
(1982), (figura 12). Este resultado sugere maior velocidade de crescimento e utilizagéo
dos nutrientes pelo antagonista, diferentemente do patdgeno. Foi observado também que
os isolados antagonistas apresentaram esporulacdo sobre as col6nias do patdgeno,

demonstrando hiperparasitismo sobre A. alternata.

Figura 12. Antagonismo de Trichoderma spp. em Alternaria alternata apds periodo de
incubacéo de 7 dias.
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Kupper et al. (2003) relatam que diversas vezes a eficacia dos antagonistas in
vitro ou em casa de vegetacdo podem ser insuficientes para estabelecer o limiar de
populacdo exigida para um biocontrole no campo, mas pode servir como indicativo da
viabilidade no controle de fitopatdgenos sob condic¢Bes naturais de infeccao.

Faria et al. (2002) fizeram o pareamento e dois isolados de T. harzianum testados
apresentaram antagonismo a A. alternata, esse dado corrobora com o resultado obtido

neste trabalho.

5.3. Viabilidade e antagonismo in vitro de Bacillus subtilis em Alternaria alternata
Para a verificacdo da viabilidade de Bacillus subtilis do produto Bactel® foi
utilizada a contagem de colbnias atraves de diluicdes seriadas em meio de cultura de
agar nutritivo com gotas de 100uL do produto e o resultado obtido foi de 2,9x10°
UFC/mL, resultado superior a garantia do fabricante que é de 1x9x10° UFC/mL.
No teste de antagonismo de Bacillus subtilis é possivel observar a antibiose de
Bacillus subtilis em Alternaria alternata (figura 13) onde o crescimento do fitopatégeno
foi reduzido, resultados semelhantes foram encontrados por Veiga et al., (2013).
Angonese et al., 2009 demonstram que os isolados de Bacillus spp. avaliados,
foram capazes de antagonizar a maioria dos fitopatdgenos alvo (Alternaria spp. P20/09;
Botrytis spp. 996, Fusarium oxysporum 120512 e Colletotrichum spp. 011/09), foi
verificado também a formac&o de halo de inibi¢do em torno das coldnias dos isolados de
Bacillus spp. Essa area também foi observada no presente estudo e pode ter sido
determinada pela liberacdo de metabdlitos de Bacillus, um dos fatores responsaveis pela

inibicdo do crescimento dos fungos fitopatogénicos. Os resultados obtidos, corroboram
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os resultados relatados pelos autores referenciados e demostram que o género Bacillus

possuem grande potencial para controle biolégico de fungos alvos.

KJ Hﬂodeini%‘
7 U

Figura 13. Antagonismo de Bacillus subtilis em Alternaria alternata. A) Crescimento
de Alternaria alternata em placa controle. B) Crescimento do fitopatogeno em

antagonismo com Bacillus subtilis.

5.4. Efeito do fertilizante sobre os agentes de biocontrole

Foi avaliado o crescimento do Trichoderma spp., quando acrescido o
fertilizante ao meio de cultura BDA na dosagem de 6 mL.L™* em comparacdo com o
meio de cultura utilizando somente BDA. Os resultados indicam que a utilizagdo do
fertilizante em conjunto com o controle bioldgico pode favorecer o biocontrolador
(figura 14). Diferencas no crescimento podem ser vistas nos dias 2, 3 e 5 sendo que a
presenca do fertilizante no meio de cultivo beneficiou o crescimento do fungo,
apresentando diferencgas de 0,54 cm, 0,88 cm e 0,94 cm, respectivamente (figura 14).

Aos 7 dias, o tamanho das colbnias de equivalem, demostrando uma maior

velocidade de crescimento em meio BDA + fertilizante.
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mBDA
= BDA + fertilizante

Crescimento do Trichoderma spp. (cm)

1 dia de 2 dias de 3 dias de 5 dias de 7 dias de
cresc.  cresc.  Cresc.  cresc.  Cresc.

Dia ap6s a inoculacdo do Trichoderma spp. na placa de Petri

Figura 14. Crescimento do Trichoderma spp. em meio BDA + fertilizante e somente
BDA.

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Como verificado na figura 15, a populacdo de Bacillus subtilis aumentou ap6s
24 horas, de 6,04x10* UFC/mL, concentragdo verificada quando da adico da bactéria
na solucdo organomineral autoclavada, para 1,16x108 UFC/mL, sugerindo que a
solucdo organomineral foi utilizada como fonte de carbono para crescimento das
bactérias. No tratamento com &gua autoclavada, a populacdo de micro-organismos
diminuiu de 5,33x10* UFC/mL no momento da mistura para 3,32 x10* UFC/mL (em 24
horas) e 3,99 x10® UFC/mL (no terceiro dia). Ainda na Figura 14, verifica-se que
quando houve adi¢do de bactérias ao fertilizante mineral autoclavado, a sua populagéo
diminui apds 24 horas de inoculagdo, como ja esperado, devido a auséncia de fonte de
carbono na solugdo mineral. Demostrando a importancia do carbono organico contido

no fertilizante organomineral para o crescimento populacional de micro-organismos,
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colaborando com o crescimento de agentes biologicos quando utilizado em conjunto

com produtos bioldgicos.

Bacillus subtilis

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

-k Fertilizante mineral

UFC/mL

1,00E+05

-+ Fertilizante organomineral
—m—Agua
1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

Dias

Figura 15. Demonstragdo da populacéo de Bacillus subtilis nas solugdes de fertilizante

organomineral, fertilizante mineral e 4gua autoclavada.

5.5. Avaliagdo in vivo

No teste in vivo, as plantas receberam os diferentes tratamentos na presenca
dos primeiros sintomas nas folhas. As plantas testemunhas apresentaram a maior nota
na escala diagramatica, ou seja, maior presenca de sintomas nas folhas (90 a 97% de
mancha na area foliar). Ap6s 15 dias ja apareceram sintomas nos ramos, desfolha e
lesbes praticamente em toda a area foliar devido a alta agressividade do patdgeno

(figura 16).
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Figura 16. Sintomas de mancha marrom de alternaria nas plantas testemunhas.

A menor incidéncia de sintomas nas folhas foi alcangado pelo tratamento com
o fungicida (T2) com notas médias de 1,25 e 1,50 na primeira e na segunda avaliacao,
respectivamente, seguido pelos tratamentos: Fertilizante com AH e AF + Trichoderma
(T7), Trichoderma (T3) e Trichoderma + B. subtilis (T6) que nédo obtiveram diferencas
estatisticas na primeira avaliacdo que ocorreu 7 dias ap6s o primeiro tratamento e
obtiveram média das notas na escala diagramatica de 1,83, 1,92 e 2,0 respectivamente
(figura 17).

Na segunda avaliacdo, que ocorreu 7 dias apds o segundo tratamento, o fungo
Trichoderma spp. teve controle superior ao tratamento com Bacillus subtilis e o
fertilizante organomineral classe A — 645. Demostrando o controle do patdgeno em teste

in vivo para plantas de tangerineiras.
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Figura 17. Média das notas na escala diagramatica do nivel de leses nas folhas jovens

de tangerineiras Ponkan nas avaliacGes de 7 e 15 dias ap6s o primeiro tratamento.

*As médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o

Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Estudos como de Macedo (2014), Silva et al., (2011) e Benelli (2014) com
trichoderma spp. também demostraram que o bioagente possui capacidade de controle
de diversos patdgenos, tendo muitas vezes resultados de controle semelhante ao
fungicida quimico. Tornando-se uma opcao de controle de patégenos ao produtor que
deseja diminuir ou eliminar o uso de fungicidas quimicos.

O tratamento com B. subtilis controlou a MMA com notas na escala
diagramatica de 3,43 e 3,67 nas duas avaliacOes respectivamente, sendo mais eficaz no
controle do patogeno do que somente o uso de fertilizante organomineral classe 645.
Porém, quando o produto a base de Bacillus subtillis foi utilizado em mistura com o

fertilizante com &cidos humicos e fulvicos, o seu potencial de controle aumentou,
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sugerindo que a bactéria se utiliza do fertilizante como fonte de alimento para seu
crescimento, como demostrado no teste in vitro.

Na mistura dos produtos a base de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis (T6)
ndo ha diferenca estatistica quando se compara a mistura dos dois agentes com o
Trichoderma spp. (T3), porém, quando compara-se a mistura com o tratamento a base
de Bacillus subtilis (T4) pode-se verificar que o controle do patdégeno foi maior com a
mistura dos produtos. Concluindo-se que o bioagente Trichoderma spp. tem um maior
potencial de controle do patdgeno Alternaria alternata em folhas de tangerineiras.

Kupper et al., (2013) estudaram Bacillus subtilis para o controle de
Penicillium digitatum em frutos citricos, os resultados mostraram que a maioria dos
isolados bacterianos inibiram o crescimento micelial do fitopatogeno.

Maciel et al., (2014) testaram o isolado de Bacillus subtilis UF\VV3918 contra
Fusarium sambucinum em Pinus elliottii ENGELM e concluiram que o isolado foi
eficiente no controle in vitro e promissor no biocontrole in vivo. Enquanto, Nogueira et
al., (2011) testou o produto comercial Serenade a base de Bacillus subtilis na dose 7,5
mL.L-1, aplicados em pulverizacdo preventiva que controlou satisfatoriamente o oidio
em meloeiro com indices de controle semelhante aos produtos quimicos Amistar® e
Score®.

Todos esses estudos demostram o potencial de Bacillus subtilis como agente de
biocontrole de doencas de plantas, que serdo corroborados com o0s resultados
encontrados nesse trabalho.

O tratamento com o fertilizante também reduziu os sintomas causados pela
Alternaria alternata atingindo as notas de 5,2 e 6,41 na escala diagramatica nos dias 7 e
15 respectivamente (figura 17), diferindo estatisticamente das plantas testemunhas. Ha

poucos estudos sobre o potencial de acidos hdmicos e fulvicos no desenvolvimento de
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resisténcia a doencas em plantas. Portanto, é necessario mais pesquisas relacionadas ao
auxilio desses acidos no controle e/ou a resisténcia de plantas a doengas.

O controle do patdgeno realizado pelo fertilizante pode ter ocorrido devido a
duas hipdteses, sendo a primeira ligada a nutricdo da planta, pois teoricamente uma
planta melhor nutrida resistiria melhor ao ataque de patdgenos. A segunda hipotese seria
a presenca de micro-organismos no fertilizante. Os micro-organismos do fertilizante
foram isolados e identificados por sequenciamento genético através do laboratorio
Analitus Analises Biotecnologicas de Caxias do Sul e entre 0s microrganismos
identificados estdo o Bacillus amyloliquefaciens e o Bacillus megaterium, que sdo
micro-organismos utilizados no controle bioldgico de fitopatdgenos como demostrado
nos trabalhos de Arguelles-Arias et al., (2009) e Trivedi e Pandey (2008), porém, testes
devem ser realizados para comprovar a eficiéncia desses microrganismos no controle
bioldgico.

O uso da mistura do produto a base de Trichoderma spp. + o fertilizante
organomineral (T7), mostrou-se eficiente no controle do patdgeno na primeira e na
segunda avaliacdo. Na primeira avaliacdo ndo ocorreu diferenca estatistica entre os dois
tratamentos, demonstrando que o uso do fertilizante auxilia o biocontrolador, pois no T7
(Trichoderma spp. + fertilizante organomineral) foi utilizada metade da dose de
Trichoderma spp. (0,5 mL do produto a base de Trichoderma spp. L™ de agua) utilizada
no T3 (Trichoderma spp.) (1 mL do produto a base de Trichoderma spp. L™ de agua).

A segunda avaliagdo mostrou que a mistura dos produtos (T7) foi mais
eficiente do que o uso somente do produto a base de Trichoderma spp. (T3),
aumentando o controle do patdgeno, demostrando que o uso do fertilizante pode

colaborar com o micro-organismo a longo prazo.
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Alves (2014) avaliou o controle da MMA em tangerinas Dancy por meio de
aplicacdo de biofertilizantes, estes diminuiram o crescimento lesional da MMA em
frutos destacados, tendo o biofertilizante efeito tdxico na germinacdo dos esporos de
Alternaria alternata.

Alves et al., (2013) avaliaram o efeito de biofertilizantes no controle da doenca
em folhas de Tangerina Dancy, e constataram que houve diminuicdo de crescimento das
lesbes em até 14% sob aplicacdo de biofertilizante. Os resultados encontrados pelos
pesquisadores corroboram com o0s dados apresentados no uso do fertilizante
organomineral 645. Sendo a utilizacdo de biofertilizante aplicado via foliar uma
alternativa potencial para o controle da MMA, podendo substituir e/ou diminuir a

utilizacdo de fungicidas quimicos em tangerineiras Ponkan.
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6. CONCLUSOES

o Trichoderma spp. e Bacillus subtilis apresentam acdo antagonica in vitro
sobre o fitopatdgeno Alternaria alternata;

o O isolado de Alternaria alternata demostrou ser patogénico em folhas
jovens de tangerineira “ponkan”;

o Adicdo de fertilizante aos micro-organismos nos testes in vitro
favoreceram o crescimento de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis;

o Trichoderma spp. e Bacillus subtilis sdo eficientes no controle de
Alternaria alternata em tangerineiras Ponkan;

. Trichoderma spp. tem efeito superior em comparacdo com Bacillus
subtilis no controle de Alternaria alternata em folhas de tangerineira Ponkan.

. O uso do fertilizante organomineral diminuiu a incidéncia de MMA em
folhas jovens de tangerina Ponkan e aumentou o potencial de controle dos produtos

biolbgicos;
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