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RESUMO

A cultura do citros é produzida mundialmente, sendo consumidos in natura ou na
forma de produtos industrializados. Os frutos citricos sdo hospedeiros de muitos
patdgenos. A pinta preta € uma doenca que afeta a citricultura, e tem como agente
causal Guignardia citricarpa Kiely. A pinta preta dos citros é controlada mais
comumente com defensivos sintéticos, mas esta pratica tem acarretado em consequéncias
indesejaveis, tais como, aumento do custo de producdo, contaminacdo do meio ambiente,
envenenamento de produtores e consumidores. Em vista disso, faz-se necessario a procura por
novos defensivos agricolas alternativos de baixo impacto ambiental. Desde muito tempo,
diversos estudos tém mostrado a acdo antagonica de inimeras linhagens dos fungos do
género Trichoderma sobre outros fungos. Embora existam estudos sobre o controle de
Guignardia citricarpa kiely com espécies de Trichoderma, é sabido que a variabilidade
geneética entre linhagens do antagonista e do patdgeno apresentam uma consequéncia
diferencial na eficiéncia do controle. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
capacidade antagonista de quatro linhagens de Trichoderma spp sobre Guignardia
citricarpa, buscando identificar os isolados que possam ser aplicadas nos cultivos de
citros no Rio Grande do Sul, com incidéncia da pinta preta. Para tal estudo foram feitos
teste de antagonismo e teste de compostos volateis com as linhagens T1A, T4, T17e T8
de Tricodema spp. Avaliacdo da atividade enzimética quitinolitica com as linhagens
T1A e T17 e avaliacdo da sobrevivéncia dos conideos dos isolados T1A e T17 de
Trichoderma spp. na parte aérea das mudas de laranjeira da variedade valéncia. Os
isolados T8, T4, T1A e T17 de Trichoderma spp. em cultura dupla apresentam maior
velocidade de crescimento que o isolado A49/11 de Guignardia citricarpa, estas mesmas
linhagens em cultura dupla desenvolveram micoparasitismo sobre o isolado A49/11 de
Guignardia citricarpa. Os isolados T8, T4, T1A e T17 de Trichoderma spp. foram capazes de
inibir o crescimento micelial do isolado A49/11 de Guignardia citricarpa por emissdo de
metabolitos volateis. Os isolados T1A e T17 de Trichoderma spp. liberaram quitinases ativas na
presenca de micélio desativado de G. citricarpa e Trichoderma spp. A populacdo de
Trichoderma spp. aspergida na parte aérea das plantas reduz acentuadamente no periodo de
trinta dias, porém ainda mantém uma concentragdo que possivelmente pode agir como agente de
controle bioldgico. Sendo assim as linhagens de Trichoderma utilizadas neste trabalho podem

ser uma alternativa aos defensivos sintéticos para o controle da pinta preta dos citros.

Palavras chaves: citricultura, pinta preta, controle biolégico.



ABSTRACT

The culture of citrus is produced worldwide, being consumed in natura or as industrialized
products. The citric fruits, such as the orange trees, host many pathogens. The black spot is one
disease that affects the citrus culture and has as its usual cause agent Guignardia citricarpa
Kiely. The black spot of citrus is more commonly controlled with synthetic pesticides, but this
measure has caused undesirable consequences such as the increase of production costs,
environment contamination, producers and consumer poisoning. Due to this fact, it is necessary
the search for new alternatives of agricultural pesticides of low environmental impact. Since
long time ago, several studies have shown the opposite action of several lineages of
fungi of genre Trichoderma over other fungi. Although there are studies about the
control of Guignardia citricarpa kiely with species of Trichoderma, it is known that the
genetic variability of the antagonist and the pathogens show a significant consequence
in the efficiency control. This paper has as its objective to evaluate the antagonist
capacity of four lineages of Trichoderma spp in controlling Guignardia citricarpa,
looking for the identification of isolated ones that could be applied in the citrus
cropping in Rio Grande do Sul, with incidence of the black spot. For this study,
antagonism tests and volatile compounds tests were carried out with lineages T1A, T4, T17
and T8 of Tricodema spp. Evaluation of enzyme chitinolytic with lineages T1A and
T17and evaluation survival of conidium of isolated T1A and T17 de Trichoderma spp
in the top part of seedling of orange trees of the Valencia type. The isolated T8, T4, T1A
and T17 of Trichoderma spp. in coupled culture show faster speed growing than the isolated
A49/11 of Guignardia citricarpa, the same lineages of coupled culture have developed
mycoparasitism over the isolated A49/11 of Guignardia citricarpa. The isolated T8, T4, T1A
and T17 of Trichoderma spp were capable of inhibiting the mycelia growing of isolated A49/11
of Guignardia citricarpa by emission of volatile metabolites. The isolated T1A and T17 of
Trichoderma spp released active chitinases in the presence of non active mycelium of G.
citricarpa and Trichoderma spp. The population of Trichoderma spp. sprayed in the top parts
of plants sharply reduces in the period of thirty day, however it still maintains a concentration
that can possibly acts as a biologic control agent. As a consequence the lineages of Trichoderma
spp. used in this paper can be an alternative to synthetic pesticides to control the citrus black

spot.

KEY WORDS: citrus culture, Guignardia citricarpa, Trichoderma spp. biological control



1. INTRODUCAO

A cultura do citros €é produzida mundialmente, seus frutos possuem
caracteristicas nutricionais importantes, sendo consumidos in natura ou na forma de
produtos industrializados. O sistema agroindustrial citricola no Brasil detém 40% da
producéo mundial de laranja e 60% do suco de laranja, ainda apresentando crescimento.
Os frutos citricos, como as laranjeiras, sdo hospedeiras de muitos patégenos, que
manifestam-se naturalmente, que sdo ampliados como consequéncia de praticas de
conducdo da cultura e das condi¢des climéaticas favoraveis aos patdgenos. Sendo o
controle dificultado, dentre outros fatores, pela resisténcia adquirida dos patdgenos,

como consequéncia do mal uso de agrogquimicos.

Uma das doencas dos citros é a pinta preta dos citros, causada pelo fungo
Guignardia citricarpa Kiely, que dificulta comercializagdo dos frutos in natura. A
doenca pode ser controlada por defensivos sintéticos, mas esta pratica, que € muito
comum, tem acarretado em consequéncias indesejaveis, tais como, aumento do custo de
producdo, contaminagdo do meio ambiente, envenamento de produtores e

consumidores, além de propiciar o aparecimento de linhagens de patdgenos resistentes.

Diante desta problematica, faz-se necessaria a procura por defensivos agricolas
alternativos, que possam controlar doencas de plantas, de baixo impacto ambiental, que
sejam vidveis economicamente, de facil aplicacdo, e que reduzam a utilizagdo de

fungicidas sintéticos.

Desde muito tempo, diversos estudos tém mostrado a acdo de antagbnica de
inimeras linhagens dos fungos do género Trichoderma sobre outros fungos, o que tem
Ihes capacitado um efetivo controlador de alguns fungos fitopatogénicos, tais como:
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfssi, Pythium aphanidermatum,
Fusarium oxysporum, entre outros.

Espécies de Trichoderma tem atuado com sucesso como agentes de controle
bioldgico, e sdo comunmente utilizadas em sistemas integrados para prevencdo e
controle de diversas doencas de plantas, sdo encontradas em diferentes formulacGes
comerciais & base de diversas linhagens, produzidas por pequenas e médias empresas
no Brasil e mais recentemente comercializada por multinacionais.

Embora existam estudos sobre o controle de Guignardia citricarpa kiely com

espécies de Trichoderma, é sabido que a variabilidade genética entre linhagens do
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antagonista e do patdgeno apresentam uma consequéncia diferencial na eficiéncia do
controle.

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar a capacidade antagonista de quatro
linhagens de Trichoderma spp em controlar Guignardia citricarpa, buscando identificar
os isolados que possam ser aplicadas nos cultivos de citros no Rio Grande do Sul, como
também em outros estados do pais, com incidéncia da pinta preta. E como objetivos
especificos avaliar o efeito dos isolados de Trichoderma spp. sobre o isolado patogénico
de Guignardia citricarpa, por meio de confronto paralelo em placa de Petri com meio
de cultura, observar se os isolados de Trichoderma spp. liberam substancias volateis
nocivas a Guinardia citricarpa, determinar as atividades de quitinases de Trichoderma
spp. em cultura liquida, com diferentes substratos e estimar a meia vida da populagéo de

Trichoderma spp. introduzido na parte aérea de plantas de citros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econdmica da citricultura

O Brasil é o lider mundial de producdo de citros e de exportacdo de suco de
laranja concentrado congelado. Segundo o Ministério de Agricultura e Producdo Animal
- MAPA (2012), a Citricultura representa um setor altamente organizado e competitivo,
considerada uma das mais destacadas agroindustrias brasileiras, responsavel por 60 %
da produgdo mundial de suco de laranja. O Brasil é também o campedo de exportagdes
do produto. Ainda, segundo a FAO/FAOSTAT (2012), o Brasil é o maior produtor de
laranjas no mundo, seguido dos Estados Unidos e China. No Brasil, a producdo esta
concentrada no estado de S&o Paulo, responsavel por aproximadamente 77 % da
produgcéo.

Cerca de 50 % da producdo mundial de laranja e 80% da brasileira resultam em
sucos industrializados. A maior parte das importagées mundiais (85%), € absorvida por
apenas trés mercados: Estados Unidos, Canada e Unido Europeia, sendo este o principal
comprador. Até o ano de 2012 os percentuais de importacdo registrados pelo MAPA
demonstraram que anualmente vem ocorrendo aumento na taxa de importacdo por esses
paises. O suco de laranja € o subproduto mais vendido, mas outros, como o bagaco,
também sdo negociados. As exportacdes de sucos prontos para 0 consumo representam
43 % dos negdcios no setor.

O cultivo de laranja no Brasil se divide em dois periodos distintos: o primeiro,
de 1990 a 1999, se caracteriza pelo aumento da producéo e conquista da posicédo de lider
do setor. O segundo, a partir de 1999, se caracteriza pela consolidacédo da capacidade e
desempenho produtivo. Sdo colhidas, anualmente no Pais, mais de 18 milhdes de
toneladas de laranja ou cerca de 30 % da safra mundial da fruta. Para manter a
lideranca do setor, o MAPA tem investido no apoio a adogcdo de sistemas mais
eficientes, como a producdo integrada, com medidas para reduzir os custos, e
aperfeicoar e ampliar a comercializacdo do produto. O ministério tem, ainda, acéo
efetiva na fiscalizacdo e prevencdo ao aparecimento de pragas e doencas (MAPA,
2012).

Em relacdo ao mercado interno o MAPA projeta um crescimento de 0,89 % de
producdo de laranja, devendo chegar ha 20,5 milhGes de toneladas da fruta em
2018/2019.

O Rio Grande do Sul € o sexto produtor brasileiro de laranja com uma producéo
média de 370.592 toneladas no periodo de 2009 a 2011 — 1,9 % da producdo nacional.
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Segundo a EMBRAPA (2012), desde a decada de 90, a cultura de citros vem se
expandido especialmente no Médio Alto Uruguai e na Campanha gatcha. Na Campanha
estdo sendo implantados pomares de perfil empresarial, de 30 a 300 hectares em média,
enguanto que na do Médio Alto Uruguai, a citricultura é de base familiar, a exemplo do
que ocorre nos Vales do Cai e Taquari (SEPLAG -
http://www.scp.rs.gov.br/atlas/conteudo.asp ).

Nos Vales do Cai e Taquari os agricultores produzem laranja, tangerina, lima,
limdo e bergamota em sistema de producdo convencional e também em sistema
organico. No sistema de producdo alternativo, os fertilizantes sintéticos sdo substituidos
por compostos produzidos a partir da compostagem de restos da lavoura, estercos e até
de residuos de agroindustrias. As plantas invasoras dos pomares sdo tratadas como
esponténeas e ndo como daninhas, sendo manejadas de forma a ndo causarem danos
econbémicos e a aumentarem a diversidade bioldgica dos pomares, sem uso de
herbicidas. No manejo das pragas e doencas, sdo utilizadas préaticas culturais de controle
bioldgico e de produtos naturais, na forma de caldas, que inibem a proliferacdo das
pragas, em substituicdo aos acaricidas, inseticidas e nematicidas de origem sintética, o
que resulta em reducdo no custo de producdo em relacdo a producdo convencional, mas
a producdo por hectare € menor em funcdo do sistema de cultivo adotado (Oliveira et
al., 2010).

2.2 Historico da producdo de citros no Brasil

No ano de 1501 os portugueses trouxeram da Espanha, as primeiras plantas
citricas para o Brasil. (NEVES, 2000)

Em 1800, mudas de laranja Bahia surgiram no Brasil, provavelmente a partir de
uma mutacdo da variedade seleta, que era cultivada nos arredores de Salvador (BA).
(AMARO,1973)

Ja em 1880, cerca de 30 a 50 mil caixas de laranja produzidas no Ceara, eram
exportadas anualmente para a Inglaterra. (AMARO,1973)

No ano de 1927 o governo de Sdo Paulo criou o Servico de Citricultura,
vinculado ao Instituto Agronémico de Campinas e a Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ) da USP, e os regulamentos que definiam a fiscalizacdo da
exportacao foram entdo reformulados. (BOTEON,2006).

Em 1937, os primeiros casos da doenca denominada “tristeza” foram

identificados. Em poucos anos, a doenca eliminou todas as plantas enxertadas em
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laranja azeda (aproximadamente 10 milhdes de arvores) no Estado de Séo
Paulo.(NEVES,2000).

No ano de 1957, no sudoeste de Sdo Paulo surgiu nova ameaga: 0 cancro citrico,
gue tem como agente causal Xanthomonas campestris (pv. citri). (BOTEON, 2006).

Em 1977, foi criada a Fundecitrus (Fundo de Defesa da Citricultura), durante a
Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico promovida pelo Ministério da
Agricultura. (Fundecitros, 2013).

No ano de 1988, a produgdo paulista superou 200 milhGes de caixas.
(NEVES,2000)

Em 1997, a produgéo brasileira de laranjas atinge recorde de 428 milhdes de
caixas. (NEVES,2000)

No ano 2000, foi diagnosticada pela primeira vez no Estado de Minas Gerais a
“morte subita dos citros”, causada pelo virus da Tristeza; doenca que também foi
rapidamente encontrada nos pomares paulistas. (FUNDECITROS, 2013).

No ano 2002, a mancha marrom (MMC) tornou-se importante fator de reducéo
na producéo de tangerinas. Esta doenga, causada por Alternaria alternata elevou o custo
de producéo da tangerina murcote. (NEVES & LOPES, 2005)

Em 2004, surgiu uma nova ameaca aos pomares paulistas, o greening, causado
por Candidatus liberibacter. E consequentemente, o preco do suco de laranja no
mercado internacional atingiu patamares recordes tendo os produtores que renegociar
contratos com as industrias de suco (Centro de Citricultura ,2006 ).

Até 0 momento o greening ndo foi detectado no estado do Rio Grande do Sul.

2.3 Plantas citricas

Segundo Swingle, 1967, os citros pertencem a familia Rutaceae e a subfamilia
Aurantioideae. Dentre as frutiferas desta familia encontram-se a laranja doce (Citrus
sinensis), o limoeiro (C. limon), a toranjeira (C. reticulata), a cidreira (C. medica), a
laranja azeda (C. auranticum) e a toranja (C. grandis).

Os frutos citricos podem ser consumidos in natura ou processados
industrialmente e possuem alto valor nutritivo por apresentarem alto teor de fibras,
potassio e vitamina C. Da laranja, alem do suco, sdo extraidos Oleos essenciais e
liquidos aromaticos. O bagaco de citros, com alto teor energético, € um subproduto
industrial de expressivo valor econdémico, para alimentacdo animal, sobretudo para

ruminantes e, em especial para a vaca de leite.
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2.4.Estado Fitossanitario da Producéo de Citros no Brasil

Segundo Neves (2000), os problemas fitossanitarios na citricultura séo de grande
importancia, pois o custo com defensivos quimicos chega a 45 % do custo de producéo.
Entre estes problemas que acometem as plantas citricas estdo as doencgas causadas por
fungo fitopatogénicos. As doencas de origem fungica mais comuns sdo a gomose
(Phytophthora spp.), a verrugose [Elsinoé fawcettii (anamorfo: Sphaceloma fawcettii) e
E. australis (S. australis)], a melanose e podriddo peduncular [Diaporthe citri
(anamorfo: Phomopsis citri)], a podriddo floral dos citros ou estrelinha (Colletotrichum
acutatum), a mancha graxa [Mycosphaerella citri (anamorfo: Stenella citri-grisea )], a
mancha marrom, podriddo negra e mancha foliar de Alternaria (Alternaria alternata), a
antracnose [Glomerella cingulata (anamorfo: Colletotrichum gloeosporioide], a
rubelose (Erythricium salmonicolor (sin. Corticium salmonicolor), e a mancha-preta ou
pinta-preta [Guignardia citricarpa (anamorfo:  Phyllosticta citricarpa)]. Para o
comeércio de frutas in natura e a exportacdo esta ultima tem grande importancia devido
ao aspecto dos frutos e a forma de tratamento que usualmente é o quimico (Aguilar-
Vildoso, 2002). Segundo a Instrucdo Normativa MAPA n° 3, de 8 de janeiro de 2008,
que aprova os Critérios e Procedimentos para Aplicacdo das Medidas Integradas em

um Enfoque de Sistemas para o Manejo de Risco - SMR da Praga Mancha Preta ou
Pinta Preta dos Citros (MPC) que tem como "Art. 1° Aprovar os Critérios e
Procedimentos para Aplicacdo das Medidas Integradas em um Enfoque de Sistemas
para 0 Manejo de Risco - SMR da Praga Mancha Preta ou Pinta Preta dos Citros (MPC)
Guignardia citricarpa Kiely (Phyllosticta citricarpa Van der Aa) em espécies do
género Citrus destinadas a exportacdo e quando houver exigéncia do pais importador”.
Nesta mesma normativa, e neste mesmo artigo, paragrafo 2° “O Sistema Unificado de
Atencdo a Sanidade Agropecudria, por meio das Instancias Intermediarias nas Unidades
da Federacdo - UF, delimitara e publicard, em legislacdo complementar, as areas com
ocorréncia da praga com base em levantamentos oficiais.” A seguir descrevemos esta

doenga, alvo do presente trabalho.
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2.5. Pinta Preta dos Citros

A PPC, ou Pinta Preta dos Citros, causada pelo fungo Guignardia citricarpa,
provoca depreciacéo estética dos frutos de Citrus sp., acarretando prejuizos no comércio
de frutas frescas e, em decorréncia das barreiras fitossanitarias as frutas ndo sdo aceitas
pelos paises como Estados Unidos e Comunidade Europeia. Além do efeito estético,
quando ocorre alta infecgdo na regido do pedunculo de frutos em desenvolvimento pode
haver queda prematura dos frutos, refletindo-se na produtividade do sistema (Aguilar-
Vildoso, 2002).

Em 1925, esta doenca foi constatada pela primeira vez na provincia de Natal, na
Africa do Sul (Doidge, 1929). No ano de 1985 foi relatada na Australia, ocasionando
perdas significativas na variedade Valéncia, tanto nos frutos ainda nos pomares como
em fase de pds-colheita (Sutton & Waterson, 1996). Posteriormente, foi detectada em
diversos continentes como Asia, Africa e América do Sul (Feichtenberger et al., 1997).

No Brasil, esta enfermidade foi diagnosticada inicialmente no Estado de S&o
Paulo, em 1940 a partir de frutas citricas coletadas em uma feira livre do municipio de
Piracicaba, (Averna-Saccd, 1940). No Estado do Rio Grande do Sul, a doenca foi
descrita em 1986 no Vale do Cai (Feichtenberger & Goes, 1998).

2.6 .Sintomatologia da Pinta Preta dos Citros

Nas plantas citricas os 6rgaos atacados pela doenca pinta preta dos citros — PPC
ou mancha preta dos citros - MPC, de maior & menor frequéncia sdo: frutos, folhas,
pedinculos, peciolos, ramos verdes e espinhos. Uma caracteristica importante é a
auséncia de sintomas tipicos visuais nos tecidos vegetais jovens, mesmo ja estando
infectados (Aguilar-Vildoso, 2000). O surgimento dos sintomas pode demorar até um
ano (fase latente), dependendo da variedade citrica e das condi¢cdes ambientais. O
aparecimento dos mesmos é favorecido pela luminosidade combinada com altas
temperaturas, sendo comum encontrar frutos com maior nimero de lesdes na face
exposta a luz do sol. Nos frutos em processo de amadurecimento e maduros, as lesées

sdo estritas ao epicarpo, desfavorecendo a comercializagdo de frutas in natura. Este fato
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implica em perdas econémicas, pois o fruto com lesdes deixa de ser comercializado
(Goes, 1998).

A pinta preta dos citros apresenta-se com varios tipos de sintomas, dependendo
do tamanho, da fase de maturacdo do fruto, condigdes climaticas e tipo de esporo
responsavel pela infeccdo (Fundecitrus, 2000). As diversas sintomatologias sdo

denominadas como a seguir:

e Mancha preta ou mancha dura — é o sintoma mais comum e surge na época da
maturacao externa. As lesdes sdo deprimidas, com bordos definidos, com centros
acinzentados e pontos escuros que constituem as frutificacbes (picnidios)
(Figural). Nos frutos verdes as lesdes apresentam-se com um halo amarelado ao
redor. Frutos colhidos assintomaticos podem apresentar sintomas posteriormente
(Fundecitrus, 2000).

Figura 1. Mancha preta ou mancha dura (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

e Falsa melanose — a doenca apresenta-se como pequenas lesées com numerosos
pontos escuros ao redor (Figura 2). Frequentemente este sintoma é confundido
com a doenca melanose dos citros provocada por Diaporthe citrus. A diferenca
entre os dois tipos de sintomas estd na textura: a melanose é aspera enquanto a

pinta preta é lisa (Fundecitrus, 2000).
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Figura 2. Mancha de falsa melanose (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

e Mancha rendilhada — o fungo forma lesdes superficiais sem bordas definidas e
textura lisa, as quais podem atingir grande parte da superficie em frutos verdes
(Figura 3),(Fundecitrus, 2000).

Figura 3. Mancha rendilhada (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

e Mancha trincada — as lesdes formadas pelo fungo sé&o superficiais e ocorrem em
pequeno numero de frutos verdes. Este sintoma estd sempre associado a falsa

ferrugem causada pelo acaro Phyllocoptruta oleivora (Fundecitrus, 2000).
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Figura 4. Mancha trincada (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

Mancha marrom ou sardenta — as lesdes sdo levemente deprimidas e
avermelhadas, com bordos definidos e formato irregular e, normalmente néo
apresentam frutificacGes do patdgeno. Este sintoma pode ser observado em frutos
maduros no periodo pré-colheita ou no pdés-colheita durante o transporte ou

armazenamento.

Figura 5. Mancha sardenta (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

Mancha virulenta — este sintoma € resultado da fusdo dos diferentes tipos de
sintomas e caracteriza-se pela formacdo de lesdes grandes que podem tomar
grandes areas dos frutos no decorrer do seu desenvolvimento. As lesdes séo
escuras ou de coloragdo marrom, com ou sem frutificagcdes, de formato irregular
podendo ser deprimidas ou ndo. Geralmente as lesdes surgem no final da safra
quando os frutos estdo maduros e expostos a temperatura do ambiente (Gées,
1998; Fundecitrus, 2000).
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Figura 6. Mancha virulenta (G. citricarpa) (Fundecitrus, 2000).

e Manchas folhares — as folhas podem apresentar lesdes irregulares de centro
acinzentada, com bordos salientes marrom-escuros e circundadas por um halo
amarelo. Estas lesfes sdo frequentemente observadas em tangerinas e limoeiros

verdadeiros e raramente em plantas de pomelo (Goes, 1998; Fundecitrus, 2000).

Figura 7. Sintoma de pinta preta em folhas (Fundecitrus, 2000).

2.7. O patogeno Guinardia citricarpa e a epidemiologia da pinta preta dos citros

O fungo G. citricarpa (Kiely), representa a fase sexual ou perfeita (teleomorfo)
que foi descrita em 1948 (Kiely, 1948). A sua forma assexual ou imperfeita (anamorfo)
corresponde a Phyllosticta citricarpa (McAIlp.) Van Der Aa.), primeiramente
denominada de Phoma citricarpa (McAlpine, 1889) (Robbs, 1990).

G. citricarpa esta inserida no Reino Fungi, Sub-reino Dycaria, Filo Ascomycota,
Classe Dothiomycetes e Ordem Botryosphaeriales.

Os fatores que podem afetar de modo direto a epidemiologia da pinta preta dos
citros sdo a disponibilidade de in6culo do fungo, o clima favoravel a infecgdo (quente e
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Umido), o ciclo de crescimento do hospedeiro e a fase de maturacdo do fruto em relacéo

a suscetibilidade a infeccdo e eventual desenvolvimento dos sintomas (Kotzé, 1988).

De acordo com o seu ciclo bioldgico (Figura 8), G. citricarpa possui dois tipos
de esporos. Os sexuados (ascosporos) se desenvolvem em pseudotécios somente nas
folhas de citros em decomposicdo no solo (Fundecitrus, 2000). Os pseudotécios sdo
isolados ou agregados, globosos, imersos, de cor castanha escura a preta, com 95-125
um de didmetro e pseudoparafises ausentes. Os ascos sdo cilindricos clavados (40-64 x
12-15 um), de parede bitunicada, contendo oito ascosporos unicelulares, hialinos,
multigutulados, cilindricos com centro dilatado e apéndices hialinos nas duas

extremidades obtusas (Baldassari et al., 2001).

A fase assexuada representada por P. citricarpa produz picnidios em lesdes nos
ramos, frutos e folhas e, em folhas em decomposicdo. Os picnidios sdo solitérios, as
vezes agregados, globosos, com 115-190 um de didmetro, de coloragdo marrom escura
para preta, ostiolo levemente papilado, circular e com 12-14,5 um de didmetro. Os
conidios possuem formato obovoide para eliptico, hialinos, unicelulares, com um
apéndice hialino em uma das extremidades, base truncada e medem 8-10,5 x 5,5-7 um.
O conidioforo € cilindrico e alongado com 9 um de comprimento (Baldassari et al.,
2001).

O ciclo primario da doenca é constituido pela fase sexual de G. citricarpa, cujas
estruturas infectivas sdo 0s ascosporos, responsaveis pela introducdo do patdgeno na
area e o inicio da epidemia a cada ciclo da cultura. J& o ciclo secundario é caracterizado
pela fase assexuada do fungo (P. citricarpa), sendo os conidios o0s responsaveis pelo
aumento da incidéncia e severidade da doenca na planta hospedeira e ao seu redor
(Figura 8) (Kiely, 1948; Aguilar-Vildoso, 2002).
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Figura 8. Ciclo do Guignardia citricarpa (Timmer, 1999).

As estruturas onde ocorrem 0s ascos e ascOsporos sao os pseudotécios, que sdo
encontrados maduros apenas em folhas caidas no solo. A producdo de ascésporos é
influenciada pelas condigdes de temperatura e precipitacdo (Alcoba et al., 2000) e estes
quando produzidos sdo lancados e disseminados a grandes distancias pelo vento,
podendo atingir até 25 km de distancia (Klotz, 1973). A producéo de esporos sexuais é
de grande importancia, pois além da capacidade de dispersdo possuem maior viabilidade
e tolerdncia ao ressecamento favorecendo a sobrevivéncia do patégeno no campo
(Alcoba et al., 2000).

Os picnidios, estruturas responsaveis pela disseminacdo a curtas distancias,
produzem conidios formados principalmente em lesbes de frutos maduros, assim como
em folhas velhas e caidas e ocasionalmente em folhas novas, hastes de frutos e ramos
mortos (Smith, 1996). Os conidios emergem dos picnidios através do ostiolo e estdo

envolvidos por uma substancia mucilaginosa que é rapidamente solubilizada. Estes
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esporos assexuais sao transportados pela dgua das chuvas, orvalho ou irrigacdo podendo
alcancar a superficie de um tecido suscetivel e assim iniciar novas infec¢des durante o
ciclo secundario da doenca. As folhas infectadas quando caem no solo do pomar
formam novos ascdsporos, dando continuidade ao ciclo (Kieli, 1948; Kotzé, 1981;
Robbs et al., 1985).

O periodo critico para infeccdo ocorre ap6s a queda das pétalas das flores e
estende-se por até seis meses de desenvolvimento dos frutos (Baldassari, 2001). Os
esporos originados sexual ou assexuadamente germinam na superficie dos Orgaos
suscetiveis e emitem o tubo germinativo e o apressorio, do qual se origina o peg de
penetracdo que perfura os tecidos vegetais e entra através da cuticula, originando uma
pequena massa de micélio entre a cuticula e a epiderme do 6rgdo afetado. Nessa fase o
fungo pode permanecer dormente até por um ano ou até que o fruto atinja seu tamanho
final e inicie a maturacdo e, nas folhas caidas, até que entrem em processo de
degradacdo. Nos frutos, o fungo cresce a partir do micélio subcuticular e coloniza
tecidos mais profundos, produzindo sintomas tipicos da doenca (McOnie, 1997; Kotzé,
1988).

Os mecanismos envolvidos no processo destas infeccbes ndo sdo bem
conhecidos, porém sabe-se que sintomas mais severos normalmente estdo associados a
elevacdo de temperatura, maior incidéncia de raios solares, estresse hidrico e debilidade
das plantas como desequilibrio nutricional, sendo as plantas mais velhas e estressadas as

mais afetadas pela doenca (Feichtenberger et al., 1997).

2.8 Controle da pinta preta

O combate as doengas em plantas é altamente dependente de defensivos
quimicos que de modo geral sdo eficazes, apresentando, no entanto, consequéncias
indesejaveis. Estes produtos sdo apontados como substancias quimicas altamente
toxicas aos organismos expostos e sdo capazes de causar cancer e mutaces genéticas

em descendentes (Lima et al., 2000).

Em relagdo ao combate da pinta preta dos citros, as medidas de controle devem
considerar o periodo de susceptibilidade dos frutos e as fontes de inéculo do patdgeno.

A suscetibilidade do fruto ocorre até cerca de cinco meses apos a queda das pétalas das
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flores e, em folhas a susceptibilidade ao fungo ocorre até cerca da metade do seu

tamanho final (quatro semanas de idade) (Aguilar-Vildoso, 2002).

Para que se possa prevenir a mancha preta, deve-se ter em mente as duas fontes
de inoculos: ascosporos e conidios. No caso dos ascosporos € importante reduzir a sua
produgdo mediante: (i) manejo da vegetagdo verde existente nas ruas de plantio, através
do uso de rogadeiras ecoldgicas; (ii) uso de decompositores de folhas como a ureia ou as
formulagbes de Compostaid® e Stable Aid®, aplicados através das barras de
herbicidas; (iii) eliminagao fisica das folhas através de “flammer” (queimador a gas) ou
rastelos mecanicos conjugados com trinchas e; (iv) supressdo ou minimizacao da queda

de folhas das plantas.

Para o caso dos conidios, ja que esses na sua maioria sdo formados em galhos
secos recomenda-se controlar os fatores que predispdem a sua formacdo, como: (i) bom
manejo nutricional das plantas; (ii) controle de rubelose (Erytricium salmonicolor) e
demais doencas que causam o secamento de galhos e ramos e; (iii) minimizar e/ou

evitar a quebra de galhos e ramos (Mendes & Freitas, 2005).

De acordo com Feichtenberger et al. (1997), dentre as medidas classicas de
controle e prevencdo da pinta preta dos citros, € também recomendado o plantio de
mudas sadias, a remocdo dos frutos tempordes infectados antes do inicio da florada a

fim de reduzir a fonte de inoculo, nutricdo adequada e o0 uso de fungicidas.

No sistema de producdo convencional, todos os talhdes que apresentam plantas
com sintomas de pinta preta sdo pulverizados, independentemente da intensidade da
doenca. O numero de pulveriza¢Bes pode variar entre seis a oito por ano, em fun¢édo do
historico da doenca na area, das condigdes ambientais, da suscetibilidade da variedade,
dos fungicidas utilizados e do destino da producdo (Fundecitrus, 2004).

Dentre os fungicidas registrados para a PPC em citros, encontram-se 0s de
contato, como o0s a base de cobre (sulfato de cobre, hidréxido de cobre, oxicloreto de
cobre e 6xido cuproso) e os ditiocarbamatos (mancozeb epropineb), e com agdo
sisttmica do grupo dos benzimidazois (carbendazim e tiofanatometilico) e das
estrobilurinas (piraclostrobina, azoxistrobina, trifloxistrobina). Para aumentar a eficacia
do controle é preconizado que os fungicidas devam ser misturados com 6leo vegetal ou
mineral a 0,25 - 0,5%. A aplicacdo de fungicidas cUpricos é feita em intervalos de
quatro semanas enguanto os benzimidazdis e as estrobilurinas, mesmo em mistura com

protetores, os intervalos sdo maiores, de até seis semanas (Feichtenberger et al., 2005).
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O controle quimico da pinta preta dos citros depende principalmente do destino
final da producéo: exportagcdo, mercado interno de fruta fresca ou processamento
industrial (Laranjeira et al., 2005). Caso a fruta seja destinada a inddstria para a
producdo de suco, o controle pode ser realizado utilizando-se somente fungicida a base
de cobre e 6leo vegetal ou mineral (Feichtenberger et al., 2005).

No entanto, cuidados devem ser observados dentro deste sistema de controle,
pois 0 uso indiscriminado desses fungicidas ja promoveu a selecdo de isolados
resistentes ao benomil, o que levou a restricdo ao seu uso (Ghini & Kimati, 2000). A
aplicacdo regular de fungicidas causa pressdo de selecdo sobre a populacdo de
patdgenos, alterando a estrutura da populacdo e aumentando a probabilidade de
estabelecimento de isolados resistentes. No caso da PPC esta possibilidade pode ser
potencializada pelo aumento da pressédo e pela existéncia de duas formas do fungo,
teleomorfica (G. citricarpa) e anamorfica (P. citricarpa), ambas presentes nos pomares
brasileiros (Silva-Pinhati et al., 2009).

2.9 Controle bioldgico da pinta preta dos citros

Em funcéo dos efeitos indesejaveis dos defensivos quimicos sobre o ambiente, a
utilizacdo de estratégias alternativas como o controle bioldgico e a inducdo de

resisténcia sdo interessantes (Pascholati, 1998).

Cook & Baker (1983) definiram controle bioldgico como “a reducdo de in6culo
ou das atividades determinadas por fitopatogenos causadores de doencas, por um ou

mais organismos que ndo o homem”.

O controle biolégico determinados por micro-organismos antagonistas, pode
ocorrer por meio dos diversos modos de acdo, como antibiose, competigcdo por ferro e
outros nutrientes, competicao por sitios de colonizagdo, inducédo de resisténcia sistémica
na planta hospedeira, inativagdo de fatores de germinacdo e de toxinas do patogeno,
parasitismo e producdo de enzimas degradadoras da parede celular do patégeno
(Whipps, 2001).

Nas ultimas décadas vem sendo relatados resultados de pesquisas para

desenvolver o controle biologico da G. citricarpa, como por exemplo a utilizagdo da
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levedura Saccharomyces cerevisae Meyen (Pascholati, 1998; Fialho, 2004) e
Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis, micro-organismos usualmente utilizados no

controle bioldgico de doengas de plantas (Bernardo & Bettiol, 2010).

2.10 Trichoderma spp. como agente de controle bioldgico

Algumas espécies de Trichoderma estdo entre as mais estudadas e as que mais
possuem relatos de atividade antagonista aos fungos fitopatogénicos (Ribeiro et al.,
2002).

Segundo Samuels (1996), o género Trichoderma Persson foi descrito em 1794

para quatro espécies de fungos, e em 1969 foi novamente classificado por Rifai.

O género pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Euascomycetes,
Ordem Hyprocreales, Familia Hypocreaceae (Krunger & Bacchi, 1995), sendo que até

o0s anos de 1990 foram descritas 75 espécies de Trichoderma (Samuels, 1996).

Segundo Samuels 2006, até a presente data foram descritas 85 espécies do
género Trichoderma sendo elas: Trichoderma aggressivum, Trichoderma amazonicum,
Trichoderma asperellum, Trichoderma atroviride, Trichoderma aureoviride,
Trichoderma austrokoningii, Trichoderma brevicompactum, Trichoderma candidum,
Trichoderma caribbaeum var. aequatoriale, Trichoderma caribbaeum var. caribbaeum,
Trichoderma catoptron, Trichoderma cremeum, Trichoderma ceramicum, Trichoderma
cerinum, Trichoderma chlorosporum, Trichoderma chromospermum, Trichoderma
cinnamomeum, Trichoderma citrinoviride, Trichoderma crassum, Trichoderma
cremeum, Trichoderma dingleyeae, Trichoderma dorotheae,Trichoderma effusum,
Trichoderma erinaceum, Trichoderma estonicum, Trichoderma férti,l Trichoderma
gelatinosus, Trichoderma ghanense, Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma helicum, Trichoderma intricatum, Trichoderma konilangbra, Trichoderma
koningii, Trichoderma koningiopsis, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma
longipile, Trichoderma minutisporum, Trichoderma oblongisporum, Trichoderma
ovalisporum, Trichoderma petersenii, Trichoderma phyllostahydis, Trichoderma
piluliferum, Trichoderma pleuroticola, Trichoderma pleurotum, Trichoderma
polysporum, Trichoderma  pseudokoningii,Trichoderma  pubescens,Trichoderma
reesei, Trichoderma rogersonii, Trichoderma rossicum, Trichoderma saturnisporum,

Trichoderma sinensis, Trichoderma sinuosum, Trichoderma sp. MA 3642, Trichoderma
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sp. PPRI 3559, Trichoderma spirale, Trichoderma stramineum, Trichoderma strigosum,
Trichoderma stromaticum, Trichoderma surrotundum, Trichoderma taiwanense,
Trichoderma thailandicum, Trichoderma thelephoricolum, Trichoderma theobromicola,
Trichoderma tomentosum, Trichoderma velutinum, Trichoderma virens, Trichoderma

viride.

Muitas espécies de Trichoderma sdo micoparasitas necrotroficas eficazes no
controle de inimeros fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com estruturas de
resisténcia, consideradas dificeis de serem atacadas, como esporos, esclerddios,
clamiddsporos e micro- esclerddios (Melo, 1996).

O género Trichoderma possui uma vasta distribuicdo geogréafica, ocorrendo no
mundo inteiro, nos mais variados tipos de solo e habitats naturais, principalmente
naqueles ricos em matéria organica. Diferentes espécies podem estar restritas a
condicdes abidticas, entretanto, sdo escassas as informacdes sobre sitios preferenciais ou
fatores criticos para seu crescimento e estabelecimento nos mais diferentes ecossistemas
(Danielson & Davey, 1973). Este género de fungo também é encontrado nas raizes de
diversas plantas (Parkinson et al., 1963), sobre cascas de arvores caidas, especialmente

guando estdo lesadas por outros fungos (Danielson &Davey, 1973).

Em meio de cultura como mostra a figura (9), as col6nias de Trichoderma spp.
crescem rapidamente, apresentando superficie lisas e quase transllcidas, tornando-se
posteriormente flocosas ou compactas. A coloracdo da col6nia permeia em tons de
verde (as vezes, muito claro — cor gelo), devido a pigmentacdo dos conidios e a
quantidade de conidios produzidos, podendo ainda ser influenciada pelo tipo e pH do
meio de cultivo. O micélio é composto por hifas hialinas, muito ramificadas e de parede
lisa. Clamiddsporos estdo presentes na maioria das espécies intercaladas nas hifas ou,

ocasionalmente terminais (Melo, 1991).
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Figura 9. Trichoderma harzianum em meio de cultura solido batata-dextrose-agar

(BDA). Fonte: Arquivo Pessoal, 2013, Laboratorio de Controle Bioldgico.

Em relacdo a funcdo no ambiente, alguns autores definem as linhagens de
Trichoderma como organismos simbiontes, oportunistas, avirulentos, capazes de
colonizar raizes de plantas por meios similares aqueles demonstrados pelos fungos
micorrizicos, e de produzir compostos que estimulam o crescimento e 0S mecanismos
de defesa das plantas (Harman et al., 2004).

Desde o trabalho pioneiro de Weindling (1934), sobre a atividade de
Trichoderma spp. contra fungos fitopatogénicos, diversos pesquisadores tém debatido a
funcéo de substancias e enzimas envolvidos no processo de antagonismo (Belanger et
al., 1995).

Tabela 1. Substancias produzidas por Trichoderma spp. e suas atividades.

Substancias produzidas por Trichoderma spp. e suas atividades

Substancias Atividade Autor

Gliotoxinas, Viridinas,
Trichoderminas,

Suzucalina, Calaniticina, Antibiotica rarman, (2000)
Dermadina
Enzimas hidroliticas Antagonista Chet, (1990)

extracelulares

Degrada enzimas

sintetizadas pelo patégeno Harman, (2000)

Proteases

Quitinases, glucanases e

; Inducdo de resisténcia Samuels, (1996)
peroxidases
Acido indolacético . .
. Promocgdo de crescimento Pérez, (2001)
(auxina)
Sideroforos Solubilizacéo Harman, (2000)

Por meio da liberacdo de antibiéticos ocorre a antibiose, propriedade muito
importante apresentada pelas espécies antagdnicas de Trichoderma, a qual resulta na
inibicdo do desenvolvimento de muitos fungos (Bettiol, 1991). Os antibidticos podem

apresentar os mais variados efeitos sobre os patogenos, desde a reducéo ou a paralisacdo
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do crescimento e esporulacdo, reducdo na germinacdo de esporos, além de distor¢des
nas hifas e endolise. Além destas propriedades, algumas espécies de Trichoderma
também apresentam atividade antiviral, antimicrobiana, imunossupressora, citostatica e
inibidora de formacdo de ATP (Mello, 1998). Espécies de Trichoderma produzem
também metabolitos tdxicos volateis e ndo-volateis que impedem a colonizacdo de
micro-organismos antagonizados, tais como o0s acidos harzianico e heptelidico,
alameticina, tricholina, 6-pentil-pirano, massoilactona, viridina, gliovirina, glisoprenina,
entre outros. Esses metabolitos agem em sinergismo com outros mecanismos de agao
para que sejam efetivas as formas de controle exercidas pelas espécies antagonistas de

Trichoderma.

Espécies de Trichoderma produzem enzimas extracelulares degradadoras de
parede celular, tais como quitinases, celulases, glicanases, glicosidases e proteases
(Mello, 1991). De acordo com Cherif & Benhamou (1990) e Lorito et al. (1993),
espécies antagbnicas de Trichoderma produzem quitinases contra Fusarium spp. e
endoquitinases e beta 1,3-glicanases contra Rhizoctonia solani. Segundo alguns
autores, micro-organismos utilizados no controle bioldgico produzem enzimas
quitinoliticas, o que os qualifica para o controle de doencas de plantas (Zhang et al.,
2000 e Zhang & Yuen, 2000), pois podem interferir no crescimento de fungos que
apresentam quitina na sua estrutura (De Boer et al., 1999).

De acordo com Benitez et al. (2004), ocorre sinergismo entre enzimas e
metabdlitos produzidos por Trichoderma spp. Este fato foi confirmado pela maior
inibicdo do crescimento micelial de Rizoctonia meloni pela combinacdo de quitinase e
beta-1,3-glucanase, do que quando estas enzimas foram utilizadas separadamente.
Segundo Ridout et al. (1986) e Elad et al. (1982), as quitinases e outras enzimas que
lizam a parede celular de outros organismos estdo diretamente associadas ao processo
de micoparasitismo. De acordo com Harman et al. (2004) espécies de Trichoderma
podem atuar em biocontrole direto, infectando uma série de fungos fitopatogénicos por

meio da agdo de enzimas como quitinases, glicanases e proteases.

Micoparasitismo é o fenémeno que consiste em um fungo parasitar o outro. Os
micoparasitas atacam hifas e estruturas de reproducédo e sobrevivéncia dos patdgenos de
plantas, reduzindo a infeccdo e o indculo do patdgeno. Entre as espécies de
Trichoderma sdo encontradas varias com atividade de micoparasitismo, eficazes no

controle de inimeros fungos fitopatogénicos, inclusive aqueles com estruturas de
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resisténcia, consideradas dificeis de serem atacadas, como esporos, esclerddios,
clamidésporos e micro esclerddios (Melo, 1996). Entre as diversas espécies, T.
harzianum é talvez a mais estudada para biocontrole e provavelmente a mais efetiva
(Bettiol, 1991).

Pode-se afirmar, portanto, que 0 micoparasitismo envolve uma série de
mecanismos e ac¢les que possibilitam os fungos do género Trichoderma spp. a parasitar
outros micro-organismos. Sequencialmente, os fungos antagonistas apresentam varios
passos para parasitar o fungo hospedeiro como o reconhecimento e contato com o alvo,
0 enrolamento em torno das hifas hospedeiras e a secrecdo de enzimas e metabdlitos
secundarios que levam o fungo hospedeiro a morte.

A parede celular de fungos patogénicos é constituida principalmente por quitina,
beta-1,3-glicana e proteinas que sdo as primeiras biomoléculas a serem atacadas pelo
micoparasita até a invasdo total da hifa hospedeira. A quitina representa o principal
componente da parede celular fungica e, junto com glicanos e peptideos possuem
fungdo estrutural ou de reconhecimento entre os micro-organismos. Desta forma,
enzimas capazes de hidrolisar estes biopolimeros sdo consideradas essenciais para a
eficacia do micoparasitismo no biocontrole de fungos fitopatogénicos. beta-1,3-
glicanase (Noronha et al., 2000a e 2000b; Monteiro & Ulhoa, 2006; De Marco & Félix,
2007; Marcelo et al., 2008), N-acetil-glicosaminidades (Silva et al., 2004); proteases
(De Marco & Félix, 2002; Suarez et al., 2005); e quitinases (Ulhoa & Peberdy, 1991;
Ulhoa & Peberdy, 1992; Lima et al., 1997) tem sido alvo de pesquisas (Noronha &
Ulhoa, 1996; De Marco et al., 2003; Sanz et al., 2004 e Sanz et al., 2005; Almeida et
al., 2007; Tseng et al., 2008; Yang et al., 2009; Monteiro et al., 2010).

O estudo dessas enzimas no processo do micoparasitismo vem contribuindo
para o desenvolvimento de novas estratégias de biocontrole, inclusive ja foram
destacadas pelo grande potencial nas formulacdes de fungicidas, desempenhando o
papel de componentes ativos (Hermosa et al., 2000; Mohamed et al., 2010).

Além da producdo de enzimas degradadoras de parede celular e a producdo e
liberacdo de toxinas, Trichoderma spp. compete por sitios de infeccdo e nutrientes
disponiveis com outros micro-organismos. Esta acdo tem um importante papel na
inibicdo do desenvolvimento de diferentes patdgenos, impedindo a germinacdo de
propagulos ou a propria infeccdo (Punja; Utkhrde, 2003).

Outra atividade demonstrada por espécies de Trichoderma spp. é a inducdo dos
mecanismos de defesa das plantas (Rodov et al., 1994). Esse processo ocorre quando as

plantas expostas a um agente indutor tém seus mecanismos de defesa ativados, nao
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apenas no sitio de inducdo como também em outros locais dele distantes, de forma mais
ou menos generalizada (Romeiro, 1999).

A sobrevivéncia natural de Trichoderma spp. depende de temperatura, umidade,
aeracdo, pH e teor de matéria organica no solo. T. viride é um antagonista ativo, em
condigdes de solo umido, mas € inibido na presenca de baixa umidade e acima do pH
5,4. Foi observado antagonismo de T. harzianum em varios valores de pH menores que
6,5, sendo a faixa 6tima entre 4,5 e 5,3 (Cook & Baker, 1983). Atualmente pouco se
sabe sobre a sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma na parte aérea das plantas,
porem segundo Geraldine (2011), a sobrevivéncia dos esporos de Trichoderma nessa
situacdo é influenciada pela radiacdo solar e também pelas diferentes formulacfes em

que os conidios sdo inoculados.

Por ser um fungo muito estudado e por ter sua eficdcia comprovada no controle
bioldgico de varias culturas, a comercializacdo de produtos industriais voltados para o
controle biologico tém crescido mundialmente e também no Brasil. O género
Trichoderma apresenta grande diversidade genética. Isolados podem ser usados para
produzir material de interesse comercial e ecologico, como enzimas que degradam
quitina e celulose, produtos pra biocontrole e etc (De Marco et al., 2003; Lima et al.,
2001; Harman et al., 2004).
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1  Material biol6gico
3.1.1 Fungo fitopatogénico

Guignardia citricarpa A49/11 foi isolado de frutas com sintomas da doenca e

disponibilizado pelo Laboratério de Fitopatologia, do Bloco 74 da Agronomia, do

Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Para os

experimentos o isolado foi revigorado e mantido em meio de cultura BDA.

3.1.2 Fungo antagonista

Os isolados T8, T4, T17 e T1A de Trichoderma spp. sdo mantidos na micoteca do

Laboratdrio de Fitopatologia (Instituto de Biotecnologia — Universidade de Caxias do

Sul.

Para os experimentos os isolados foram revigorados e mantidos em meio de

cultura BDA.

3.2 Meios de cultivo
A seguir serdo detalhados os meios de cultura utilizados no presente trabalho.

CEGA: cenoura 200 g, folhas secas de eucalipto 200 g, glicose 20 g, agar 15g e
agua destilada 1000 mL. O desenvolvimento do fungo G. citricarpa A49/11foi
realizado a 26° C, sob fotoperiodo de 12 h, por 7 dias (Guimaraes, 2008).

CEG: cenoura 200 g, folhas secas de eucalipto 200 g, glicose 20 g e agua
destilada 1000 mL. O desenvolvimento do fungo G. citricarpa A49/11 foi
realizado a 26° C, sob agitacdo de 150 rpm, fotoperiodo de 12 h, por 7 dias
(Guimaraes, 2008).

BDA (batata 200 g, dextrose 20 g, agar 15 g e agua destilada 1000 mL. Os
isolados de Trichoderma spp foram cultivados a 26° C, sob fotoperiodo de 12 h,
por 7 dias (Alfenas & Mafia, 2007). para o crescimento em meio liquido foi
utilizado o meio BD (batata dextrose).

MM (meio minimo): sulfato de amdnio 6,72 g, Dihidrogenofosfato de potassio
9,60 g, Fosfato de sodio 33,12 g, Sulfato de Magnesio 1,44 g, Peptona
bacteriol6gica 4,80 g, Ureia 1,44 g, Glicose 36 g dissolvidos em 1L de agua
destilada.

MTV (Meio de Trichoderma viride): Fosfato de potassio dihidratado 2,4 g;
Sulfato de aménio 1,68 g; Sulfato de magnésio 0,36 g; Ureia 0,36 g; Cloreto de
calcio 0,36 g; Peptona bacterioldgica 1,2 g, SCS 120 [1 1 dissolvidos em 1,200 ml
agua destilada.
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3.3 Solugoes
e  SL - Solucdo salina: NaCl 9 g; 1000 mL de agua destilada e esterilizada.
e SCS - Solucdo concentrada de sais: Sulfato de ferro 2,5 g; Sulfato de magnésio
0,75¢g; Sulfato de zinco 0,7; Cloreto de cobalto 1g; 50 mL de agua destilada e

esterilizada.

3.4 Preparo dos micélios desativados

3.4.1 Substrato composto de micélio desativado de G. citricarpa

Para producdo de micélio desativado, G. citricarpa foi desenvolvido em meio
liquido conforme metodologia modificada de Ribeiro et al. (2001). Propagulos do fungo
desenvolvido em meio CEGA por 14 dias foram raspados da placa de Petri com auxilio
de um pincel de cerdas duras e logo depois inoculados em frascos Erlenmeyer contendo
meio de cultivo liquido CEG. Os frascos foram incubados em agitador orbital por 10
dias a 26° C e 150 rpm. A biomassa resultante foi filtrada em papel Whatman n°.1 e
lavada trés vezes em 4gua destilada autoclavada. A biomassa de G. citricarpa foi seca a
50° C até o peso da amostra ndo sofrer mais alteragdo, moida em almofariz, aliquotada,

autoclavada e armazenada a — 20° C até o uso como substrato.

3.4.2 Substrato composto de micélio desativado dos isolados de Trichoderma

spp.

Para producéo de micélio desativado, os isolados T1A e T17 de Trichoderma
spp. foram desenvolvidos conforme metodologia modificada de Ribeiro et al. (2001).
Propagulos dos isolados do fungo desenvolvidos separadamente em meio BDA por sete
dias foram removidos das placas de Petri com auxilio de uma alca de Drigalsky e salina
para se obter uma suspensdo aquosa na concentracdo 1.10° conideos.mL™. Dez mL
desta suspenséo foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL
de meio BD. Os frascos foram mantidos em incubadora orbital a 25° C e 180 rpm por
72 h. A biomassa resultante foi filtrada em papel Whatman n°.1 e lavada trés vezes em
agua destilada autoclavada. A biomassa dos isolados de Trichoderma spp. foi seca na
temperatura de 50° C até seu peso estabilizar, moida em almofariz, aliquotada,
autoclavada e armazenada a -20° C até o uso como substrato.
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3.5 Desenvolvimento de conideos dos isolados T17, T4, T1A e T8 de
Trichoderma  spp.

Cada um dos isolados de Trichoderma foi desenvolvido durante 7 dias a 28° C
em sacos plasticos com volume de 5 L preenchidos com 100 g arroz parbolizado
autoclavado. Apoés este periodo, foi acrescentado ao arroz colonizado pelo fungo em
cada saco, 100 mL de agua destilada autoclavada. O arroz foi entdo homogeinizado
manualmente para liberacdo dos conideos e em seguida coado em gaze esterilizada,
obtendo-se uma suspensdo de conideos. Para o ajuste da concentracdo 0s conideos
foram contados em camara de Neubauer e a concentragdo ajustada em 1.10°

conideos.mL™.

3.6 Avaliacéo in vitro de antagonismo

Para avaliar o potencial antagbnico dos isolados de Trichoderma spp. foi
utilizado o metodo de confronto pareado (Mariano, 1993). Um disco de cinco mm de
didametro de &gar colonizado por micélio e retirado do bordo de uma col6nia em
crescimento de G. citricarpa, foi colocado distante um cm do bordo de uma placa de
Petri contendo meio CEGA , e incubada por 7 dias a 26° C. Depois deste periodo, foi
colocado em cada uma das placas um disco de agar colonizado por micélio de cada um
dos isolados de Trichoderma spp., em posi¢do oposta a colonia de G. citricarpa. As
placas foram incubadas sete dias a 25° C e fotoperiodo de 12 horas. Para cada isolado de
Trichoderma ou tratamento foram realizadas trés repeticGes e, a testemunha constituiu-
se apenas do fungo fitopatogénico G. citricarpa. Para avaliacdo, foram utilizados os
critérios de Bell et al. (1982), sendo avaliados o tempo de ocupacdo de 100 % da placa

pelos isolados de Trichoderma spp. e o tamanho do halo da col6nia do patdgeno.

3.7 Avaliacdo in vitro do efeito dos compostos volateis liberados pelos

isolados de Trichoderma spp.

Fundos e tampas de placas de Petri foram preparadas com meio CEGA e
ajustadas tampa com tampa e fundo com fundo com filme plastico, estabelecendo-se
uma distancia de pelo menos 2 cm entre as superficies do meio de cultura. Na centro da
placa superior foi inoculado um disco de cinco mm de diametro de agar colonizado por
micélio e retirado do bordo de uma coldnia em crescimento de G. citricarpa e, na
inferior um disco de cinco mm de didmetro de agar colonizado por micélio e retirado do

bordo de uma col6nia em crescimento de um dos isolados de Trichoderma. As placas
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foram sobrepostas e vedadas com filme PVC e incubadas a 26° C, por 14 dias, sob
fotoperiodo de 12 horas. Cada isolado de Trichoderma constituiu um tratamento com
trés repeticGes mais a testemunha, apenas com o fitopatogeno (Bharat et al., 1980). Para
avaliacdo foram medidas com parquimetro os halos das coldnias de Guignardia

citricarpa.
3.8 Avaliacédo da atividade enzimética dos isolados de Trichoderma spp.

3.8.1 Cultivo de Trichoderma spp. em meio especifico para inducdo de
atividade enzimética

Para a producéo de inoculo, os isolados T17 e T1A de Trichoderma spp. foram
cultivados em placas de Petri com meio BDA a 25° C por 7 dias e fotoperiodo de 12 h,
de acordo com Ribeiro et al., (2001). Depois deste periodo, dois mL de agua destilada
foram adicionados a cada placa e os conideos coletados para a formacdo de uma
suspensdo aquosa com a concentracdo de 1.10° conideos.mL™. Um mL desta suspenséo
foi ajustada para .10° conideos.mL™ e foram inoculados em 250 mL de meio minimo,
em frascos Erlenmeyer de 500 mL. As culturas foram mantidas a 25° C em incubadora
orbital, a 180 rpm por 72 h. Depois de desenvolvida, a biomassa do fungo foi coletada e
lavada trés vezes com agua destilada autoclavada e inoculada em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo meio (MTV) com diferentes fontes de carbono, constituindo-se
quatro tratamentos: (1) Glicose 1 % ; meio (2) Glicose 0,5 % + 0.5 % de micélio
desativado de G. citricarpa; (3) micélio desativado de G. citricarpa 1 %; (4) micélio
desativado de Trichoderma spp. 1 %. Para cada substrato e horario de amostragem (24,
48, 72 e 96 h) foram preparados trés frascos, mantidos em agitador orbital, a 180 rpm e
25°C. As amostras foram coletadas a cada 24 horas até completar 120 h de cultivo. Para
cada amostragem, a cultura correspondente foi filtrada em papel filtro Whatman n°.1. O

filtrado foi aliquotado e armazenado a ~ 20° C até o uso.

3.8.2 Ensaio para determinacéo da atividade enzimatica

3.8.2.1 Atividade quitinase

A atividade quitinase foi analisada por liberacdo de N-acetil-glucosamina
(GIcNAC), determinada pelo método de Reissig et al. (1955), utilizando-se GICNAc
(Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA) como padréo.
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3.8.2.2 Hidrolise enzimatica e dosagem de N-acetilglicosamina

Primeiramente em tubos de ensaio foi colocado 500uL de suspensédo de
quitina coloidal (5pug.mL™Y) em tampéo acetato de 50mM como substrato, incubadas
com 500puL de solucdo de enzima a 40°C durante 60 min, de acordo com Pinto et al.
(1997).

Apos foi colocado 500uL de amostra em tubos de ensaio acrescentando-se
100pL de uma solugdo 0,8M de tetraborato de potassio sendo esta mistura mantida em
agua fervente por 3 min. Os tubos de ensaio com a mesma foram resfriados em agua
corrente e adiconado 3mL de uma solu¢do diluida de dimetilamino-benzaldeido
(DMAB) e &cido acético (12,5 mL de acido cloridrico 10M completado para 100 mL de
acido acético glacial). Para uso, a solugédo concentrada foi diluida em uma propor¢éo de
1/10 em é&cido acético glacial. As solucdes contendo DMAB foram dispostas em banho
maria a 36-38°C por 20 minutos e lidas em espectrofotometro (A= 538 nm).

Para a obtencdo da curva padrdo foi preparada uma solucdo contendo 11mg de
N-acetilglicosamina completando-se para 100 mL com &gua destilada. Desta solucao
foram utilizados volumes de 100 a 500 pL, completando-se com agua destilada para um

volume final de 500 pL, para a reagdo com 3 mL da solu¢do de DMAB.

3.9 Sobrevivéncia dos conideos dos isolados de Trichoderma spp. na parte

aérea das mudas de laranjeira da variedade valéncia

Para avaliacdo da sobrevivéncia dos conideos de Trichoderma foi utilizada a
metodologia de Geraldine et al. (2011), modificada. O experimento foi realizado na
casa de vegetacdo no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul com
mudas de laranjeira da variedade Valéncia.

Para cada isolado de Trichoderma spp. foi preparada uma muda de laranjeira e,
em cada muda foram consideradas Gteis para o experimento cinco folhas, nas quais foi
delimitada uma area de 2 cm?® As folhas foram depois aspergidas com uma solugdo de
glicose 1% em agua. Apds a solucdo de glicose secar, as folhas foram novamente
aspergidas, mas com uma suspensao de conideos de um dos isolados de Trichoderma
spp. Para analise as folhas selecionadas foram destacadas e recortadas na area
delimitada. Cada fragmento foi entdo colocado dentro de um tubo de ensaio com 9 mL

de solucéo salina e submetido a agitacdo com aparelho vortex com rota¢do de 100 rpm
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durante 40 segundos, para a liberacdo de propagulos do fungo. Em seguida, o material
foi diluido de forma seriada e semeado em placas de Petri contendo meio BDA.
Durante sete dias as placas foram matidas em encubadora a 28°C e fotoperiodo de 12 h.

Apos este periodo foram feitas as contagens de unidades formadoras de colonia (UFC).

A avaliacdo iniciou 15 minutos apés a indculacdo e a seguir durante 15 dias,
sendo coletadas as folhas de 3 em 3 dias. Para controle foram coletadas folhas de uma

planta ndo inoculada.
3.10. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia com o

pos-teste de Tukey para um p<0,05, utilizando-se o programa SPSS 17.0.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Antagonismo em cultura dupla

No teste de antagonismo em cultura dupla onde os fungos foram colocados em
posicdo oposta em placa de petri, todos os isolados de Trichoderma spp. desafiados,
exerceram acdo inibitoria sobre o desenvolvimento de G. citricarpa como podemos

observar na figura abaixo.
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Figura 10. Antagonismo das linhagens T8, T4, T17 e T1A Trichoderma spp. sobre
Guignardia citricarpa. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
entre si (p<0,05).

Os isolados T8, T4, T17 e T1A de Trichoderma spp. no teste de antagonismo em
placa de Petri, contra G. citricarpa, mostraram-se eficientes, porém sem diferencas
significativas entre eles (p<0,05), sendo que cresceram sobre 0 patdgeno tomando toda a
placa cinco dias ap0s a inoculacdo como mostra a figura 11. Os isolados T8 e T4
inibiram 58% e 62% respectivamente as colonias de Guignardia citricarpa. Este dado
corrobora os resultados de Guimarées (2008) que utilizou um isolado de T. koningii e
obteve rapido crescimento micelial no confronto pareado com G. citricarpa nao

chegando esta a alcancar 8 mm de didmetro na colénia. Os isolados T17 e T1A inibiram

39



47% e 49% o crescimento micelial de G. citricarpa com semelhante metodologia
Kupper et al. (2011) relataram que os isolados de Trichoderma spp. ACB14 e ACB40
inibiram o crescimento micelial de G. citricarpa em 50 e 57 % respectivamente em

relacdo ao controle em seis dias de incubagé&o.

Figura 11. Teste de antagonismo em cultura dupla com os isolados (T8, T17,T4
e T1A) de Trichoderma spp. e isolado A49/11 de Guihnardia citricarpa. Fonte:

Arquivo Pessoal, 2013, Laboratério de Fitopatologia.

O rapido crescimento e estabelecimento dos isolados T8, T4, T17 e T1A de
Trichoderma spp. sobre o isolado de G. citricarpa demonstram que a capacidade de
competicdo, indispensavel para um bom agente de controle bioldgico, é caracteristica de
todos eles. De acordo com Howell (2003), a competicdo € uma das principais
caracteristicas dos isolados de Trichoderma usados como agentes de biocontrole. No
caso do controle da pinta preta do citros, o agente de biocontrole precisa ser altamente
competitivo, pois devera exercer esta propriedade na parte aérea da planta, onde

certamente o patdgeno tem vantagem.
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4.2 Inibicdo de crescimento do isolado de G. citricarpa por compostos

volateis

Os resultados alcancados no teste de inibicdo de crescimento por compostos
volateis onde o isolado de G. citricarpa e os isolados de Trichoderma spp. (T8, T4, T17
e T1A) foram colocados sem contato fisico em placas de petri sobrepostas estdo

apresentados na figural2.
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Figura 12. Inibicdo do desenvolvimento de G. citricarpa por compostos volateis
produzidos e liberados pelos isolados T17, T1A, T4 e T8 de Trichoderma spp. Médias

com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si (p<0,05).

Os dados obtidos sobre o desenvolvimento de G. citricarpa e isolados T4, T8,
T17 e T1A de Trichoderma spp. em placas sobrepostas, demonstraram que compostos
ou substancias gasosas foram liberadas e mostraram efeitos inibitérios por dois dos
isolados antagonistas, desde que foram observadas diferencas significativas entre as
colbnias desafiadas do patdgeno e o controle (p<0,05) destacando-se os isolados T17 e
T1A que apresentaram maior poder inibitério sobre o patdgeno como mostra a figura
13.

Com semelhante metodologia, Guimarées (2008), obteve redugdo micelial de G.
citricarpa com compostos volateis liberados por um isolado de T. koningii. Os
resultados alcancados no atual trabalho também reforcam aqueles de Dennis e Webster

(1971), que relataram que espécies de Trichoderma sdo eficientes produtoras de
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compostos volateis inibidores de crescimento de outros micro-organismos em meio de

cultura.

Figura 13. Teste de compostos volateis liberados pelos isolados T17 e T1A de
Trichoderma spp. contra Guignardia citricarpa.

4.3 Atividade quitinase

A metologia descrita por Reissig et al. (1955) foi eficiente para a avaliagdo de
atividade quitinase do isolado T17 de Trichoderma spp. Na figura 14 podemos observar
a atividade de quitinase liberada pelo isolado T17 de Trichoderma spp com diferentes

meios de cultura e em diferentes tempos de anélise.
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Figura 14. Atividade quitinase de Trichoderma T17, induzido por glicose (meio 1);
glicose + micélio desativado de G. citricarpa (meio2); micélio desativado de G.

citricarpa (meio3) e; micélio desativado de Trichoderma T17 (meio 4).

No presente trabalho foram observados valores mais altos de atividade quitinase,
do que aqueles encontrados por Ribeiro (2001) para o0 mesmo isolado Trichoderma spp.,
embora o substrato indutor utilizado tenha sido Botrytis cinerea, por esse autor. A maior
atividade foi encontrada em meio contendo micelio desativado de G. citricarpa 0,088
U.mL? no tempo de 120 h, enquanto que Ribeiro (2001) para o mesmo isolado,
encontrou como a maior atividade 0,03 U.mL™ no tempo de 96 h. Outros autores
também relataram resultados diferentes, aparentemente relacionados com o tipo de
substrato - patogeno alvo utilizado como substrato indutor. Qualhato et al. (2013)
relataram a maior atividade enzimatica de quitinase por T. harzianum em meio
enriquecido com parede celular de Fusarium oxysporum no tempo de 24 h com 0,158
U.mL? e, para F. solani em 24 h apenas 0,0006 U.mL™. Esses resultados podem
sugerir que um mesmo isolado de Trichoderma sp. pode apresentar diferencas na
atividade enzimatica de acordo com o tipo de patogeno alvo. Corroborando esse fato, os
dados obtidos quando o substrato indutor de atividade quitinase era o préprio isolado
T17, foram observados valores proximos mas ndo iguais aqueles encontrados no meio

com micélio desativado de G. citricarpa.
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Como controle neste experimento foi utilizada a glicose, que reduziu a producgéo
de quitinase por Trichoderma spp. T17 até as 96 horas do experimento, no entanto nas
120 h de experimento foi observado atividade quitinase igual a 0,065 U.mL™ quando

provavelmente o fungo entrou em processo de autdlise.

Na avaliagdo da atividade quitinase do isolado T1A de Trichoderma spp. foram
verificados diferencas importantes comparando-se com os dados encontrados para T17,
induzido pelos mesmos substratos: valores de atividades bem maiores e o horério de
maior producédo Figura 15.
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Figura 15. Atividade quitinase de Trichoderma T1A, induzido por glicose (meiol);
glicose + micélio desativado de G. citricarpa (meio 2); micélio desativado de G.

citricarpa (meio 3) e; micélio desativado de Trichoderma T1A (meio 4).

O isolado T1A de Trichoderma sp. demonstrou a maior atividade quitinase no
horério de 48 h, com o meio que continha 0,5% de glicose e 0,5% de micélio desativado
de G. citricarpa o que nos sugere que o isolado T1A de Trichoderma spp tenha

utilizado a glicose nas primeiras 24h para se desenvolver liberando mais quitinases
ativas 0,3 U.mL™no tempo de 48h.

No meio contendo somente micélio de G. citricarpa como subtrato indutor era

esperado a maior atividade quitinase, no entanto em 96 horas de experimento foi obtido

44



atividade de 0,18 U.mL™, inferior aquela demonstrada pelo fungo quando o substrato
fora preparado com as suas proprias células. Este tipo de variabilidade encontrada na
atividade enzimatica do isolado T1A de Trichoderma, ndo era esperado. Segundo Silva
e Chet (1989) o isolado T-35 de T. harzianum produziu quitinase no processo de
micoparasitismo contra Rhizoctonia solani e Pythium aphanidermatum, porém o mesmo
ndo aconteceu sobre Fusarium oxysporum. Esse resultado pode ter ocorrido em funcao
da composicdo e da atuacao das proteinas da parede celular do patégeno que interferem

na acdo das enzimas, aumentando sua resisténcia a lise.

A atividade de quitinase foi maior para 0 meio 3 e meio 4 em 96h de
experimento, onde em ambos tinhamos presenca de micélio desativado e em todos os
meios testados houve reducdo da quitinase ativa em 120h de analise. Estes resultados
diferem dos resultados encontrados por Ribeiro (2000), com o patdgeno Botrytis

cinerea, onde a atividade de quitinase para este patdgeno foram menores.

4.4 Avaliacéo da sobrevivéncia dos conideos de isolados de Trichoderma spp.

em condicdes de ambiente na parte aérea de citros

A metodologia desenvolvida para avaliagcdo da sobrevivéncia dos conideos em
condigOes naturais proporcionou informagdes importantes sobre o comportamento do

fungo, cujos dados estdo apresentados na figura 16.
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Figura 16. Sobrevivéncia dos isolados T17 e T1A de Trichoderma sp. aspergidos sobre
folhas de laranjeiras. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
entre si (p<0,05).

Para o desenvolvimento deste experimento o indculo inicial formado com cada

um dos isolados foi preparado e aspergido com a concentracdo de 1x10° conideos.mL e
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os dados apresentados em relacdo aos dois isolados selecionados demonstraram

viabilidade até o final do periodo de 15 dias de avaliag&o.

Em relacdo ao isolado T17 como mostra a figura 16.a, na avaliacdo feita trés
dias ap0s a aspersédo dos conidios, foi observada reducdo na concentragdo dos conidios.
No entanto, na segunda (6 dias) os valores de concentragdo foram maiores e terceira (9
dias) os valores da concentragdo se reduziram. A partir da quarta avaliacédo (12 dias)
mas principalmente na quinta avaliacdo (15 dias) houve diminuicdo significativa no
nimero de unidades formadoras de colbnias, demonstrando a ja esperada baixa
habilidade de sobrevivéncia de Trichoderma nos 6rgdos aéreos das plantas. No entanto,
mesmo com esta reducdo os dados apresentados neste trabalho demonstram que apds a
inoculacéo, 1x10° conidios.mL™.2 cm? de folha, ainda estavam presentes nas laranjeiras.
Resultados semelhantes foram encontrados para os isolados T1A. Para os isolados T1A
como mostra a figura 17.b os dados demonstraram que as maiores concentracdes de
conideos viaveis ocorreram nos sexto e nono dias apés o inicio do tratamento. Também
foi observado reducédo significativa no décimo quinto dia de experimento, mas uma
populacdo aproximada de 2,5x10% conidios.mL™. 2 cm? permaneceu nas folhas de
laranjeira. Poucas informacdes sdo disponiveis na literatura sobre este assunto,
principalmente porque Trichoderma é um fungo naturalmente encontrado no solo e ndo
na parte aérea das plantas, onde pode sofrer com os efeitos da radiacdo ultra violeta.
Ethur (2006) demonstrou a sobrevivéncia de conidios de Trichoderma no solo por 135
dias apds o tratamento, o que pode ser um resultado esperado. Por outro lado, Geraldine
et al. (2011), trabalhando com espécies de Trichoderma no controle da fusariose em
feijoeiro, relataram que as mesmas tiveram desempenhos diferentes em 24 h, ap6s
aplicacdo em folhas expostas ao sol ou sombreadas, concluindo que a exposicdo de
conideos de Trichoderma spp. a radiacdo solar afeta a sua sobrevivéncia, 0 que pode
explicar a redugéo da viabilidade dos isolados de Trichoderma maior a partir de quinze
dias apo6s a aplicacdo na parte aérea das laranjeiras.
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5.0 CONCLUSOES
Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

e Os isolados T8, T4, T1A e T17 de Trichoderma spp. em cultura dupla
apresentam maior velocidade de crescimento que o isolado A49/11 de
Guignardia citricarpa.

e Os isolados T8, T4, T1A e T17 de Trichoderma spp. em cultura dupla
desenvolveram micoparasitismo sobre o isolado A49/11 de Guignardia
citricarpa.

e Os isolados T8, T4, T1A e T17 de Trichoderma spp. foram capazes de
inibir o crescimento micelial do isolado A49/11 de Guignardia citricarpa
por emissdo de metabdlitos volateis.

e Osisolados T1A e T17 de Trichoderma spp. liberaram quitinases ativas na

presenca de micélio desativado de G. citricarpa.

e Osisolados T1A e T17 de Trichoderma spp. liberaram quitinases ativas na
presenca de micelio desativado de Trichoderma spp.

e A populacdo de Trichoderma aspergida na parte aérea das plantas reduz
acentuadamente no periodo de 15 dias, porém ainda mantém uma
concentracdo que possivelmente pode agir como agente de controle

bioldgico.
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6.0 PERSPECTIVAS
Para a continuidade deste trabalho, é importante:
e Auvaliar in vivo a potencialidade dos isolados individualizados e em conjunto
de Trichoderma spp. utilizados neste estudo contra a doenca pinta preta dos

citros.

e Analisar quais 0s metabolitos volateis majoritarios do processo de

micoparasitismo dos isolados de Trichoderma spp contra G. citricarpa.

e Avaliar a sobrevivéncia dos isolados de Trichoderma spp na parte aérea das

folhas de laranjeira, por um periodo de tempo mais longo.

e Comparar os resultados deste trabalho com o controle da doenca pinta preta

dos citros utilizando produtos comerciais a base de Trichoderma.
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