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“..a reforma agraria atual, que chamamos agora de popular, deve vir
combinada com novas técnicas agricolas respeitosas do meio ambiente,
naquilo que chamamos de agroecologia. E esse tipo de reforma agraria ndo so
estd na ordem do dia, como se acentua cada vez mais sua necessidade, na
medida em que o0 agronegécio produz apenas para exportacdo, produz
alimentos cada vez mais contaminados pelo alto uso de agrotdxicos, e expulsa
a mao-de-obra do campo... E a populagdo comeca a se dar conta que precisa
mudar. Os ricos ja migraram para as géndolas de produtos organicos, por que
sabem como se produz a comida pelo capitalismo, que a reduziu a uma
mercadoria. Comida ndo é mercadoria, € um direito natural de sobrevivéncia

i)

de todo ser humano...’

Joao Pedro Stédile



RESUMO

Phytophthora spp sdo responsaveis por uma das principais doengas da cultura dos citros. As
dificuldades de controle e o impacto causado pelo uso de agroquimicos tém levado a procura
de métodos alternativos de controle. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o controle
de Phytophthora sp, utilizando produtos naturais, termoterapia, Trichoderma spp e
rizobactérias. Foram realizados experimentos visando avaliar o efeito da manipueira,
Ecolife®, 6leo de nim, 6leo de eucalipto, 6leo de citronela, 6leo de pimenta-de-macaco e
fungicida (metalaxyl + mancozeb) em diferentes concentracGes, bem como o efeito de
rizobactérias e Trichoderma spp, sobre a inibi¢cdo do crescimento micelial do patdgeno em
meio batata-dextrose-agar. Frutos de laranja péra inoculados com uma suspensao do patdgeno
(20 esporéngios/fruto) foram pulverizados com os Gleos e extratos vegetais (5 mL/fruto) ou
foram submetidos a termoterapia em banho-maria, sob diferentes temperaturas, para avaliar a
capacidade dos tratamentos em diminuir a porcentagem das &reas lesionadas. Sementes de
limdo cravo foram microbiolizadas, semeadas em tubos de ensaio contendo Agar-Agua e
incubados a 28°C sob luz constante, para avaliar a capacidade dos microrganismos em
colonizar o sistema radicular. Em outro ensaio, as sementes microbiolizadas foram semeadas
em vasos contendo substrato autoclavado e infestado, mantidos em telado por 45 dias. A
incidéncia da doenca e a promocdo de crescimento foram avaliados ao final do periodo de
incubagdo. Em todos os ensaios foi utilizado delineamento inteiramente casualizado e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). Dentre as concentracdes de 0leos, extratos e do
fungicida destacaram-se as concentracdes: manipueira 20%, 6leo de citronela 1,5%, 6leo de
eucalipto 1,0%, 6leo de pimenta-de-macaco 0,5%, Ecolife® 1,0%, 6leo de nim 1,5% e
fungicida 2,5 g. L™ que apresentaram porcentagem de inibicdo de crescimento micelial do
patdgeno, variando de 73,8% a 100%. Algumas das rizobactérias testadas e Trichoderma spp
foram capazes de inibir o crescimento micelial do patdégeno. O tratamento com O6leo de
pimenta-de-macaco foi o que apresentou as menores areas lesionadas nos frutos com média de
8,57%. O controle da doenga foi obtido tratando-se os frutos de laranja péra a 52°C por trés
minutos e 50°C, 51°C, 52°C e 53°C por cinco minutos. Os isolados de rizobactérias possuem a
capacidade de colonizar as raizes de citros, mas Trichoderma spp ndo apresentaram esse
comportamento. Todos os isolados estudados apresentaram a capacidade de controlar a
severidade da doencga causada por Phytophthora sp sob condi¢Ges controladas. Métodos
alternativos se mostraram promissores no controle de Phytophthora sp.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Extratos vegetais. Hidrotermoterapia. Oomiceto. Gomose



ABSTRACT

Phytophthora spp are responsible for a major disease of citrus crops. The difficulties of
control and the impact caused by the use of agrochemicals have led the search for alternative
control methods. Thus, this study aimed to evaluate the control of Phytophthora sp using
natural products, thermotherapy, and Trichoderma spp rhizobacteria. Experiments were
performed to evaluate the effect of manipueira, Ecolife ®, neem oil, eucalyptus oil, citronella
oil, oil of Piper aduncum and fungicide (metalaxyl + mancozeb) at different concentrations,
as well as the effect of rhizobacteria and Trichoderma spp, on the inhibition of mycelial
growth of the pathogen in potato-dextrose-agar medium. Orange fruits variety “péra”
inoculated with a suspension of the pathogen (20 sporangia/fruit) were sprayed with oils and
plant extracts (5 mL/fruit) or underwent thermotherapy in a water bath, at different
temperatures, to assess the ability of the treatments decrease in the percentage of injured
areas. Seeds of “cravo” lemon were microbiolized and sown in test tubes containing water-
agar and incubated at 28 °C under constant light, to assess the ability of microorganisms to
colonize the root system. In another experiment, microbiolized seeds were sown in pots and
infested autoclaved substrate, kept in a greenhouse for 45 days. The incidence of the disease
and the promotion of growth were measured at the end of the incubation period. In all tests
were used a randomized design and means were compared by Tukey test (5%). Among the
concentrations of oils, extracts and the fungicide concentrations stood out: manipueira 20%,
citronella oil 1.5%, eucalyptus oil 1.0%, oil of Piper aduncum 0.5%, Ecolife ® 1.0%, neem
oil 1.5% and fungicide 2.5 g. L™ showed that the percentage of inhibition of mycelial growth
of the pathogen, ranging from 73.8% to 100%. Some of rhizobacteria and Trichoderma spp
tested were able to inhibit the mycelial growth of the pathogen. Treatment with oil of Piper
aduncum presented the injured areas in the smaller fruits with an average of 8.57%. The
disease control was obtained treating orange fruits variety “péra” at 52 °C for three minutes
and 50 °C, 51 °C, 52 °C and 53 °C for five minutes. The isolates of rhizobacteria have the
ability to colonize the roots of citrus, but Trichoderma spp didn’t show this behavior. All
isolates studied had the ability to control the severity of disease caused by Phytophthora sp
under controlled conditions. Alternative methods showed promise in control of Phytophthora

sp.

Keywords: Essential oils. Plant extracts. Hydrothermoterapy. Oomycete. Gummosis
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1 INTRODUCAO

Os citros séo cultivados e comercializados em todo o0 mundo, sendo uma das fruteiras
de maior destaque do agronegdcio. Seus frutos sdo bastante apreciados no mundo todo,
podendo ser consumidos in natura ou em forma de sucos, néctares, geléias e doces. A
citricultura mundial movimenta bilhGes de dolares por ano em servicos e produtos
comercializados (NEVES et al., 2011).

O Brasil ocupa posicéo de destaque no cenédrio mundial, sendo o principal produtor e
exportador de suco de laranja, produzindo 80% de todo o suco que € comercializado
mundialmente (NEVES et al., 2011; VIANA et al., 2004), durante essa producdo a industria
gera toneladas de residuos, a chamada polpa citrica. Este subproduto pode ser utilizado na
alimentacdo de animais, principalmente de ruminantes (TOKARNIA; PEIXOTO; CUNHA,
2001), e na producao de silagem (RODRIGUES et al., 2005). Da polpa citrica podem ser
extraidos 6leos esséncias, principalmente das cascas e sementes.

O Estado de Sdo Paulo é o maior produtor de citros do pais, destacando-se na
producdo de laranja, que representa aproximadamente 93% da producdo de citros do estado
(BOTEON, 2011). Essa realidade se reflete nos demais estados produtores do pais. No Estado
de Alagoas a atividade citricola é favorecida pelas condi¢des climaticas, que apresentam
aspectos benéficos para o desenvolvimento da cultura, além da tradi¢do no cultivo da laranja
“Lima”, cujos frutos, favorecidos pelas condi¢des ambientais, apresentam excelente qualidade
e amplas possibilidades de competir com os que séo produzidos em outras regides (COELHO,
2004).

Entretanto, a citricultura mundial sofre com diversos problemas fitossanitarios, que
sdo responsaveis por perdas na produtividade e, conseqlientemente, nos lucros, além de elevar
0s custos da producdo. Ataques por insetos fitofagos, nematoides, fungos, bactérias, virus e
virdides, sdo alguns dos problemas enfrentados pela cultura dos citros (MALAVOLTA et al.,
1994).

Alguns oomicetos do género Phytophthora sdo causadores de doengas que acometem
0s citros, tanto em pré-colheita, quanto em pdés-colheita. Phytophthora spp causam gomose,
podriddo de raizes e radicelas, podriddo-parda nos frutos e damping-off em plantulas, sendo a
gomose uma das principais doengas da cultura dos citros (FEICHTENBERGER, 2001).
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O controle de Phytophthora spp envolve um conjunto de medidas preventivas e
curativas (BASSAN et al., 2010). O controle quimico é bastante eficiente, mas ndo é o mais
indicado, visto que o0 uso de agrotdxicos gera uma série de impactos ambientais, como
contaminacdo de alimentos e lencois freaticos, e pode causar desequilibrio nas populacdes
microbianas no solo, acarretando o surgimento de populages do patdgeno resistentes a estes
compostos quimicos (DAVIS, 1982; LEONI; GHINI, 2003; MORANDI; BETTIOL, 2009;
SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

A pressao da sociedade por alimentos sem residuos de agrotdxicos, que ndo sejam um
risco potencial a salde do consumidor e para 0 ambiente, torna urgente a busca por
alternativas no controle das doencas (LEONI; GHINI, 2003; LUDWIG et al., 2009;
PRIMAVESI, 1997; QUEIROZ; MELO, 2006; VERZIGNASSI et al., 2003).

A utilizacdo de compostos naturais e de microrganismos, utilizados como
bioprotetores em microbiolizagdes ou como promotores de crescimento, tem mostrado bons
resultados no controle de fitopatégenos (BARGUIL et al., 2005; FURTADO, 2006; POZO et
al., 2007; VINALE et al., 2008). Estes ultimos, com a vantagem de serem capazes de se
reproduzir, podendo dispensar novas aplicaces (SPIEGEL; CHET, 1998).

Sendo assim, esse trabalho teve por objetivos:

= Testar a acdo de Oleos essenciais, extratos vegetais e microrganismos sobre o
crescimento micelial do patégeno in vitro;

= Auvaliar o uso de extratos vegetais, 6leos essenciais e termoterapia no controle da
podridao-parda causada por Phytophthora sp em frutos de laranja “péra”;

= Verificar a capacidade de microrganismos em servir como bioprotetores de sementes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Botanica, distribuicdo geografica, importancia econémica e problemas fitossanitarios
dos citros

Os citros apresentam uma taxonomia muito complexa, principalmente com relacdo ao
namero de espécies que constituem o género Citrus e os géneros correlacionados (WEILER et
al., 2010). Atualmente, o sistema mais utilizado para taxonomia de Citrus é o de Swingle,
que, em 1943, propds 16 espécies distribuidas em dois subgéneros: Citrus, com dez espécies,
e Papeda, com seis espécies (CORAZZA-NUNES et al., 2005). O género Citrus se destaca
dos demais por possuir uma economia consideravel (SOUZA; LORENZI, 2008).

As espécies que compBem o género Citrus Linnaeus sdo plantas dicotiledneas
pertencentes a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae (= Citroidea), tribo Citreae,
subtribo Citrinae (CORAZZA-NUNES et al., 2005; MEDINA-FILHO; BORDIGNON;
BALLVE, 1998; SOUZA, F. et al., 2007). A subtribo Citrinae contém treze géneros,
incluindo Citrus, Fortunella e Poncirus, os quais tém importancia econdmica mundial
(WEILER et al., 2010).

Esse género é representado por arvores perenes, copas com ramos angulares, espinhos
axilares, folhas unilobadas, flores brancas e aromaticas, isoladas ou em grupos, em geral com
4-5 sépalas, 4-8 pétalas. O androceu € constituido por numerosos estames ligados em feixes e
0 gineceu apresenta ovario unico com 8-15 carpelos fusionados, contendo normalmente 4-8
ovulos. Os frutos, com cor e forma variadas, sdo envolvidos por uma casca coriacea. A polpa
é constituida por vesiculas de suco pedunculadas e ligadas a parede dorsal do loco. Os septos
carpelares sdo separados pelo endocarpio, um tecido branco denominado de albedo. As
sementes, de formato obovdide a arredondado, podem conter de um a varios embrides
(SWINGLE; REECE, 1967* apud CORAZZA-NUNES et al., 2005).

Estima-se que o género Citrus e géneros correlatos surgiram ha cerca de 20 a 30
milhdes de anos e que seu provavel centro de origem e diversidade compreenda as regides

tropicais e subtropicais do continente Asidtico e Arquipélago Malaio, de onde se

! SWINGLE, W. T.; REECE, P. C. The botany of Citrus and its wild relatives. In: REUTHER, W.; WEBBER,
H. J.; BATCHERLOR, L. D. (Ed.). The citrus industry. v. 1. Riverside: University of California Press, 1967.
p. 190-430.
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disseminaram para todo o mundo (CAMPOS, 1976; WEBBER, 1967° apud CORAZZA-
NUNES et al., 2005).

A disseminacdo mundial de citros tem sido associada as grandes exploracfes e aos
conflitos da historia, incluindo as conquistas de Alexandre, o Grande, a dispersdo da religido
mulgumana, que durante a Idade Média disseminou os citros pela Europa, e as exploracdes de
Colombo, que trouxeram para as Ameéricas as plantas citricas, em fins do século XV
(CAMPOS, 1976; NEVES et al., 2011; WEILER et al., 2010).

A citricultura foi introduzida no Brasil pelos primeiros colonizadores, nos primordios
do descobrimento, mais especificamente no atual Estado da Bahia, expandindo-se para todo o
territorio nacional (KOLLER, 1994° apud WEILER et al., 2010). A maior regido produtora de
laranja do pais € a Sudeste, que abrange 82,2% da producdo nacional, seguida pelo Nordeste
(10,3%), Sul (5,5%), Norte (1,3%) e Centro-Oeste (0,7%) (IBGE, 2011).

O Estado de Séo Paulo é responsavel por 80% da producdo de frutas do mercado
nacional e 70% da producdo mundial de suco de laranja concentrado (MEHTA et al., 2007,
SOUZA et al., 2007a). Neste estado existem 517 viveiros com plantios de 8,6 milhdes de
porta-enxertos e 17,6 milhdes de mudas (AMARO; BAPTISTELLA, 2009). Os beneficios
gerados pela producdo citricola ndo se restringem apenas ao Estado de S&o Paulo,
compreendem outros estados que também possuem grande relevancia na citricultura, como
Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Parand (BORGES; COSTA, 2006).

O Estado de Alagoas € o terceiro maior produtor de citros da Regido Nordeste do
Brasil, sendo ultrapassado apenas por Bahia e Sergipe, possuindo uma area cultivada em torno
de 4.428 hectares e uma producdo que se aproxima de 35 mil toneladas. A citricultura de
Alagoas tem como diferencial a sua producdo baseada no cultivo de laranja da variedade
“lima”, particularidade que destaca o Estado como o principal produtor desta variedade no
Nordeste (COELHO, 2004).

Entre as espécies de citros, a cultura da laranja [Citrus sinensis (L.) Osbeck] ocupa
praticamente 100% da area cultivada com citros em Alagoas, sendo a terceira mais importante
dentre as frutiferas, com uma producéo estimada para 2011 de 51.036 toneladas, em uma area
colhida de 4.253 hectares, um aumento superior a 10% em relacéo & producéo do ano anterior.
(IBGE, 2011) Os municipios alagoanos que se destacam na producdo de laranja sédo

Branquinha, Santana do Mundau, Unido dos Palmares, S&do José da Laje e Ibateguara, tais

2 WEBBER, J. H. History and development of the Citrus industry. In: REUTHER, W.; BATCHELOR, L. D.;
WEEBER, H. J. (Ed.). The citrus industry. Berkeley: University of California Press, 1967. p. 01-39.

® KOLLER, O. C. Citricultura: laranja, limdo e tangerina. Porto Alegre: Rigel, 1994. p. 446.
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municipios fazem parte do APL (Arranjo Produtivo Local) da laranja (ESTADO DE
ALAGOAS, 2008).

Dentre as fruteiras cultivadas comercialmente os citros sdo as de maior importancia
econbmica no mundo, sendo cultivado em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(IGLESIAS et al., 2007), com uma producdo mundial no ano de 2009 de aproximadamente
67.601.635 toneladas (FAO, 2011). O cultivo de citros desempenha um papel de acentuada
importancia socio-econdmica, destacando-se principalmente o consumo in natura da fruta ou
do seu suco (BATISTA; AZEVEDO; BERNHARD, 2002).

As frutas citricas estdo entre as principais categorias responsaveis pelo crescimento da
fruticultura nacional. A citricultura constitui um importante segmento na estrutura sécio-
econbmica do Brasil, com segmentos altamente organizados e iniciativas competitivas
(CASTRO, 2009; CRISTOFANI-YALY et al., 2007; SOUZA et al., 2007b; TAKITA et al.,
2007). A importancia brasileira como produtor de citros estd embasada principalmente na
laranja (CASTRO, 2009).

O PIB do setor citricola é de US$ 6,5 bilhdes (2009), sendo US$ 4,39 bilhdes no
mercado interno e US$ 2,15 bilhGes no mercado externo. A citricultura gera, entre empregos
diretos e indiretos, um contingente de 230 mil posi¢des, e uma massa salarial anual de R$ 676
milhdes, arrecadando US$ 189 milhdes em impostos para o Brasil. Na safra 2009/2010, a
producdo brasileira foi de 397 milhdes de caixas de laranja de 40,8 Kg, sendo que o
faturamento total dos elos da cadeia produtiva de frutas citricas foi de US$ 14,6 bilhdes em
2009 (NEVES et al., 2011).

As exportacdes ndo se restringem ao suco de laranja, pois a pectina, a polpa citrica
utilizada na alimentacdo animal, e 6leos essenciais sao uma parte importante dessas receitas.
O dleo essencial de laranja € um subproduto da produgéo de suco e, portanto, torna o Brasil 0
principal produtor no mundo (TAKITA et al., 2007).

As frutas citricas produzem moléculas de terpeno pertencentes a diferentes classes, a
producéo ocorre principalmente nas folhas, na epiderme do fruto (flavedo) e no suco. Estes
terpenos sdo de especial interesse econémico, pois sdo 0s principais componentes dos 6leos
essenciais e alguns deles (carotendides) conferem ao suco sua cor especial. Além disso, 0s
carotenoides sdo bem conhecidos por serem importantes para a saide humana (DORNELAS;
MAZZAFERA, 2007).

No Brasil, como também em outros paises, a polpa citrica vem sendo amplamente
utilizada na alimentacé&o de bovinos, em especial de vacas leiteiras (TOKARNIA; PEIXOTO;

CUNHA, 2001), por sua disponibilidade e seu preco de mercado, pode ser mais uma opcao
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como substituto ao milho para reducdo dos custos de producdo. (MENDES NETO et al.,
2007). A polpa citrica também se mostrou como um ingrediente vidvel a ser utilizado em
programas de restricao alimentar qualitativa de porcos (WATANABE et al., 2010).

A inclusdo de polpa citrica peletizada, em quantidades pré-determinadas, com base na
massa fresca do capim, é capaz de promover uma melhora substancial na qualidade da
fermentacdo e no valor nutritivo da silagem, visto que oferece grandes quantidades de massa
seca e de carboidratos (RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007).

A citricultura mundial e brasileira apresenta inUmeras pragas e doencas (Anexos 01 e
02) que limitam sua producdo e comprometem a seguranca alimentar (FREITAS-ASTUA et
al., 2007; MEHTA et al., 2007). A produtividade dos citros no Estado de Alagoas é baixa
devido ao uso generalizado de mudas sem boa qualidade genética e sanitaria (MUNIZ;
QUEIROZ; MENEZES, 2004).

O Estado de Alagoas ainda ndo dispbe de normatizacdo para producdo de mudas de
citros. Em funcéo disso, a producdo das mudas é feita no campo, na mesma area dos plantios
comerciais, contribuindo assim, para a contaminacdo das mudas por pragas e patdgenos
(MUNIZ; QUEIROZ; MENEZES, 2004). O indice de contaminacdo em viveiros € alto, o que
pode comprometer o bom desenvolvimento das mudas no campo (MAY-DE-MIO; GHINI;
KIMATI, 2002).

2.2 Gomose de Phytophthora em citros

O género Phytophthora esta classificado dentro do Reino Stramenopila ou Chromista,
Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales (FLORES; IZAQUIRRE, 2009;
SASSERON, 2008). A maioria das espécies desse género sdo fitopatdgenos residentes no solo
de pomares de citros, presentes na maioria das areas citricolas do mundo (FLORES;
IZAQUIRRE, 2009; FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 2005; MEDINA FILHO
et al., 2004).

No Brasil, as doengas ocasionadas por Phytophthora constituem as principais doencas
da cultura (AMORIM, 1997, GRAHAM, 1990; SILVA et al.,, 2008), principalmente em
plantios novos, tendo uma incidéncia e severidade muito elevadas. As espécies de
Phytophthora, patogénicas a citros, sdo encontradas com frequéncia nas inspecdes a Vviveiros
comerciais em Sao Paulo e a utilizacdo de mudas produzidas em viveiros contaminados € a
principal responsavel pela elevada incidéncia de doencas incitadas por esses patdgenos em
cultivos comerciais (FEICHTENBERGER, 2001).
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O género Phytophthora possui mais de 60 espécies descritas (ROSA et al., 2006), mas
as espécies capazes de causar doencas em citros sdo P. nicotianae Breda de Haan (=P.
parasitica Dastur), P. citrophthora (Smith & Smith) Leonian, P. boehmeriae Sawada, P.
cactorum (Lebert & Cohn) J. Schroeter, P. capsici Leonian, P. cinnamomi Rands, P. citricola
Sawada, P. drechsleri Tucker, P. hibernalis Carne, P. megasperma Drechsler, P. palmivora
(E. J. Butler) E. J. Butler e P. syringae (Kleb.) Kleb. (FEICHTENBERGER, 2001,
FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 2005).

As principais espécies encontradas causando danos a cultura dos citros sdo P.
nicotianae e P. citrophthora (AMORIM; MELO, 2002; BASSAN et al., 2010), sendo a
primeira associada as perdas mais significativas, tanto em viveiros como em pomares
comerciais, no Estado de Sdo Paulo (AMORIM, 1997; FEICHTENBERGER, 2001;
SIVIERO et al., 2002; SIVIERO et al., 2004; VIANA et al., 2004). A espécie P. nicotianae é
comum nas regides subtropicais (ROSA et al., 2006).

O micélio de Phytophthora é hialino e cenocitico. A temperatura 6tima para o
crescimento micelial de P. nicotianae é de 27 a 32°C, seus esporangios sdo papilados e de
forma geralmente globosa, e se forma na extremidade de hifas diferenciadas denominadas
esporangidforos. A producdo de esporos assexuais (zoosporos) é mais freqliente nas estacdes
quentes e chuvosas do ano assim como a germinacdo das estruturas de resisténcia que sdo 0s
clamidésporos e odsporos, esporos sexuais formados no interior de oogbnios
(FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 2005).

O crescimento micelial, bem como a morfologia das coldnias de Phytophthora spp,
variam conforme o meio de cultura utilizado, a temperatura e o isolado. As colonias podem
apresentar crescimento circuncéntrico ou petaloide, com bordas difusas ou bem delimitadas
circularmente, podem apresentar micélio denso e cotonoso, ou pouco micélio aéreo
(ABDANUR; SANTOS; TRATCH, 2003).

As infecgdes de raizes, em geral, s@o iniciadas a partir de zoosporos de Phytophthora
spp, 0s quais sdo produzidos e liberados quando ha agua livre no solo. Os zodsporos nadam
para a zona de elongagdo das raizes ou sdo atraidos por substancias produzidas apos
ferimentos nas mesmas (LUTZ; MENGE; FERRIN, 1991). Na superficie das raizes, ou de
outros 6rgdos, germinam e produzem hifas que invadem os tecidos suscetiveis. Podem ainda
encistar e, desta forma, permanecem viadveis no solo por longos periodos (LUTZ; MENGE,
1991).

Estudos demonstraram que os sintomas das doencgas causadas por Phytophthora

podem variar dependendo da espécie ou cultivar de citros, da idade da planta, dos 6rgédos onde


http://www6.ufrgs.br/agronomia/fitossan/fitopatologia/ficha.php?id=291
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ocorre 0 ataque ou das condi¢cGes ambientais prevalecentes (AZEVEDO, 2003). Segundo
Bnejdi et al. (2010), alguns dos sintomas s&o seca (Figura 1A) e necrose (Figura 1B). Amorim
e Melo (2002) apontam a podridao radicular (Figura 1C) como um outro sintoma da doenca.
As arvores infectadas em geral, apresentam falta de vigor e podem morrer prematuramente
(QUEIROZ; MELO, 2006).

As podriddes de raizes e radicelas ocorrem tanto em viveiros como em pomares sem
que as plantas apresentem os sintomas reflexos, destruindo apenas os tecidos externos do
cortex, enquanto que, a podriddo do colo e tronco é a manifestacdo mais séria da gomose de
Phytophthora, ocorrendo necrose de tecidos localizados abaixo da casca
(FEICHTENBERGER, 2001).

Phytophthora spp podem provocar clorose intensa das folhas correspondendo ao lado
da regido lesionada. Os frutos podem ser contaminados apresentando podriddo seca de
coloragdo marrom-parda (Figura 1D). Em viveiros, esse patdgeno pode atacar os tecidos da
regido do colo das pléantulas, com lesfes de cor escura que podem provocar o tombamento,
ocasionando a morte das mudas. Podem ainda infectar sementes e causar podridGes antes
mesmo da germinacdo (AZEVEDO, 2003).

A gomose, geralmente, se manifesta no colo da planta, provocando necrose dos
tecidos e lesbes com exsudagdo de goma (Figura 1E), principalmente, em porta-enxertos
suscetiveis. Os tecidos infectados da casca se rompem mostrando rachaduras (Figura 1F) e
fendilhamentos longitudinais (FEICHTENBERGER, 2001). As lesbes podem se expandir
para as raizes, principalmente até 20 ou 30 cm abaixo do solo e para cima do tronco. Quando
as lesdes se desenvolvem muito, circundando o tronco ou as raizes, a planta entra em rapido
declinio, devido a destruicdo do floema, restringindo ou impedindo o fluxo de seiva elaborada
da copa para o sistema radicular, o que provoca a morte da mesma (CALIXTO et al., 2004;
FEICHTENBERGER, 2001; SILVA et al., 2008).

2.3 Controle da gomose de Phytophthora

A medida de controle mais importante sobre a gomose € 0 uso de porta-enxertos
resistentes ou tolerantes, ja existentes ou obtidos por programas de melhoramento genético
(MEDINA FILHO et al., 2004), principalmente para o controle da podridao do colo e tronco,
e as podriddes de raizes e radicelas (ALVES; DEL PONTE, 2007).



Figura 1 — Sintomas causados por Phytophthora spp em citros. A) Laranjeira
apresentando secamento. B) Necrose do tecido vegetal. C) Apodrecimento do sistema
radicular. D) Podriddo-parda em fruto de laranja. E) Lesdo com exudacdo de goma. F)

Rachaduras no tronco. Fonte: (SORIANO, 2011).
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A laranja azeda (Citrus aurantium Linnaeus), resistente ao patdgeno foi amplamente
utilizada como porta-enxerto, mas, por ser suscetivel ao virus da tristeza (CTV), foi necessaria
a sua substituicdo pelo porta-enxerto de limdo cravo (Citrus limonia Osbeck), sendo este
menos tolerante a infeccdo de Phytophthora que a laranja azeda (MEDINA FILHO et al.,
2003).

O controle quimico através do uso de fungicidas especificos para oomicetos, tais como
metalaxil e fosetil-Al, e 0 uso de fosfitos, € bastante eficiente no controle preventivo e
curativo da doenca. Nas lesdes de troncos e ramos o fosetil-Al ou os fosfitos sdo eficientes, ja
no controle de podridfes de raizes e radicelas os fosfitos e os dois fungicidas promovem
resultados satisfatorios (FEICHTENBERGER, 2001).

No controle cultural sdo manipuladas as condi¢bes de pré-plantio e durante o
desenvolvimento do hospedeiro em detrimento ao patdgeno, objetivando a prevencdo ou a
intercepcdo da epidemia. Esses métodos preventivos de préticas culturais podem ser: selecéo
de areas para plantio, evitando solos rasos e pouco permedveis; adocdo de préaticas de
conservacao de solo em terrenos em declive, para evitar o arraste de propagulos do patdgeno,
0 acumulo de terra e detritos junto ao colo das plantas e o encharcamento do solo nas
baixadas; utilizacdo de adubos orgénicos no pomar para favorecer a microflora de solo
antagdnica a Phytophthora; plantio alto, de modo que as raizes principais fiquem no nivel do
solo; evitar ferimentos de tronco e raizes principais; nao utilizar grades, sulcadores,
subsoladores e outros equipamentos pesados no pomar adulto, em pomares irrigados por
micro-aspersores, impedir que o jato d’adgua atinja a base do tronco das plantas
(FEICHTENBERGER, 2001).

O controle fisico visa interromper o ciclo da doenca via manipulacdo de um dos
componentes bidticos ou abidticos envolvidos na doenga (populagdo do patdgeno, planta
resistente e balan¢o microbiano), sendo a meta final a reducdo da doenca de forma econdmica
e ambientalmente viavel (GHINI; BETTIOL, 2005). A solarizagdo é um método fisico
abiotico, muito utilizada na desinfestacdo do substrato utilizado na producdo de mudas de
citros (GHINI, 1991; GHINI; BETTIOL, 2005). A técnica de solarizagdo induz a liberacdo de
nutrientes no solo pela morte e degradagéo microbiana, propiciando melhores condigfes para
0s microrganismos introduzidos e para a planta (KATAN, 1980).

Alguns outros métodos alternativos no controle de patdgenos vém sendo testados com
sucesso em diversos patossistemas, mas experimentos visando o controle da gomose de

Phytophthora ainda sdo escassos na literatura.
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O uso da termoterapia no controle de doencas de plantas tem por objetivo a obtencéo
de material de propagacédo vegetal livre de patdgenos. Com tal propoésito, a termoterapia € um
método eficiente, que consegue eliminar os patdgenos, tanto interna quanto externamente, dos
tecidos do hospedeiro (FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 2005).

Diferentes extratos vegetais vém sendo testados no controle de fitopatogenos, entre
eles 0 extrato de manipueira (extrato liquido das raizes de mandioca, Manihot esculenta
Crantz), que se apresenta como pesticida agricola natural com comprovada acdo nematicida
(FRANCO, 1986; FRANCO et al., 1990; SENA; PONTE, 1982), inseticida e fungicida
(PONTE, 2000).

Produtos a base de biomassa citrica, como o Ecolife®, que é um produto composto por
bioflavondides citricos (vitamina P), &cido ascorbico (vitamina C) e fitoalexinas citricas, tém
sido testados no controle alternativo de doencas de plantas, sendo estudado os seus efeitos in
vitro e in vivo no controle da mancha-de-phoma, causada por Phoma costarricensis Echandi
no cafeeiro (BARGUIL et al., 2005) e sobre o crescimento micelial de Colletotrichum sp
(VILAS-BOAS et al., 2004), entre outros.

Entre os 6leos essenciais merece destaque, o 6leo de citronela, obtido a partir de folhas
de Cymbopogon nardus Linnaeus (Poaceae) que é rico em geraniol e citronelal (TANU;
ADHOLEYA, 2004), os 6leos de eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook., Myrtaceae),
pimenta-de-macaco (Piper aduncum Linnaeus, Piperaceae) e nim (Azadirachta indica Adr.
Juss., Meliaceae), que vém sendo testados para o controle de patégenos. O controle de
Colletotrichum gloeosporioides em Tapeinochillus ananassae (Hassk.) K. Schum.
(Zingiberaceae) foi obtido utilizando O6leos essenciais, incluindo o6leo de citronela
(FURTADO, 2006).

O nim tem sido muito recomendado no controle de patdgenos veiculados pelo solo, no
entanto, ainda h& poucos trabalhos de pesquisa que elucidem a agdo de subprodutos do nim
sobre esses organismos (CONVENTRY; ALLAN, 2001; MARTINEZ, 2002). O crescimento
de Colletotrichum spp, in vitro, foi controlado utilizando-se de diferentes concentracdoes de
nim (MIGUEL et al., 2006).

A utilizagdo de microrganismos, como meio de controle bioldgico da doenga, é de
especialmente interessante e tecnicamente justificavel (FREITAS; AGUILAR VILDOSO,
2004; MORANDI; BETTIOL, 2009; QUEIROZ; MELO, 2006; SILVA et al., 2008). A
supressao de doencas mediadas por agentes de biocontrole é consequéncia das interacbes
entre plantas, agentes patogénicos e a comunidade microbiana presente no ecossistema solo
(BRITO, 2009).
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O wuso do controle biolégico em substituicdo ao quimico é dependente da
disponibilidade e da efetividade dos agentes de controle, bem como dos produtos comerciais
contendo estes microorganismos. Entretanto, até o momento, sdo poucos 0s produtos
bioldgicos disponiveis no mercado para essa modalidade de controle (SILVA et al. 2008).

As bactérias possuem propriedades antag6nicas e representam um importante grupo de
microrganismos para o controle bioldgico de patdgenos radiculares, podendo ser classificadas
em bactérias endofiticas e epifiticas (MARIANO et al., 2004; MARIANO; SILVEIRA;
GOMES, 2005). A atividade do controle biologico através de bactérias pode ser resultante da
competicdo por nutrientes, competicdo por ferro com sideréforos e antibiose (PIETERSE et
al., 2005). As bactérias podem ainda estar envolvidas no mecanismo de inducao de resisténcia
sistémica no hospedeiro (FREITAS; AGUILAR VILDOSO, 2004).

Bactérias que colonizam raizes podem incitar um aumento no desenvolvimento e na
producdo do hospedeiro, sendo chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2005). O crescimento resulta principalmente da
repressdo de patdgenos presentes no solo, mas ha também relatos do efeito direto no
crescimento (PIETERSE et al., 2005). Esses efeitos diretos podem estar relacionados com a
producdo de hormonios vegetais, aumento da fixacdo de nitrogénio e disponibilidade de
nitrato, solubilizacdo de fdésforo e oxidacdo de enxofre, bem como com o aumento da
permeabilidade das raizes estimulando a absorcdo de nutrientes (MARIANO; SILVEIRA;
GOMES, 2005).

A produtividade e a qualidade de pomares citricos podem ser incrementadas pelo uso
de rizobactérias, seja diretamente como promotoras de crescimento, seja como agentes de
controle biologico de fitopatdgenos, quando o efeito benéfico sobre o crescimento seria
indireto (FREITAS; AGUILAR VILDOSO, 2004).

Bactérias antagonistas dos géneros Bacillus e Pseudomonas tém sido avaliados como
um meio de controlar podridfes radiculares causadas por Phytophthora spp em eucalipto
(MALAJCZUK; McCOMB; PARKER, 1977), soja (SNEH; HUMBLE; LOCKWOOD, 1977)
e citros, pois, além de residirem no solo, rizoplano e filoplano, apresentam boas caracteristicas
para os estudos de controle bioldgico de doencas de plantas (AMORIM; MELO, 2002).

Bacillus spp produzem uma grande diversidade de metabolitos, entre eles destacam-se,
bacteriocinas, antibidticos e enzimas extracelulares (tais como proteases e quitinases),
elementos-chave no fendbmeno de supressdo de patdgenos por agentes biolégicos (MOJICA-
MARIN et al., 2009). Isolados de Pseudomonas fluorescens apresentaram antagonismo in
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vitro contra Pythium spp, Botrytis cinerea (Fries.) Persoon, P. nicotianae e Fusarium
oxysporum Schlecht (FREITAS; PIZZINATTO, 1991* apud SOTTERO et al., 2006)

Rizobactérias inibiram o crescimento micelial in vitro de Alternaria solani Sorauer, R.
solani, Sclerotium rolfsii Sacc., Fusarium moniliforme Sheldon e Exserohilum turcicum
(Pass.) Leonard & Suggs, sendo as bactérias endofiticas Bacillus subtilis 0G (Ehrenberg)
Cohn e B. lentimorbus Dutky com maior potencial para 0 uso como agentes de biocontrole de
fitopatdégenos (SHIOMI; MELO; MINHONI, 2008; POZO et al., 2007).

As espécies de Trichoderma sao fungos filamentosos ndo patogénicos ao homem e aos
animais e apés aplicagdo, podem persistir no solo ou nas plantas, podendo dispensar
reaplicacbes (FARIA; ALBUQUERQUE; CASSETARI NETO, 2003; SPIEGEL; CHET,
1998). Trichoderma possui a capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis, além de
inibir populacdes de patdgenos em condic6es de solo diferentes (VINALE et al., 2008).

Trichoderma spp possuem diferentes mecanismos de ag&o no controle de fungos
fitopatogénicos, incluindo a concorréncia por espago e nutrientes, o parasitismo, a produgéo
de compostos inibitdrios, a inativacdo das enzimas do patdgeno e indugdo de resisténcia. O
parasitismo € um processo que limita o crescimento e a atividade do patdgeno devido ao
ataque do Trichoderma as hifas do hospedeiro, através de enrolamento das hifas, ganchos e
apressorios, penetrando a parede celular pela acdo de enzimas hidroliticas. Essas enzimas sao
principalmente quitinases e glucanases que degradam parcialmente a parede celular de varios
fungos (ZEILINGER; OMANN, 2007) e nematoides (SHARMA; PANDEY, 2009)

O género Trichoderma tem sido alvo de muitas pesquisas para reduzir a populacdo de
patégenos de plantas, como, por exemplo, Phytophthora spp. dos citros (MAY-DE-MIO;
GHINI; KIMATI, 2001), sendo o mais estudado e utilizado no Brasil e em outros paises da
América Latina (BETTIOL et al., 2008 apud MORANDI; BETTIOL, 2009). A espécie T.
harzianum Rifai, que apresenta grande potencial antagénico, é freqlentemente associada a
solos supressivos a fitopatogenos (MELO, 1991; MELO, 1998).

A microbiolizacdo das sementes, com agentes de biocontrole (bioprotetores), tem
mostrado seu potencial como estratégia de controle de patégenos (FARIA;
ALBUQUERQUE; CASSETARI NETO, 2003; LUDWIG et al., 2009), especialmente

* FREITAS, S. S.; PIZZINATTO M. A. Acdo de rizobactérias sobre a incidéncia de Colletotrichum gossypii e
promoc¢do de crescimento em plantulas de algodoeiro (Gossypium hirsutum). Summa Phytopathologica,
Botucatu, v. 23, p. 36-41, 1997.

> BETTIOL, W. Conversdo de sistemas de producdo. In: POLTRONIERI, L. S.; ISHIDA A. K. N. (Eds.).
Métodos alternativos de controle de insetos-praga, doencas e plantas daninhas: panorama atual e
perspectivas. Belém: Embrapa Amazonia Oriental, 2008. p. 289-308.
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daqueles que habitam o solo (LUZ, 1993). O tratamento de sementes com microrganismos
tem sido usado para proteger as plantas contra fitopatdgenos e promover um aumento nas
taxas de crescimento da planta. A microbiolizacdo das sementes, em geral, favorece o
desenvolvimento das plantas, produz efeitos benéficos na germinacdo de sementes e na
emergéncia de plantulas, além do desenvolvimento de gréos e producdo de frutos (DINIZ et
al., 2009).
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3 METODOLOGIA

Os trabalhos foram conduzidos no laboratério de fitopatologia e em casa-de-vegetacao
do Centro de Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL).

3.1 Obtencao do isolado de Phytophthora sp

O isolamento de Phytophthora sp foi obtido a partir de amostras de solo coletadas de
areas cultivadas com plantas de citros apresentando sintomas de gomose, no Municipio de
Santana do Mundau. Cada amostra de solo foi peneirada e colocada em Becker de 500 mL,
até atingir a marca correspondente a 100 mL, sendo, em seguida, umedecida com agua
destilada esterilizada (ADE).

A isca utilizada para o isolamento do patdgeno constitui-se de um fruto de péra,
lavado com agua e sabdo, e posteriormente, lavado com ADE, no qual se efetuou perfuracdes
na regido do peddnculo do fruto, com auxilio de estilete devidamente flambado. Colocou-se a
péra no Becker com a parte perfurada em contato com o solo, fazendo uma leve pressao, em
seguida, cobriu-se a parte superior do Becker com papel aluminio, aguardou-se cerca de cinco
dias, a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C), quando entdo apareceu o crescimento
do microrganismo e necrose do tecido em torno das perfuractes (Figura 2).

Micélio do microrganismo e fragmentos necrosados do fruto, desinfestados
superficialmente em &lcool 70% e hipoclorito de sédio 1%, foram transferidos para placa de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) adicionado de benomil, nistatina,
PCNB, rifampicina e ampicilina. Apds a formacgéo das colbnias transferiu-se discos de meio
de cultura contendo crescimento do patdgeno para outra placa com o meio BDA, sendo
cultivado durante sete dias a uma temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. O patégeno
foi conservado a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) pelo método Castellani.

A patogenicidade do isolado foi verificada em frutos de péra, através da aplica¢do dos
Postulados de Koch. Foram utilizados 12 frutos de péra, desinfestados com hipoclorito de
sodio e inoculados com discos de BDA contendo estruturas do patdgeno na regido equatorial
dos frutos, sem a nescessidade de promover ferimentos nos frutos. Nos frutos que serviram
como testemunhas foram utilizados discos de BDA. Todos os frutos permaneceram em

camara Umida por 48 horas.
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Figura 2 — Isolamento de Phytophthora sp por meio de isca. A) Becker contendo solo de &reas com
histérico de gomose e fruto de péra; B) Péra apresentando sinais e sintomas do patégeno ap6s cinco
dias. Fonte: (SORIANO, 2011).

Os frutos foram mantidos a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) e
foram realizadas observacgdes diarias durante 10 dias. Os frutos que apresentaram sintomas
tipicos da doenca foram coletados e utilizados para o re-isolamento do patégeno em placas de
Petri contendo meio BDA e cenoura-agar (CA).

O patogeno foi identificado tomando-se por base as caracteristicas morfologicas
apresentadas pelas culturas, facilmente observadas a olho nu, e através da visualizagdo de
estruturas do patégeno em laminas temporéarias e permanentes, com o auxilio de microscopio

optico.

3.2 lIsolamento e selecdo de rizobactérias para o controle de Phytophthora sp

O isolamento de bactérias da rizosfera de citros foi feito mediante dilui¢do seriada e
plagueamento em meio de cultura Nutriente-Agar (NA) de amostras de solo da rizosfera de
plantas de citros que ndo apresentavam sintomas de doenca causada por Phytophthora spp,
coletadas no Municipio de Santana do Mundau. Foram preparadas suspensdes em tubos de
ensaio, através da diluicdo de 1g de solo rizosférico de citros em 9 mL de ADE, agitados por
15 minutos, obtendo-se diluicdes seriadas até a diluicio 10°. Para o isolamento das
rizobactérias, 100 pl das trés Gltimas diluicdes (10*, 10 e 10°) foram transferidos para o
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meio de cultura NA e homogeneizado com alca de Drigalski esterilizada. Foram feitas trés
repeticdes para cada diluigdo, sendo as placas de Petri mantidas a 25 °C até o crescimento das
colonias.

Para selecdo de antagonistas, as placas com as coldnias bacterianas foram pulverizadas
com os esporos do patdgeno e observadas, apds alguns dias a formacéo de halos de inibic&o.
As col6nias das bactérias que formaram halo de inibicéo foram repicadas para meio de cultura
NA e devidamente preservadas na colecdo de microrganismo do Laboratdrio de Fitopatologia
do CECA/UFAL.

3.3 Inibicéo do crescimento micelial de Phytophthora sp in vitro
3.3.1 Efeito de 6leos essenciais, extratos vegetais e fungicida

Os extratos vegetais, 6leos essenciais e fungicidas foram adicionados ao meio de
cultura BDA fundente, que foi vertido em placas de Petri, sendo usadas quatro placas para
cada concentracdo: 20%, 40% e 60% para manipueira; 0,5%, 1,0% e 1,5% para o 6leo de
citronela, 6leo de eucalipto, 6leo de pimenta-de-macaco, 6leo de nim e Ecolife®; 2,5 g. L™,
359. L*e 4,5 g. L do fungicida metalaxil + mancozeb. A testemunha foi constituida pela
inoculacdo do disco de inoculo em placa com BDA. Todos os extratos e 6leos foram
esterilizados em luz UV por 30 minutos antes de serem adicionados ao meio autoclavado,
segundo metodologia descrita por Barguil et al. (2005).

No centro de cada placa foi depositado um disco de meio BDA contendo micélio
jovem retirado das bordas de col6nias de Phytophthora sp. Apds a incubag&o por cinco dias a
temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) e sob luz constante, determinou-se o
diametro médio das col6nias tomado no reverso das placas de Petri, através da medicdo em
dois sentidos diametralmente opostos, e por compara¢do com o crescimento das col6nias nas
placas testemunhas calculou-se a percentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (P.1.C.)

segundo Edginton, Knew e Barron (1971), que é expressa pela formula:

PIC =  cresc. test. — cresc. trat. X 100

cresc. test.
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cresc. test. = média do diametro do crescimento micelial de Phytophthora sp nas placas
testemunhas.
cresc. trat. = média do diametro do crescimento micelial de Phytophthora sp nas placas que

receberam o tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, totalizando 22 tratamentos
com quatro repeticGes, sendo a repeticdo constituida por uma placa de Petri. Os tratamentos
constituiram-se da combinacdo de 07 extratos vegetais/ 6leos essenciais/fungicida em trés
concentracOes. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Para verificar o modo de acdo dos produtos testados, os discos de inoculo a partir dos
quais ndo houve crescimento micelial, foram transferidos, ap6s cinco dias, para placas de
Petri contendo BDA, sem a presenca do agente inibidor, incubadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 28 °C) e sob luz constante. Apds 72 horas, foi avaliado quanto a presenca

ou ndo de crescimento do microrganismo.

3.3.2 Efeito da acdo de rizobactérias

Doze isolados de rizobactérias (RC1 a RC12), obtidos a partir da dilui¢do seriada feita
de amostras de solo da rizosfera de plantas de citros que ndo apresentavam sintomas de
doenca causada por Phytophthora spp, juntamente com os isolados C25, C11, C21, C110 (da
rizosfera de couve) e RAB7 (da rizosfera de rabanete), os quais foram cedidos pelo
Laboratdrio de Bacteriologia/UFRPE, foram confrontados com o patdgeno em meio de BDA.
Foi colocado um disco de BDA com micélio do patégeno em um dos lados da placa de Petri,
e do outro lado, distante 6 cm do disco de BDA, foi feita uma estria da bactéria. Os
tratamentos foram incubados em escuro continuo por cinco dias a 25 °C. A leitura do
crescimento radial do micélio do patdgeno foi realizada diariamente, mensurando-se 0 raio
das coldnias para determinacdo da porcentagem de inibi¢do do patdgeno, conforme a equacéo

adaptada de Edginton, Knew e Barron (1971):

IR (%) = RC- RX/RC x 100

IR= Inibig&o relativa

RC= raio da col6nia de Phytophthora sp na
testemunha

RX=raio da colbnia pareada com a rizobactéria
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Ao final do periodo de incubacéo foi retirada uma amostra do meio onde ocorreu a
interacdo entre o patégeno e o antagonista, que foi colocada sobre uma Iamina e observada em
microscopio Optico, para a visualizagdo dos mecanismos de acao das rizobactérias.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 18 tratamentos e trés repeticdes,
sendo a repeticdo constituida por uma placa de Petri. Os dados originais do crescimento
micelial de Phytophthora sp foram submetidos & analise de variancia e as meédias comparadas

através do teste de Tukey (5%)

3.3.3 Efeito da ac¢do de Trichoderma spp

Os isolados de Trichoderma, T3 (T. koningii Rifai), T13 e T9 (T. harzianum),
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia (CECA/UFAL),
foram confrontados com o patégeno, durante sete dias, em meio de BDA, pelo método de
pareamento, onde um disco de BDA contendo estruturas do patdgeno foi colocado em um dos
lados da placa de Petri e no lado oposto foi colocado um disco de BDA com estruturas do
isolado de Trichoderma.

Os graus de antagonismo foram avaliados através da escala de notas de Bell, Wells e
Markham (1982), que atribui notas de 1 a 5, a depender do desenvolvimento do crescimento
micelial do isolado de Trichoderma sobre o crescimento micelial do patdégeno. As notas foram
dadas observando-se os seguintes critérios:

1 — O crescimento micelial do isolado de Trichoderma tomou 100% da placa de Petri;

2 — O crescimento micelial do isolado de Trichoderma tomou 2/3 da placa de Petri;

3 — O crescimento micelial do isolado de Trichoderma tomou 50% da placa de Petri;

4 — O crescimento micelial do isolado de Trichoderma tomou 1/3 da placa de Petri;

5 — O isolado de Trichodermae nao conseguiu se desenvolver na placa de Petri.

Ao final do periodo de incubacéo, a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) e
sob luz continua, foi retirada uma amostra do meio onde ocorreu a interagéo entre o patégeno
e 0 antagonista, que foi colocada sobre uma lamina e observada em microscopio 6ptico, para a
visualizagcdo dos mecanismos de a¢do dos isolados de Trichoderma.

O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco
repeticdes, sendo a repeticdo constituida por uma placa de Petri. Os dados originais do
crescimento micelial de Phytophthora sp foram submetidos a anélise de variancia e as médias

comparadas através do teste de Tukey (5%)
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3.4 Controle da podridao de Phytophthora em frutos de laranja péra

3.4.1 Efeito de produtos naturais e de fungicida

Frutos de laranja “péra” [Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Péra], com até 25% de sua
superficie com coloracdo amarelada, foram pulverizados com 0s seguintes tratamentos:
manipueira, Ecolife®, oleo de citronela, 6leo de eucalipto, 6leo de pimenta, 6leo de nim e
fungicida metalaxyl + mancozeb, nas concentraces que apresentaram os melhores resultados
no tratamento in vitro. Para todas as solugdes, ADE foi utilizada como solvente e foi
adicionado espalhante adesivo Tween 20 (polioxyethylene sobitan mono-oleate, da marca
Vetec), 0,1 ml para cada 100 ml de solucdo. A testemunha consistiu em frutos pulverizados
apenas com ADE.

Dois dias ap6s o tratamento com os produtos, os frutos foram inoculados sem
ferimento com uma suspensdo do patégeno (5 mL/fruto) na concentracdo de
aproximadamente 20 esporangios/mL, preparada a partir da homogeneizacdo em
liquidificador, de uma suspensédo contendo crescimento micelial do isolado de Phytophthora
sp, previamente cultivado em uma placa de Petri em meio de cultura CA, durante sete dias,
em camara de crescimento com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Para manter
a umidade, os frutos foram colocados em sacos plasticos umedecidos por 48 horas, e
incubados em condi¢fes ambiente.

O experimento foi avaliado quando 50% das testemunhas apresentaram sintomas da
doenca, através da determinacdo da porcentagem das areas lesionadas, conforme escala
diagramatica proposta por Azevedo (1997).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e sete
repeticGes, sendo uma repeticdo constituida por um fruto de laranja péra. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade.

3.4.2 Efeito do tratamento térmico

Frutos de laranja péra, com atée 25% de sua superficie com coloracdo amarelada, foram
inoculados artificialmente, através de aspersdo de 5 mL de suspensdo de Phytophthora sp na
concentracdo de aproximadamente 20 esporangios/mL (suspensdo do patdgeno foi preparada

conforme o item 3.4.1) e em seguida submetidos aos seguintes tratamentos: 1- Imersdao em



32

agua a 50°C por 3 minutos; 2- Imersdo em agua a 51°C por 3 minutos; 3- Imersdo em agua a
52°C por 3 minutos; 4- Imersdo em &gua a 53°C por 3 minutos; 5- Imersdo em agua a 50°C
por 5 minutos; 6- Imersdo em agua a 51°C por 5 minutos; 7- Imersdo em agua a 52°C por 5
minutos; 8- Imersdo em agua a 53°C por 5 minutos ; 9- Imersdo dos frutos em fungicida
(Metalaxil + mancozeb — 3,5 g. L™); 10- Testemunha.

A testemunha foi constituida pela inoculag¢do dos frutos com a suspensdo do patégeno
e imersdo dos frutos em agua sem aquecimento. Apos a aplicacdo dos tratamentos os frutos
foram incubados a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C), com fotoperiodo de 12
horas e avaliados diariamente por até sete dias, observando-se o aparecimento de sintomas. A
avaliacdo da severidade da doenca foi feita através da porcentagem das areas lesionadas,
conforme escala diagramatica proposta por Azevedo (1997).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos e 5
repeticGes, sendo uma repeticdo constituida por um fruto de laranja péra. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade.

3.5 Controle bioldgico de Phytophthora sp com rizobactérias e Trichoderma spp

Os isolados de rizobactérias selecionados (RC3, RC5, RC10, RC11, RC12, C11, C21,
C25, C110 e RABY7) e de Trichoderma spp (T3, T9 e T13) foram testados quanto a sua
capacidade de colonizar raizes de citros. Sementes de liméo cravo (C. limonia), desinfestadas
superficialmente em alcool 70% (por 2 minutos), hipoclorito de sédio 1% (por 10 minutos) e
lavadas sucessivas vezes com ADE, foram imersas na suspensao bacteriana na concentracdo
de 108 cél/mL (escala de McFarland) e na suspensdo de Trichoderma (10’conidios/mL) por 2
horas e colocadas para secar em papel de filtro esterilizado. Os indculos bacterianos foram
produzidos em meio NA, incubados a 25 °C por 48 horas e os de Trichoderma spp em meio
BDA, incubados a 28 °C por 96 horas. Foram utilizadas como testemunhas, sementes imersas
em solucdo salina esterilizada e sementes tratadas com fungicida (Metalaxil + mancozeb —
3,5g. L™). Este procedimento foi utilizado nos dois experimentos descritos a seguir.

Em um dos experimentos, as sementes de limdo cravo foram microbiolizadas e
semeadas em tubos de ensaio (2 sementes/tubo) contendo meio de cultura agar-agua (AA) na
proporcdo 0,8% plv, incubados a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) sob luz

constante. Os tubos foram cobertos com papel aluminio para controlar a luminosidade nas
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raizes. Aos 30 dias de incubacédo, as sementes tratadas com as rizobactérias e os isolados de
Trichoderma spp, foram observadas com relagdo a capacidade dos microrganismos em
colonizar o sistema radicular, conforme Queiroz (2003).

No outro experimento, o substrato (1/3 de solo + 1/3 de torta de filtro de cana + 1/3 de
fibra de coco) foi autoclavado, por duas horas a uma temperatura de 121°C, e infestado com
uma suspensédo do patdgeno na concentracdo aproximada de 20 esporangios/mL. As sementes
microbiolizadas foram semeadas no substrato e incubadas por 40 dias em condigdes
ambientais. Cada parcela foi constituida por um vaso (400 mL), onde foram semeadas quatro
sementes de limé&o cravo.

Os experimentos foram avaliados ao final do periodo de incubac&o, determinando-se a
podrid&o radicular e a promocéo do crescimento da altura das mudas. A podrid&o radicular foi
classificada pela escala de notas proposta por Queiroz (2003):

0 — auséncia de podrid&o no sistema radicular;

1 — presenca de 1-10% de podriddo do sistema radicular;

2 — presenca de 11-25% de podriddo do sistema radicular;

3 — presenca de 26-50% de podriddo do sistema radicular;

4 — presenca superior a 50% de podridao do sistema radicular.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 15 tratamentos e
quatro repeticbes, em ambos o0s experimentos, sendo cada repeticao contituida por um tubode

ensaio ou vaso, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de patogenicidade

O isolado de Phytophthora sp mostrou-se patogénico aos frutos de péra (Figura 3),
previamente inoculados com discos de BDA contendo estruturas do patdgeno. Os sintomas
iniciais de podriddo surgiram no segundo dia ap0s a inoculagdo com aumento de intensidade
aos cinco dias.

Figura 3 — Teste de patogenicidade, fruto de péra apresentando sintomas caracteristicos de

podriddo causada por Phytophthora sp. Fonte: (SORIANO, 2011).
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4.2 ldentificacdo do patégeno

O patdgeno foi identificado como sendo uma espécie do género Phytophthora por
apresentar micélio de aspecto cotonoso em meio de cultura BDA, com crescimento petalGide
e bordas irregulares. Presenca de hifas cenociticas, e esporangio piriforme e papilado (Figura
4). Tais caracteristicas sdo utilizadas em estudos realizados por Abdanur, Santos e Tratch
(2003) e por Feichtenberger, Miller e Guirado (2005), para descrever a morfologia de
isolados de Phytophthora.

Figura 4 — Placa de Petri contendo o crescimento micelial de Phytophthora sp (A). Hifas cenociticas e
esporangio de Phytophthora sp (B). Fonte: (SORIANO, 2011).

4.3 Efeito de 6leos essenciais, extratos vegetais e fungicida sobre o crescimento micelial
de Phytophthora sp in virto

Todos os tratamentos diferiram da testemunha. A manipueira e o fungicida, em todas
as concentragdes testadas, o 6leo de eucalipto, o 6leo de pimenta-de-macaco e o Ecolife®, nas
concentracdes 1,0% e 1,5% foram capazes de inibir em 100% o crescimento micelial de
Phytophthora sp, ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos com 6éleo de pimenta-de-
macaco, na concentracdo 0,5% e Oleo de citronela, na concentracdo de 1,5%, que
proporcionaram uma inibicdo de 97,7% e 95,3%, respectivamente. Os 6leos de eucalipto e
Ecolife a 0,5% néo apresentaram diferencas significativas entre si, proporcionando uma
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inibicdo do crescimento micelial do patégeno de 80,0%. Os 6leos de citronela, 0,5 e 1,0% e de
nim a 1,5% também ndo apresentaram diferencas significativas, com inibi¢fes de 71,0%,
75,0% e 73,8%, respectivamente. O 6leo de nim a 0,5% e 1,0% inibiu o crescimento micelial
do patégeno em 55,0% e 62,5%, apresentando os menores percentuais de inibicdo em relacéo
aos demais tratamentos (Tabela 1).

As menores concentragdes e que apresentaram os melhores resultados foram
selecionadas para o teste in vivo, com excecdo da concentragdo do fungicida, onde foi

selecionada a concentragdo 3,5 g. L™, dose recomendada pelo fabricante.

Tabela 1 — Efeito de 6leos essenciais, extratos vegetais e fungicida sobre o crescimento micelial de

Phytophthora sp
TRATAMENTOS INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL (%)
Manipueira 20% 100
Manipueira 40% 100
Manipueira 60% 100
Oleo de citronela 0,5% 71,0
Oleo de citronela 1,0% 75,0
Oleo de citronela 1,5% 95,3
Oleo de eucalipto 0,5% 80,0
Oleo de eucalipto 1,0% 100
Oleo de eucalipto 1,5% 100
Oleo de pimenta-de-macaco 0,5% 97,7
Oleo de pimenta-de-macaco 1,0% 100
Oleo de pimenta-de-macaco 1,5% 100
Ecolife® 0,5% 80,0
Ecolife® 1,0% 100
Ecolife® 1,5% 100
Oleo de nim 0,5% 55,0
Oleo de nim 1,0% 62,5
Oleo de nim 1,5% 73,8
Fungicida 2,5g. L™ 100
Fungicida 3,5g. L™ 100
Fungicida4,5g. L™ 100
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Trabalhos relatando o efeito de Oleos essenciais de plantas sobre a germinacdo de
esporos de espécies do género Phytophthora, bem como as concentra¢es minimas inibitorias
ao microrganismo, sdo escassos na literatura. Algumas pesquisas recentes, sobre o efeito de
diferentes concentracGes de dleos essenciais em outros patossistemas foram realizadas e
concordam ou discordam dos resultados obtidos neste experimento.

Medice et al. (2007) ao utilizaram 6leos essenciais de Corymbia citriodora (Hook.)
Hill e Jonhson (= Eucalyptus citriodora, eucalipto citriodora), Cymbopogon nardus
(citronela) e Azadirachta indica (nim) nas concentracfes de 1%, 0,5%, 1%, respectivamente
para cada 6leo, no controle da ferrugem asiatica da soja, observaram uma interferéncia na
germinacdo dos urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & P. Sydow e uma
inibicdo de 100% in vitro.

Carnelossi et al. (2009), utilizando 6leos essenciais no controle de Colletotrichum
gloeosporioides in vitro, observaram que o 6leo essencial de E. citriodora, na proporgdo de
25 pl por placa de Petri, foi capaz de inibir em 100% o crescimento micelial do patgeno.
Salgado et al. (2003), testando o potencial fungitoxico de dleos essenciais de diferentes
espécies de eucalipto, verificaram que o 6leo essencial de E. citriodora foi capaz de inibir o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum, Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker e
Botrytis cinerea, corroborando com os resultados desse experimento.

O oleo de Piper aduncum ¢é rico em dilapiol, com comprovada acdo inibitoria contra
um grande numero de fitopatogenos, inclusive Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, P.
palmivora e P. capsici (BASTOS; SILVA, 2002° apud SILVA; BASTOS, 2007).

O efeito fungicida foi observado nos tratamentos com manipueira independente das
concentracgdes testadas, e no tratamento com fungicida quimico nas concentragdes de 3,5 e 4,5
g. L% Ja os tratamentos com Oleo de citronela, 6leo de eucalipto, 6leo de pimenta, Ecolife® e
fungicida quimico na concentragdo de 2,5 g. L*, apresentaram efeito fungistatico sobre o
crescimento micelial do isolado de Phytophthora sp (Tabela 2). Os principios ativos presentes
nos extratos e 6leos testados podem apresentar efeito fungicida, quando ocorre inviabilidade
do micélio e estruturas reprodutivas do patdgeno, ou efeito fungistatico, quando o crescimento
micelial é apenas paralisado, podendo o patégeno voltar a se desenvolver caso o tratamento

seja eliminado.

® BASTOS, C. N.; SILVA D. M. H. Inibicdo micelial de fungos fitopatdgenos através de 6leos essenciais de
Piper aduncum e P. marginatum. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 27, p. 82, 2002. Suplemento.
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O modo de a¢do do bleo de Piper aduncum sobre o isolado de Phytophthora sp diferiu
do que foi observado por Bastos (1997), estudando o efeito de 6leo de Piper aduncum sobre
Crinipellis perniciosa e outros fungos fitopatogénicos, o qual observou a inviabilidade do
micélio do patdgeno em todos os discos de BDA contendo estruturas de C. perniciosa que nao
haviam apresentado crescimento nas placas contendo 6leo, concluindo que o 6leo Piper

aduncum, em concentragao de 5% ou superior, teve efeito fungicida sobre C. perniciosa.

Tabela 2 — Modo de acdo dos produtos testados sobre o crescimento micelial de
Phytophthora sp
TRATAMENTOS RESULTADOS *

Manipueira 20% -
Manipueira 40% -
Manipueira 60% -

Oleo de citronela 1,0% +

Oleo de citronela 1,5% +

Oleo de eucalipto 0,5% +
Oleo de eucalipto 1,0% +
Oleo de eucalipto 1,5% +
Oleo de pimenta-de-macaco 0,5% +
Oleo de pimenta-de-macaco 1,0% +
Oleo de pimenta-de-macaco 1,5% +
Ecolife® 1,0% +

Ecolife® 1,5% +
Fungicida 2,5 g. L™ +

Fungicida 3,5g. L™ -
Fungicida4,5g. L™ -

* (+) = agdo fungistatica

(-) = acéo fungicida



39

4.4 Selecdo e antagonismo de rizobactérias para o controle de Phytophthora sp

Dos dezessete isolados de rizobactérias confrontados com o isolado de Phytophthora
sp, dez apresentaram potencial para inibir o desenvolvimento do patogeno in vitro (Figura 5).
Os isolados C25, RC5 e RC11, apresentaram-se como os mais eficientes no controle do
crescimento micelial do patdgeno com porcentagem de inibicdo de 40,4%; 36,7 % e 35,9 %,
respectivamente. Os isolados RC10, RC12, C110 e C11 foram, respectivamente, responsaveis
por uma inibicdo do crescimento micelial de 31,0 %; 26,9 %; 26,9 % e 23,3 %. As
rizobactérias C25, RC5, RC11, RC10 apresentaram um halo de inibicdo que pode ser
atribuido ao mecanismo de antibiose. Os isolados C25, RC5, RC11, RC10, RC12, C110 e
C11 diferiram estatisticamente da testemunha pelo teste de Tukey, sendo estes selecionados
para a aplicacdo no teste de antagonismo in vivo.

Além destes, os isolados C21, RAB7 e RC3, cujos percentuais de inibicdo sobre o
crescimento micelial do patégeno foram 12,2 %; 11,4% e 8,6 %, respectivamente, também
foram selecionados. Embora estes isolados ndo tenham diferido estatisticamente da
testemunha, apresentaram um crescimento bacteriano sobre as hifas do patdgeno, o que
também ocorreu com os isolados C11 e RC12, e através de observagfes microscopicas na
regido de interacdo com o patdgeno, pode-se verificar o parasitismo, com a ocorréncia de
deformacéo das hifas, lise das hifas e dos esporangios, concordando com resultados obtidos
por Queiroz (2003).

Figura 5 — Crescimento micelial de Phytophthora sp em presenca de rizobactérias. Fonte:
(SORIANO, 2011).
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Erwin e Ribeiro (1996) ressalvaram que o parasitismo de estruturas vegetativas e de
reproducdo do patégeno, € importante quando se almeja eliminar as estruturas de resisténcia,
como clamidosporos e o6sporos, com sobrevivéncia em condigdes limitantes de 6 a 13 anos,

respectivamente.

4.5 Efeito de Trichoderma spp sobre o crescimento micelial de Phytophthora sp in vitro

Os trés isolados de Trichoderma spp, T3 (T. koningii), T9 e T13 (T. harzianum), foram
eficientes em inibir o desenvolvimento micelial do patégeno in vitro (Figura 6), produzindo
antibidticos em BDA e hiperparasitando o crescimento micelial de Phytophthora sp. Através
de microscopia foi possivel observar que o isolado T3 foi eficiente no controle do crescimento
micelial do Phytophthora sp, as hifas do antagonista se apresentaram intumescidas e com
maior didmetro em relacdo as hifas do patdgeno, ndo havendo producdo de esporos do
patogeno, sendo produzidos apenas esporos do isolado T3.

Os isolados T9 e T13 foram tdo eficientes quanto o isolado T3, ndo diferindo
estatisticamente entre si, quanto ao percentual de inibi¢cdo do crescimento micelial do isolado
de Phytophthora sp. Diante da acdo antagonista dos isolados T9 e T13, o pat6geno apresentou
pouca producdo de hifas, sendo estas estreitas/finas e sem esporulacdo, também promoveram
o enrolamento e estrangulamento de hifas do patdgeno, e um ndmero grande de esporos dos

antagonistas mostraram-se agregados as hifas do patdgeno.

Figura 6 — Inibicdo in vitro do crescimento micelial de Phytophthora sp. Fonte: (SORIANO, 2011).
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De acordo com Denis e Webster (1971) Trichoderma spp produzem, VAarios
antibioticos, alguns dos quais sdo capazes de inibir o crescimento micelial de muitos fungos
fitopatogénicos. O hiperparasitismo de Trichoderma spp foi observado sobre hifas de R.
solani (CHET; ELAD, 1983), de P. parasitica (MAY-DE-MIO, 1994), de P. citrophthora
(AMORIM, 1997) e de P. palmivora (DIANESE, 2006).

4.6 Efeito dos 0Oleos essenciais, extratos vegetais e fungicida no controle da podriddo de

Phytophthora em frutos de laranja péra

O tratamento com 6leo de pimenta-de-macaco 0,5% foi o0 que apresentou as menores
areas lesionadas em frutos de laranja péra, com média de 8,57%. Ja os tratamentos com: 6leo
de citronela 1,5%, Ecolife® 1,0%, 6leo de eucalipto 1,0%, manipueira 20%, fungicida 3,5 g.
L™ e 6leo de nim 1,5% apresentaram 28,57%, 34,28%, 37,14%, 42,86%, 45,71% e 46,43%,
respectivamente, de areas lesionadas. Enquanto que a testemunha apresentou 54,28% de areas
lesionadas nos frutos de laranja péra (Figura 7).

Nos tratamentos com Oleo de citronela 1,5%, Oleo de eucalipto 1,0%, Oleo de
pimenta 0,5% foi observado fitotoxidez em alguns dos frutos das parcelas de tratamento.

Barguil et al. (2005) estudando o efeito do Ecolife®, nas concentragdes 0,5% e 1%,
no controle de Phoma costarricencis em plantas de café, observaram que esse produto na
menor concentracdo proporcionou a diminuicdo da area lesionada na folha. Esse resultado se

mostrou contrario ao esperado, mas apontou para uma provavel inducédo de resisténcia.

Figura 7 — Efeito de produtos naturais e de fungicida no controle da podriddo de Phytophthora em
frutos de laranja péra. Fonte: (SORIANO, 2011).

d
60 -+
b B Manipueira 20%
C b |
50 - m Oleo de citronela 1,5%
(7,3 |
3 m Oleo de eucalipto 1,0%
©
c 40 - f ,
.g M Oleo de pimenta 0,5%
[
E 30 - ® Ecolife® 1,0%
[J] £
© ® Oleo de nim 1,5%
g 20 -+
F icida3,5g.L-1
© ungicida3,5g
10 A Testemunha
0




42

Furtado (2010) utilizou o Ecolife® para controlar a antracnose em diferentes
variedades de banana (macé, prata, pacovan e cacau), em todas as variedades o produto se
mostrou eficiente no controle das lesdes e apresentou resultados semelhantes ao controle
obtido pelo uso do fungicida quimico. Em média, a reducéo na area das lesdes foi de 73%.

Diversas substancias com efeito antifungico tém sido isoladas de E. citriodora,
destacando-se principalmente o citronelol (aproximadamente 85%), além de geraniol,
isopulegol, cineol, estragol, a e  pineno, B cimeno, entre outras (COSTA, 1986’ apud DIAS-
ARIEIRA et al., 2010). Apesar de o citronelol ter sido citado como o principal responsavel
pelo controle da podriddo provocada por Botrytis cinerea Pers. em macas, ndo foi eficiente
em controlar C. gloeosporioides nestes frutos (LEE et al., 2007). Cruz et al. (2010) testaram o
uso de 6leo essencial de E. citriodora no controle da antracnose em frutos de manga “Tommy
Atkins”, os resultados obtidos demonstraram que esse tratamento nao foi efetivo no controle
da doenga.

No entanto, Carnelossi et al. (2009) trataram frutos de mamao com 6leo essencial de
E. citriodora e Ecolife®, para o controle de C. gloeosporioides e observaram que 0S
tratamentos foram capazes de controlar os sintomas da doenca, apresentando resultados que
diferiram estatisticamente dos resultados apresentados pela testemunha, quando a inoculagéo
do patdgeno foi efetuada logo apds a aplicacdo dos tratamentos. Resultados semelhantes
foram encontrados neste trabalho.

Medice et al. (2007) verificaram que os 6leos essenciais de E. citriodora, C. nardus
e A. indica foram capazes de reduzir o percentual da doenca causada pela ferrugem, em
plantas de soja, variando em média de 34,59 a 62,29%, a depender do Oleo essencial
empregado e da cultivar estudada.

O potencial do 6leo de nim em controlar doengas, mesmo quando aplicado em baixas
concentragdes foi evidenciada em diversos trabalhos e seu modo de acdo vem sendo
investigado por inimeros pesquisadores. Alguns creditam o seu efeito devido a presenca de
azadiractina, limondides e terpendides (CONVENTRY; ALLAN, 2001), outros por este
produto conter varios compostos naturais eficientes em inibir microrganismos. Apesar de ja
terem sido caracterizados cerca de 300 compostos limondides (KUMAR; KUMAR, 1980), ha

poucas informagdes sobre sua atividade sobre oomicetos.

" COSTA, A. F. Farmacognosia. Lisboa: Fundagdo Calouste Gulbenkian, 1986. 1032 p.
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Govindachari et al. (1998)° citado por Dias-Arieira et al. (2010) observaram que a
azadiractina, quando usada pura, ndo apresentou atividade antifungica expressiva, porém, seu
efeito foi acentuado quando se adicionou terpendides, indicando o efeito sinergistico destas
substancias. Desse modo, é bastante provavel que efeitos inibitorios comprovados neste
trabalho devam-se a acdo semelhante de compostos orgénicos distintos.

No controle de Pyricularia oryzae Cav. em arroz, o 6leo e extratos de nim também
promoveram reducdes semelhantes ao fungicida carbendazin 0,1%, comprovando o potencial
para 0 controle da doenca no campo (AMADIOHA, 2000). Resultados semelhantes foram
obtidos por Paul e Sharma (2002)° citado por Dias-Arieira et al. (2010), no controle de
Dreschlera graminea (Rabenh. ex. Schlech.) Shoemaker em cevada e de Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary em tomateiro (DINIZ et al., 2006).

Carneiro et al. (2007) observaram que o 6leo de nim foi eficiente no controle do oidio
em feijoeiro, principalmente quando aplicado seis horas antes da inoculagdo, reduzindo em
até 65% o numero de lesBes nas folhas. Também relataram que o 6leo de nim foi eficiente em
controlar oidio do tomateiro, quando aplicado nas concentrac@es de 0,25 ou 0,5%. O controle
da cercosporiose em amendoim foi obtido com o uso do dleo nas concentracdes de 0,5 e 1,0%
(SRINIVAS et al., 2000). Reducdo significativa do progresso da requeima da batata (P.
infestans) ocorreu quando se utilizou 0,5% do 6leo de nim (CONVENTRY; ALLAN, 2001).

4.7 Efeito do tratamento térmico no controle da podridao de Phytophthora em frutos de

laranja péra

Neste experimento todos os tratamentos obtiveram reducdo da porcentagem de areas
lesionadas dos frutos de laranja péra, destacando-se os tratamentos a 51 °C, 52 °C e 53 °C por
trés e cinco minutos, por ndo diferiram estatisticamente do tratamento com o fungicida
(Figura 8). Os sintomas s6 foram observados no quarto dia ap6s a inoculagdo, na testemunha
e nos tratamentos com 50 °C por trés e cinco minutos, que apresentaram cerca de 42% de

infeccdo.

® GOVINDACHARI, T. R. et al. Identification of antifungical compounds from de seed oil of Azadirachta
indica. Phytoparasitica, Bet Dagan, v. 26, n. 2, p. 1-8, 1998.

® PAUL, P. K.; SHARMA, P. D. Azadirachta indica leaf extract induces resistance in barley against leaf stripe
disease. Physiological and Molecular Plant Patholology, London, v. 61, n. 1, p. 3-13, 2002.
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Figura 8 — Efeito do tratamento térmico no controle da podridao de Phytophthora sp em frutos de
laranja péra. Fonte: (SORIANO, 2011).
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Os tratamentos testados independentes da temperatura e do tempo ndo apresentaram
mudanga na consisténcia de seus frutos nem danos aparentes na qualidade dos mesmos
(Figura 9). Apenas o tratamento com fungicida apresentou contaminagdo com fungos do
género Penicilium em alguns dos seus frutos. Fato este perfeitamente justificavel, tendo em
vista trata-se de um fungicida especifico para oomicetos.

Existem varios relatos na literatura que evidenciam a eficiéncia do tratamento térmico
em frutas, pés-colheita. Cabrera e Dominguez (1998) relataram que o efeito do tratamento
térmico é principalmente devido a diminuicdo da viabilidade dos esporos fungicos.

Bartnicki et al. (2010) testaram o uso da termoterapia no controle de Cryptosporiopsis
perennans (Zeller & Childs) Wollenweber em frutos de maca, e nos frutos tratados com agua
aquecida a uma temperatura de 45°C por 15 segundos o controle foi de 57,8%, a elevacdo no
tempo de exposicdo para 30 segundos reduziu a sobrevivéncia dos conidios, gerando um
controle de 81,8%. Para as temperaturas de 50 °C e 55 °C, independentemente do tempo de
exposicdo, a sobrevivéncia foi ainda mais reduzida, com o controle de 100%, sendo que
nestas temperaturas e em uma exposi¢do por 30 segundos, ndo foram encontradas nos frutos

unidades formadoras de colénias.
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Figura 9 — Frutos de laranja péra tratadas com hidrotermoterapia: T = testemunha, T 1 =50
°C/3’; T2=51°C/3’;T3=52°C/3’;T4=53°C/3’;T5=50°C/5;T6=51°C/5;T7=
52°C/5’; T 8 =53°C/5’; F = fungicida. Fonte: (SORIANO, 2011).

Lima et al. (2007) testaram 0 uso da termoterapia associada ou ndo ao uso de
embalagem de filme de PVC e a armazenagem refrigerada, no controle da antracnose em
mangas, Mangifera indica Linnaeus cv. Haden. Os frutos tratados com dgua aquecida a 55 °C,
por um periodo de 5 minutos, apresentaram um controle de 60% das areas lesionadas, quando
a termoterapia foi associada ao uso de embalagem e refrigeracdo, o controle das areas
lesionadas nos frutos foi superior a 91%.

Montero et al. (2010) observaram que o calor aplicado na termoterapia atua derretendo
parcial ou totalmente cristaldides da camada cerosa da cuticula de alguns frutos, alterando seu
formato e causando aglomeramento dos mesmos. O derretimento forma um padrdo de
recobrimento mais homogéneo na superficie dos frutos, gerando a oclusdo de rachaduras da
cuticula. Desta forma, este recobrimento pode estar atuando como uma barreira fisica para
evitar a entrada de patdgenos nos frutos.

Sponholz et al. (2004) obtiveram a reducéo da antracnose em frutos de banana prata de
63% para menos de 3% de areas lesionadas nos frutos, o que evidéncia a eficiéncia do
tratamento hidrotérmico em frutos de banana prata.



46

4.8 Colonizacao de raizes de citros por rizobactérias e Trichoderma in vitro

Entre as rizobactérias avaliadas todas colonizaram o sistema radicular. Na
microbiolizacdo das sementes, os isolados RC3, RC10, RC12, C110 e RAB7 colonizaram de
forma abundante, enquanto que RC5, RC11, C21 e C25 apresentaram colonizagéo
intermediéria em partes da raiz. A bactéria C11 apresentou pouca colonizagdo nas raizes. Os
isolados de Trichoderma néo foram capazes de colonizar as raizes de citros (Tabela 3).

Isolados que apresentam uma boa capacidade de colonizagdo in vitro podem atuar
como barreira mecanica, impedindo a agdo de fitopatogenos residentes no solo (DAZZO et
al., 1984). De acordo com Romeiro et al. (1999), o meio AA usualmente ndo suporta
crescimento bacteriano a ndo ser se exsudarem substancias das raizes que exercam tactismo
e/ou fornecam o0s nutrientes necessarios aquela rizobactéria especifica. A colonizacdo da
rizosfera ocorre em vérias fases, sendo a manutencéo e persisténcia da bactéria, a fase crucial,
pois 0s exsudatos das raizes sdo utilizados para a multiplicacdo e sobrevivéncia dos isolados

nesse ambiente.

Tabela 3 — Awvaliacdo da colonizagdo do sistema radicular nos tratamentos com
Trichoderma spp, rizobactérias e fungicida, apds 30 dias de incubacéo (in vitro)

ISOLADOS AGAR-AGUA
TESTEMUNHA -
FUNGICIDA -
T13 -
T9 -
T3 -
RC3 +++
RC5 ++
RC11 ++
Ci11 +
C25 ++
C110 +++
RAB7 +++

(-) sem colonizacdo; (+) pouca colonizacdo; (++) colonizacdo intermediaria em partes da raiz; (+++)

colonizacdo abundante ao longo da raiz. (conforme QUEIROZ, 2003).
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Lucon, Akamatsu e Harakava (2008) observarm que 21 isolados de rizobactérias
colonizaram vigorosamente o sistema radicular de plantulas de pepino, o que foi evidenciado
pela presenca de uma area turbida e leitosa proxima a raiz, o que indica a capacidade desses
isolados em utilizar apenas os exsudados liberados pelas raizes, como fonte de nutrientes, uma
vez que o substrato de crescimento foi 0 meio AA.

Amorim e Melo (2002) selecionaram sete isolados de rizobactérias [Pseudomonas spp,
Flavobacterium sp e Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn] de acdo antagdnica a P. nicotianae e
P. citrophthora. Verificou-se que as bactérias isoladas da rizosfera de outras culturas
mostraram atividade antagdnica igual ou superior a bactérias isoladas da rizosfera de citros.
Estes resultados indicam que as rizobactérias ndo apresentam especificidade de acdo, o que
permite a sua utilizacdo para diferentes sistemas planta-hospedeiro (MELO; VALARINI,
1995)

Na microbiolizacdo, o numero de UFC presentes na suspensdo, onde as sementes
foram imersas foi de 10%/ml. Nessa concentracdo as células bacterianas reduzem o seu
crescimento, dando inicio a fase estacionaria. A producdo de alguns metabolitos secundarios
com carater antimicrobiano, sob condic¢des in vitro, inicia-se no final da fase logaritmica e
principio da fase estaciondria. Acredita-se que a sintese de metabdlitos com atividade
antagbnica comece tdo logo o processo de colonizagéo do tecido vegetal se inicia, facilitando
0 estabelecimento das rizobactérias no ambiente (BERNARDES et al., 2010).

Sottero et al. (2006) observaram que as bactérias testadas apresentaram capacidades de
colonizacdo diferentes, onde algumas colonizaram o sistema radicular, outras o colo ou,
ainda, os dois. E possivel que essa caracteristica, a coloniza¢do de uma ou outra regido, varie
entre os isolados.

Foi observado que os isolados RC10, RC12, C21 E C110 promoveram um aumento no
crescimento das plantulas, além disso, os isolados RC3 e RC11 somados aos citados acima
estimularam a germinagdo das sementes de limdo cravo. Nenhum dos isolados promoveu
efeitos deletérios sobre as plantulas. Os efeitos no tamanho das plantulas e na germinacao
vém sendo relatados para bactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) e de
emergéncia de plantulas (RPE) (BULL; WELLER; THOMASHO, 1991; DELANY et al.,
2001).

Mafia et al. (2009) ao testarem in vitro a capacidade de 50 isolados de rizobactérias
em colonizar as raizes de diferentes espécies de eucalipto, observaram que 30 destes isolados
apresentaram a capacidade de colonizar as raizes, sendo que a colonizacéo foi confirmada

visualmente em 16 isolados. Porém, alguns destes isolados produziram efeitos deletérios
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sobre as plantulas de eucalipto, enquanto outros influenciaram no incremento do sistema
radicular e no incremento da parte aérea.

Neste ensaio pode-se verificar que isolados de rizobactérias de outros hospedeiros
podem colonizar espécies de hospedeiros diferentes, como observado também por Silveira et
al. (2004) trabalhando com pepino e obtendo resultados positivos utilizando bactérias isoladas

da couve.

4.9 Controle biolégico de Phytophthora sp com rizobactérias e Trichoderma spp em

condicges controladas

As diferengas na intensidade da doenca variaram entre alguns dos isolados testados.
Observou-se que algumas plantulas tiveram a parte mediana praticamente sem radicelas e
com coloracdo tipica do apodrecimento da raiz principal, em outros casos, 0s sintomas ainda
permaneciam nas extemidades das radicelas (Figura 10).

Figura 10 — Raizes de limoeiro cravo tratadas com os isolados bacterianos
em substrato infestado com Phytophthora sp. Fonte: (SORIANO, 2011).
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As aplicacBes de rizobactérias e de Trichoderma nas sementes de limdo cravo
demonstraram um efeito positivo sobre o controle da podriddo radicular causada por
Phytophthora sp, diminuindo significativamente a severidade da doenca (Figura 11).

Os isolados C110, RC3, RAB7, RC10, RC5 e T13 ndo diferiram do tratamento
quimico e obtiveram os menores niveis de severidade da doenca, confirmando a inibi¢do do
crescimento micelial observada no confrontamento in vitro. No entanto, ndo foram detectadas
diferencas estatisticas quanto a altura da parte aérea (Figura 12). As sementes tratadas com 0s
isolados C11, C25 e RC12 foram os menos eficientes em promover a diminuicdo da

severidade da doenca.

Figura 11 — Controle de Phytophthora sp através da microbioliza¢do de sementes de limdo cravo com
rizobactérias e Trichoderma, ap6s 40 dias de inoculagdo. Fonte: (SORIANO, 2011).
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Figura 12 — Altura da parte aérea de mudas de citros, obtidas de sementes microbiolizadas com
rizobactérias e Trichoderma spp, em substrato infestado com Phytophthora sp. Fonte: (SORIANO,
2011).
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A ineficiéncia de muitos isolados no controle bioldgico de patégenos residentes no
solo pode ter como causa diferentes fatores, tais como: falha do agente de biocontrole em se
estabelecer na semente ou rizosfera, competicdo por espaco e nutriente, ineficiéncia na
colonizacdo, instabilidade na manutencdo da densidade inicial, inabilidade de competir com
0S microrganismos nativos ou até perda da eficiéncia, devido a sucessivas repicagens ou
durante armazenamento, e 0 estagio de desenvolvimento da planta (LUZ, 1993).
Provavelmente, alguns desses fatores podem ser a causa da incapacidade de alguns dos
isolados em suprimir o patdgeno neste experimento.

Bernardes et al. (2010) observaram que rizobactérias isoladas da rizosfera de varias
espécies vegetais (alface, algodao, café, tomate, soja) foram capazes de controlar os sintomas
da doenca causada por Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. em alface e promoveram o
desenvolvimento do sistema radicular.

Vaérias hipoteses tém sido levantadas no sentido de explicar a capacidade que as
rizobactérias possuem de promover o crescimento das plantas. A maioria dos trabalhos
relaciona essa capacidade a inibicdo e alteracdo da microbiota normal da rizosfera, fazendo
com que a planta cresca com um sistema radicular sadio, seja por antibiose (BRISBANE;
ROVIRA, 1988), seja ou pela competicdo por nutrientes, destacando-se entre esses o ferro
(GEELS; SCHIPPERS, 1983) e o carbono (ELAD; CHET, 1987).

Melo e Valarini (1995) testaram in vivo o potencial de controle de isolados bacterianos
sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc., todos os isolados testados diminuiram a incidéncia de
plantas mortas, mas apenas o0s isolados de Pseudomonas putida (Trevisan) Migula e B.
subtilis conseguiram um controle mais efetivo da doenca, este tltimo com 100% de controle.

Bernardo e Bettiol (2010) utilizaram T. harzianum e B. subtilis no controle da pinta
preta causada por Guignardia citricarpa Kiely em frutos citricos. Como testemunha foi
utilizado biofertilizante, que apresentou a carga microbiana composta principalmente por
bactérias (3 x 10°ufc/ml), sendo na sua maioria Bacillus spp (3,2 x 10° ufc/ml), Pseudomonas
spp (1,5 x 10* ufc/ml) e, em menor escala, actinobactérias (1,1 x 10% ufc/ml). O tratamento
com o Trichoderma apresentou maior indice de doenga, quando comparado com a
testemunha, mas o tratamento com Bacillus (na concentracéo 10%) apresentou uma diminuicao

no indice da doenca.
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5 CONCLUSAO

Os produtos naturais Oleo de pimenta-de-macaco 0,5%, 6leo de citronela 1,5%,
Ecolife® 1,0% e eucalipto 1% reduziram a porcentagem de &reas lesionadas em frutos de
laranja péra. Apresentando resultados promissores, quanto a utilizacdo na reducdo da
incidéncia da podriddo-parda, na pos-colheita.

O tratamento hidrotérmico foi eficiente no controle de Phytophthora sp em frutos de
laranja péra a 51 °C, 52 °C e 53°C por trés e cinco minutos.

Os isolados de rizobactérias (RC3, RC5, RC10, RC11, RC12, C11, C21, C25, C110 e
RABT7), obtidos de citros (RC), couve (C), rabanete (RAB) possuem a capacidade de inibir o
crescimento micelial de Phythophthra sp, colonizar as raizes de limdo cravo e controlar a
podrid&o radicular de liméo cravo.

Os isolados de Trichoderma (T3 - T. koningii, T9 e T13 - T. harzianum) séo capazes
de inibir o desenvolvimento micelial do patégeno e controlar a podriddo radicular em

plantulas de liméo cravo.
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Apédice A — Tabela das principais pragas dos citros (MALAVOLTA et al., 1994)

Nome comum

Agente causal

Orgaos afetados e sintomas

Acaro branco

Acaro da falsa
ferrugem

Acaro da leprose

Bicho furdo

Brocas

Cochonilha

Cochonilha escama
farinha

Cochonilha ortézia

Cochonilha pardinha

Cochonilha verde

Larva minadora

Mosca das frutas

Pulgdo preto

Nematoides

Polyphagotarsonemus latus
Banks

Phyllocoptruta oleivora
Ashm.

Brevipalpus phoenicis
Geijskes

Ecdytolopha aurantiana Lima

Diversos

Unaspis citri Comstock

Pinnaspis aspidistrae Signoret

Orthezia praelonga Douglas

Selenaspidus articulatus
Morgan

Coccus viridis Green

Phyllocnistis citrella Stainton

Ceratitis capitata Wied.

Toxoptera citricidus Kirkaldy

Diversos

As folhas ficam com os bordos curvados para
dentro e a face inferior fica com cor de ferrugem.
Os frutos tém a casca deformada ficando com
coloracdo esbranquicada.

Escurece folhas e frutos com a queima do 6leo que
extravasa de suas picadas. As folhas caem, os frutos
perdem tamanho e qualidade. Quando "emplaca", a
perda é praticamente total.

Nas folhas, lesBes rasas, ndo salientes, visiveis nas
duas faces; halo claro circundando a lesdo. Nos
frutos, lesbGes escuras, pouco deprimidas, ndo
salientes; halo claro ao redor das lesdes (nos frutos
verdes). Nos galhos, lesBes salientes, corticosas, de
coloracdo palha ou pardacenta. As folhas caem
precocemente e os frutos perdem o valor comercial.

As larvas se desenvolvem dentro dos frutos,
deteriorando-o0s e provocando sua queda precoce;
guando ndo caem, perdem o valor comercial.

As larvas se desenvolvem em ramos e troncos
destruindo o tecido. Causa seca de ramos e até
mesmo a morte da planta.

Recobre troncos e galhos com grossa camada
impedindo a respiracao, asfixiando a planta.

Recobre tronco e galhos, sugando a seiva e
impedindo a respiracdo do tecido vegetal, podendo,
em caso de ataque severo, levar a planta a morte.

Recobre troncos, galhos e folhas, impedindo a
respiracéo.

Recobre principalmente galhos e folhas, impedindo
a respiracdo e sugando a seiva.

Desenvolve-se principalmente em tecido de ramos
novos sugando a seiva e impedindo a respiracao.

Abre galeria entre as paginas superior e inferior da
folna. As folhas ficam retorcidas e caem
prematuramente.

As larvas se desenvolvem no interior dos frutos.
Nos frutos verdolengos causa a "mancha parda"” e
nos maduros a podriddo que leva a queda prematura
ou perda do valor econémico.

Suga a seiva dos ramos novos, depauperando a
planta, deformando as folhas e pode transmitir
doengas virdticas.

Sugam a seiva das raizes, deformando-as e

impedindo a circulacdo da seiva.
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Apéndice B — Tabela das principais doencas que acometem os citros (MALAVOLTA et al.,

1994)

Nome comum

Agente causal

Orgaos afetados e sintomas

Damping off

Gomose de
Phytophthora

Gomose de Phomopsis

Gomose de Diplodia

Melanose

Podriddo peduncular

Podriddo de raizes

Verrugose

Mancha graxa

Fumagina

Mancha preta

Rubelose

Pythium spp
Phytophthora spp
Rhizoctonia solani Kiihn

Phytophthora spp

Phomopsis citri H.S. Fawc.

Diplodia sp

Diaporthe citri (Fawc.)
Wolf

Diaporthe medusaea

Nitschke

Phytophthora spp
Rosellinia spp

Elsinoe spp

Mycosphaerella horii Hara

Capnodium citri Berk. &
Desm.

Guignardia citricarpa
Kiely

Corticium salmonicolor
Berk. & Br.

Pré-emergéncia: sementes apodrecem, ndo nascem.
Pos-emergéncia: lesbes na regido do colo
interrompendo a passagem da seiva. A plantinha tomba
e morre.

LesBes na casca do tronco e de ramos; exsudacdo de
goma na area afetada; seca e fendilhamento
longitudinal da casca; clorose foliar, murcha
progressiva, seca de galhos e morte total da planta.

LesBes nos troncos e ramos com exsudacdo de goma.

Podriddo escura em tecidos da casca e do lenho no
tronco, raizes e ramos; exsudacdo de goma na zona
afetada.

Observada em ramos, folhas e frutos. Nas frutas
aparecem lesbes salientes, muito numerosas (“manchas
de lagrima") que os depreciam para 0 comércio "in
natura".

No peddnculo, aparece lesdo pardo-clara que pode
avancar para o fruto tornando o tecido flacido.

Escurecimento do cambio; amarelamento, murcha e
queda de folhas; queda de frutos; definhamento
progressivo; morte das plantas.

Aparecem lesdes corticosas, salientes, cor de palha em
frutos, folhas e ramos.

Lesdes foliares salientes, necréticas, impregnadas de
goma, dando aspecto de mancha de graxa.

Revestimento preto sobre folhas (principalmente),
ramos e frutos que impede a respiragéo.

Principalmente nos frutos aparecem lesdes pretas,
pequenas e pouco definidas, de 2 a 6 mm de didmetro,
que depreciam o produto, fazendo com que caiam antes
da colheita normal.

Aparece inicialmente na bifurcacdo de ramos;
observam-se filamentos esbranquicados e frutificaces
do fungo de cor salmon. Na fase final provoca morte
dos ramos com soltura da casca (descascamento).
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Tabela das principais doencas dos citros (MALAVOLTA et al., 1994; Continuacao)

Nome comum

Agente causal

Orgéaos afetados e sintomas

Feltro ou camurca

Antracnose

Antracnose do limao
galego

Albinismo em
canteiros

Podrid&o de
Aspergillus

Cancro citrico

Clorose variegada
dos citros

Tristeza

Sorose

Exocorte

Xiloporose

Declinio

Septobasidium spp

Colletotrichum
gloeosporioides (Penzig)
Penzig & Saccardo

Gloeosporium
limetticolum Clausen

Aspergillus flavus (Gray)
Link

Aspergillus Niger Tiegh

Xanthomonas axonopodis
pv. citri (Hasse) Vauterin
etal.

Xylella fastidiosa Wells et
al.

Citrus tristeza virus

Citrus psorosis virus

Citrus exocortis viroid

Hop stunt viroid

Observa-se um revestimento espesso de cor branca,
parda ou cinza, principalmente sobre o0s ramos,
podendo se estender para as folhas e frutos, o que néo é
comum.

Presenca de manchas necréticas em folhas; seca de
ramos ponteiros; lesdes deprimidas em frutos; que da
prematura de frutinhos.

Lesdes corticosas, salientes, em pequeno nimero por
fruto (menos de duas); manchas foliares com centro
necrético provocando deformagdo no limbo foliar;
pequenos orificios no centro das lesdes.

As mudinhas vém com folhas e hastes esbranquicadas.
As plantas morrem devido a falta de clorofila.

Os frutos mostram podridd&o mole; no final do ciclo o
fruto fica recoberto por uma massa escura de esporos.

Nas folhas: lesBes salientes, corticosas, visiveis e
correspondentes nas duas faces; halo claro circundando
as lesoes.

Nos frutos: lesGes salientes, corticosas; halo claro
circundando as lesbes (frutos verdes).

Nos galhos: lesGes salientes, corticosas, de cor palha ou
parda.

Frutos de tamanho reduzido; amadurecimento precoce
de frutos, que ficam pequenos, duros e sem suco; planta
com desenvolvimento retardado; folhas amareladas e
pequenas.

Observa-se caneluras no lenho; clorose de nervuras;
podriddo de raizes e definhamento geral da planta.

LesBes no tronco e ramos com descascamento; clorose
internerval em folhas novas.

Rachaduras e descascamento de galhos.

Reentrancia no lenho; com ou sem presenga de goma;
definhamento da planta.

Paralisa¢do do crescimento; murchamento de folhas;
folhas middas; frutos pequenos, com reducdo da
producéo.






