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RESUMO

O péssego € uma das principais fruteiras de carogo com interesse comercial no nosso pais. E
um fruto extremamente perecivel e exige muitos cuidados na pos colheita uma vez que
qualquer ferimento pode ser uma porta de entrada para patdégenos. A podridao parda causada
por Monilinia fructicola é uma doenca extremamente severa pois o fungo possui alta
capacidade de infeccdo e como consequéncia, elevada perda no transporte dos frutos. Apos a
infeccdo ser estabelecida, as hifas do patogeno se espalham pelos tecidos e provocam
sintomas caracteristicos da doenca como amolecimento e escurecimento da fruta. Para a
reducdo das perdas dessa doenca, o controle quimico é o mais utilizado atualmente. Em
virtude dos danos causados, dificuldades de controle e toxicidade dos produtos quimicos
utilizados no controle da mancha parda, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial de isolados procarioros pré selecionados, no biocontrole in vitro do fungo
Monilinia fructicola. O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo/RS, utilizando cinco isolados
bacterianos com potencial para o biocontrole (B01, B16, B27, RD34 e B82) e o fungo
fitopatogénico M. fructicola. Para avaliar o potencial de biocontrole, foi utilizado o método
de pareamento de culturas e avaliados o crescimento micelial e a porcentagem de inibi¢éo do
crescimento micelial do patégeno. Foi possivel observar que nenhum dos isolados
proporcionou efeitos signficativos no biocontrole de M. fructicola mediante as variaveis

avaliadas.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Péssego. Podriddo parda.



ABSTRACT

Peach is one of the main stone fruit trees with commercial interest in our country. It is an
extremely perishable fruit and requires a lot of care in postharvest period since any injury can
be a gateway for pathogens. Brown rot caused by Monilinia fructicola is an extremely severe
disease because the fungus has a high capacity for infection and, as a consequence, a high
economic loss in fruit transport. After the infection is established, the pathogen hyphae spread
through the tissues and cause characteristic disease symptoms such as softening and
darkening of the fruit. In order to reduce losses from this disease, chemical control is the most
used today. Due to the damage caused, difficulties in control and toxicity of the chemicals
used to handle the brown spot, the purpose of the present study was to evaluate the potential
of pre-selected prokaryotic isolates in the in vitro biocontrol of the fungus Monilinia
fructicola. The experiment was conducted at the Phytopathology Laboratory of the Federal
University of Fronteira Sul, campus Cerro Largo / RS, using five bacterial isolates with
potential for biocontrol (B01, B16, B27, RD34 and B82) and the phytopathogenic fungus M.
fructicola. Towards assessing biocontrol potential, the method of culture pairing was used and
mycelial growth and the percentage of inhibition of mycelial growth of the pathogen were
evaluated. It was possible to observe that none of the isolates provided significant effects on

the biocontrol of M. fructicola through the evaluated variables.

Key-words: Biological control. Peach. Brown rot.
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INTRODUCAO

As fruteiras de caroco apresentaram uma expansao na produgdo e no consumo em
nosso pais nos Ultimos anos, sendo que a producdo dessas frutas € de alta rentabilidade,
constituindo-se em uma boa alternativa, ndo apenas para pequenos produtores. O péssego
Prunus persica (L.) Batsch é uma fruta muito apreciada em dmbito mundial, principalmente
pelo sabor e pela aparéncia, e, das fruteiras de carogo, € a que possui maior expressao
econbmica. Entretanto, € uma fruta muito perecivel, dependente de inseticidas para o
controle das principais pragas, além de fungicidas para controlar algumas doencas
(ZANETTE; BIASI, 2004).

Entre os patdgenos relatados na cultura, destaca-se Monilinia fructicola (Wint)
Honey, agente causador da podriddo parda do péssego, cujo sintoma tipico observado sdo os
frutos de pessego cobertos pelas frutificagbes do fungo, que sdo de coloracdo acinzentada
(GARRIDO; SONEGO,2003). Na fase assexuada, os conidios de M. fructicola sdo formados
em cancros de ramos e em frutos mumificados, sendo considerados indculo priméario da
doenca podriddo parda. A penetracdo do fungo na planta ocorre pelos 6rgdos florais e 0s
conidios podem ser dispersos pelo vento, agua, insetos e podem penetrar pela cuticula, por
aberturas naturais ou ferimentos, colonizando o tecido de forma intercelular e intracelular
formando micélio (BLEICHER, 1997).

Por ser uma doenca altamente destrutiva, é controlada principalmente por
fungicidas a base de moléculasquimicas que, se mal utilizados, podem causar a resisténcia do
patdgeno e com isso a inutilizacdoda molécula, além da poluicdo ambiental e do residual em
frutas. Por esse motivo, buscam-se outras alternativas, além do controle quimico, para a
reducdo dessa doenca. (HOU et al., 2010)

Estudos com métodos alternativos vém sendo realizados visando o controle de varios
fitopatdgenos, incluindo M. fructicola. Na busca por métodos de controle que substituam ou
ou que auxiliem o controle quimico no manejo eficiente da podriddo parda, reduzam os
custos de producdo, diminuam o impacto ambiental e aumentem a seguranca alimentar,
destaca-se 0 uso de microrganismos antagonistas para controle de fungos fitopatogénicos
(STROBEL, 2006). O controle bioldgico de doengas apresenta uma série devantagens em
relacdo ao controle quimico, pois ndo contamina e nem deixa residuos nos alimentos,
além de ser uma alternativa barata e de facil aplicacdo (SOARES, 2006).

Neste sentido, devido as grandes perdas econdmicas causadas pela podridao parda em

péssego e a busca por frutos com menos residuos de agrotdxicos, o objetivo deste trabalho



foi avaliar o potencial de isolados procariotos pré selecionados, no biocontrole in vitro do
fungo Monilinia fructicola, agente causal da mancha parda em péssego.
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REVISAO DE LITERATURA

.1 FRUTEIRAS DE CAROCO

A ameixa, a nectarina e 0 péssego sdo as principais frutas de caro¢o de clima
temperado com interesse comercial no Brasil e se adaptaram de forma adequada na regido
Sul do pais devido a baixa temperatura (BIASI et al., 2004).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), referentes a
safra de 2017, o Brasil produziu 248,5 mil toneladas de péssegos, que foram provenientes de
17,1 mil hectares cultivados. Com relacdo a ameixeira, ndo existem dados oficiais sobre area
cultivada e producdo, entretanto, estima-se que sejam cultivados algo em torno de 3,5 mil
hectares. (MAYER; FRANZON; RASEIRA, 2019)

O péssegueiro é da familia Rosaceae, subfamilia Prunoideae, género Prunus (L.), e
sub-género Amygdalus e as cultivares comerciais pertencem a espécie Prunus persica (L.)
Batsch. (MEDEIROS; RASEIRA,1998 apud PAULUS, p.15, 2019). O pessegueiro € uma
planta de caracteristica perene. Se ndo houver poda pode chegar até 10 metros de altura, as
raizes sdo pivotantes, o fruto € uma drupa carnosa e a cor varia de amarelo a laranja
dependendo da cultivar utilizada (FORTES 2003, apud FLORES 2003 p. 17).

Quanto a producédo de péssegos, o estado do Rio Grande do Sul se destaca com 73%
da éarea total brasileira e 69% da producdo nacional. Os cinco municipios com as maiores
areas cultivadas com o pessegueiro sdo gauchos — Pelotas (3.150 ha), Cangucu (2.100 ha),
Pinto Bandeira (1.090 ha), Farroupilha (620 ha) e Morro Redondo (600 ha) —, os quais,
juntos, representam 44% da area brasileira cultivada com essa espécie frutifera. No estado,
também se localizam as principais areas produtoras de péssego de mesa (Serra Gaucha) e
péssego para industrializacdo (regido de Pelotas), além do maior parque industrial de
processamento (regido de Pelotas) e do principal programa de melhoramento genético do
Pais, o qual se encontra em andamento na Embrapa Clima Temperado (MAYER;
FRANZON; RASEIRA, 2019).

E um fruto muito perecivel e exige muitos cuidados p6s colheita, qualquer ferimento
pode ser uma porta de entrada para alguns patdgenos, dentre 0s quais se destaca Monilinia
fructicola, por esse motivo ha dificuldade no transporte a longas distancias e grandes perdas
na produgdo (MADAIL et al., 2014).

2 O GENERO Monilinia
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O género Monilinia pertence a classe dos Ascomicetos e a ordem Helotiales,
produzem esclerodios que permitem a sua sobrevivéncia a baixas temperaturas. Apos
germinar, formam apotécios, tipicos da ordem, que produzem ascos. Os ascOsporos sdo
disseminados pelo vento, constituindo-se no inoculo primario da doenca. Infeccdes
secundarias ocorrem através dos conidios produzidos pela fase assexuada. (KRUGNER;
BACCHI, 1995).

Os fungos deste género que possuem reproducdo assexuada recebem o nome de
Monilinia, sendo bastante dificil realizar a identificacdo de suas espécies pois 0s conidios de
todas as espécies de Monilinia s&o limoliformes e hialinos, produzidos em cadeia, apenas
diferindo no tamanho dos esporos. Embora a variacdo intraespecifica seja grande, os fungos
podem possuir caracteristicas que ndo estdo presentes em todas as espécies. (OGAWA et al.,
1995 apud ANGELI 2008, p 14).

Segundo Lane, (2002 apud CASARIM, 2007, p 13) dentro deste género, encontram-
se trés espécies de fungos que originalmente causam a podridao parda Monilinia fructicola
(Wint)Honey, Monilinia laxa (Aderh. e Ruhl.) Honey e Monilinia fructigena (Aderh. e Ruhl.)
Honey, entretanto, sua ocorréncia se da em hospedeiros diferentes. M.fructicola ocorre
constantemente em nectarinas e péssegos, M.laxa em améndoas e damasco e M. fructigena
afeta macds e peras. Os fungos dessas espécies ndo afetam somente esses frutos, mas uma
extensa variedade de espécies.

Essas espécies de fungos estdo distribuidas em regibes com producdo de rosaceas de
caroco no mundo todo. Segundo Souza (2008), no Brasil foi encontrado M. laxa causando
podriddo parda em péssegos, mas a espécie que mais acomete o fruto no Brasil é a M.
fructicola,em todas as regides produtoras (MAY-DE-MYO et al., 2008).

Para diferenciar a podriddo parda causada pelo fungo M.fructicola de outras doencas
dos frutos de carogo, basta analisar a presenca de conidios. Além disso, uma substancia
gomosa emana dos cancros e faz com que as flores infectadas figuem aderidas ao galho.
(RITCHIE, 2000).

2.2.1 Etiologia de Monilinia fructicola

O patogeno Monilinia fructicola, pertence a classe dos Ascomicetos e forma
apotécios com ascos cilindricos e ascésporos hialinos, elipticos de 6 a 15mm x 4 a 8mm.
Segundo Bleicher (1997), o fungo pode produzir esclerédios bem desenvolvidos que sdo

determinantes para a sua sobrevivéncia no inverno. No entanto, o clima do Brasil ndo
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proporciona condicBes apropriadas para o desenvolvimento da fase perfeita do patdgeno,
pois ele precisa de um periodo de incubacdo dos frutos mumificados a baixa temperatura do
ar, em torno de 15 °C, para dar inicio a formacdo dos apotécios (BYRDE; WILLETS, 1977
apud PAVANELLO 2016, p 31).

Na fase assexuada, os conidios de M. fructicola séo limoniformes, elipticos, medindo
de 15 a 25 x 8 a 14mm e séo formados em cancros de ramos e em frutos mumificados, sendo
considerados inéculo primario da doenca podriddo parda. A penetracdo do fungo na planta
ocorre pelos érgdos florais e os conidios podem ser dispersos pelo vento, &gua, insetos e
podem penetrar pela cuticula, por aberturas naturais ou ferimentos, colonizando o tecido de
forma intercelular e intracelular formando micélio (BLEICHER, 1997). Assim, com a
penetracdo do patdgeno nos tecidos vegetais via ferimentos, tais como amassamentos e
rupturas comuns durante a colheita e pos-colheita, inicia-se 0 processo de patogénese
(SOUZA et al., 1999).

2.2.2 Hospedeiros do Monilinia

Conforme ja descrito anteriormente, o patdgeno causa a podriddo parda que é uma
doencga extremamente destrutiva, principalmente em frutos de caroco. A doenca pode matar
flores, apodrecer frutos maduros, ainda na planta ou ap6s a colheita, pode ocorrer também
em folhas e brotos. A severidade da doenca é determinada pelo clima, principalmente em anos
comaltas precipitaces pluviométricas EPPO (2009 apud GARRIDO, 2016)

O dano ocorre principalmente nos frutos proximos a maturacdo, onde péssego,
ameixa, damasco, néspera e nectarina sao muito suscetiveis, raramente causando problemas

sérios em pereira e macieira (AGROFIT).

2.2.3 Condic0es predisponentes para a doenca

Segundo Bassetto et al., (2007) as doencas que ocorrem pds-colheita se dividem em
dois grupos, as que ocorrem por meio de infeccdo em ferimentos, e as pos-colheita
quiescentes, quepodem ocorrer ainda no campo e na floracdo e podem permanecer sem se
manifestar durante todo o desenvolvimento do fruto no pomar. Devido ao teor alto de agua
no péssego ele é suscetivel aos dois grupos, por isso é um hospedeiro predisponente para a
doenca.

Surtos de podridao pardaocorrem em locais com alta umidade em épocas de muita

pluviosidade. A temperatura do ar 6tima para o crescimento do fungo é de 25° e para ocorrer
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a infeccdo é necessario um periodo de 18 horas com temperatura a 10°C ou de 5 horas a 25°C
(BLEICHER, 1997). As regifes que se destacam em producdo de péssegos sdao o Sul e o
Sudeste do Brasil, econsequentemente sao as regides que possuem uma maior incidéncia de
pluviosidade, alta umidade e altas temperaturas, fatores esses, que predispdem a
sobrevivéncia do patdégeno (FLORES, 2013).

Estudos realizados indicam que em poés-colheita, frutos desinfestados de duas
cultivares de péssego que foram mantidos sob condi¢cbes de temperatura ambiente
apresentaram incidéncia menor do patdgeno. Este resultado indica que contaminacdes que
ocorrem apds a colheita do fruto no transporte e armazenamento contribuem para 0s

sintomas da doenca se manifestarem (NEGRI, et al., 2011).

2.2.4 Epidemiologia

A producdo de in6culo primario se da por micélio em frutos mumificados e cancros
de ramos onde ocorre a producdo de conidios, em condi¢cdes favoraveis, que é uma
caracteristica da fase imperfeita (ou assexuada) bem como pela producédo de apotécios, que
geram ascosporos a partir de frutosmumificados no chdo do pomar ou embaixo de hospedeiros
secundarios, e reflete a fase perfeitado patdgeno (ou sexuada). Os conidios sdo disseminados
pela chuva e pelo vento atingindo partes suscetiveisda planta, como flores e frutos jovens, os
ascosporos sdo liberados durante a chuva e transportados pelo vento para as flores (HOLTZ
etal. 1998; BLEICHER, 1997, RITCHIE, 2000).

Depois que os conidios sdo disseminados e depositados na superficie do fruto podem
penetrar por aberturas naturais ou ferimentos e pelos 6rgdos florais, assim, para a infeccao
pelos 6rgdos florais ocorrer a 10°C, sdo necessarias 18 horas de umedecimento; por outro
lado, a 24°C sdo necessarias apenas 5 horas (BLEICHER, 1997). Da mesma forma, quanto
mais perto do ponto de colheita dos frutos, mais suscetivel se tornam a infec¢do devido ao
alto teor de acucar, ou seja, frutos imaturos sdo menos propensos a menos que sejam feridos
(RITCHIE, 2000).

A relevancia de cada fonte de indculo pode diferir entre pomares de diferentes locais.
O indculo primério € constituido de conidios que surgem sob condicdes favoraveis, o indculo
secundario pode surgir de um tecido indeterminado no qual o teor de umidade é favoravel
para a esporulacédo de conidios, podendo infectar frutas e causar a doenga ou ficar em estado
de laténcia quando as condic¢des ndo forem favoraveis para o seu desenvolvimento, tudo ira
depender das condicGes climaticas (LANDGRAF; ZEHR, 1982) .
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A infeccdo é favorecida quando hé alta umidade e temperatura na faixa de 15 e 25°C,
entretanto, em condi¢Oes adversas, esse processo pode ocorrer em uma temperatura de 5-30°.
(TIAN; BERTOLINI, 1999; WATSON et al., 2002), mas as temperaturas ideais e duracao
de umidade sdo de 225 a 25°C e 12 horas para a infeccdo de péssegos
(BIGGS;NOTHOVER, 1998).

Segundo Santos, Raseira e Zanandrea (2012), M. fructicola possui uma capacidade
de infeccdo extremamente alta que se reflete em uma alta producéo de conidios no fruto, isso
explica porque ha uma maior incidéncia da doenca no fim do ciclo em anos mais imidos e
também as elevadas perdas de fruto devido a fatores pos-colheita. Apo6s a infeccdo ser
estabelecida, as hifas desse fungo se espalham pelos tecidos e provocam sintomas
caracteristicos da doenca como amolecimento e escurecimento da fruta (PACHECOet al.,
2016) em funcéo da producdo de enzimas que degradam a parede celular e causam a morte
das células do hospedeiro (LEE; BOSTOCK, 2006; PRING et al., 1981) A colonizacédo €
rapida,com formagdo de micélio inter e intracelular (BLEICHER, 1997).

A infeccdo e a producdo de esporos do género Monilinia spp. podem ser
influenciadas pelo fato de serem fungos necrotroficos, que sobrevivem e se alimentam de
tecido morto e também podem sofrer influéncia das condi¢des climéticas. Estudos afirmam
que dos trés fungos que causam a podriddo parda no mundo, M. fructicola é o que cresce
mais rapido e tem uma maior capacidade de dispersdo e esporulacdo em condicbes de
laboratério (VILLARINO; MELGAREJO; CAL, 2016)

2.3 CONTROLE DE Monilinia fructicola

Para obter o controle do patdgeno, devem-se compreender ndo apenas um, mas varios
métodos de controle como o cultural, fisico, quimico e bioldgico, que podem ser adotados
durante o ciclo da cultura em pés-colheita (MOREIRA, 2005).

2.3.1 Controle cultural

O controle cultural busca a prevencdo de doencas por meios que ndo sejam 0 uso de
agroquimicos. Consiste na manipulacdo de préaticas agricolas que interfiram no pré-
crescimento e crescimento do patdgeno. Tem por objetivo diminuir o contato entre o
hospedeiro suscetivele um indculo viavel, reduzindo as taxas de infeccdo e desenvolvimento
da doenca (ROTEM; PALTI, 1980).

As medidas de controle cultural para o fungo M. fructicola consistem em realizar
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podas de limpeza de inverno, eliminar através da queima de todos os ramos doentes do
pomar, incluindocapulhos florais e frutos mumificados, pois o patégeno consegue ficar em
laténcia nos 6rgéos afetados (BLEICHER, 1997).

2.3.2 Controle genético

O desenvolvimento e uso de gendtipos com resisténcia genética € um método efetivo
de controle de doencas, bem como de limitar perdas de rendimento das culturas, oriundas do
ataque de patdgenos. Entretanto, ainda ndo existem cultivares de péssego lancadas no
mercado com resisténcia a M. fructicola (MOREIRA; MAY-DE-MYO, 2007), apesar de ser
0 objetivo de programas de melhoramento genético a nivel mundial, devido a busca por
outras estratégias que diminuam o uso de fungicidas (JUNIOR et al., 2011).

Foram realizados estudos sobre a resisténcia de cultivares de péssegos a M. fructicola
sendo observado que a cultivar Bolinha possui um nivel maior de resisténcia no frutos que
as outras cultivares (FELICIANO et al., 1987). Os motivos para que essa resisténcia exista
podem estar relacionados a compactacédo das céelulas da epiderme, a espessura da cuticula e a

producdo de compostos fenolicos (SANTOS et al., 2012).

2.3.4 Controle fisico

O controle fisico surge na integracdo dos métodos de controle de doencas de plantas,
pois normalmente sdo ambientalmente e tecnicamente viéveis, além de muitas vezes serem
mais econdmicos que o controle quimico e, se bem realizados, garantem um bom
controle depatdgenos sem causar danos no agroecossistema. (GHINI; BETTIOL, 2005)

Estudos foram realizados quanto a capacidade de controle e protecdo de frutos de
péssego com uso de luz UV-C sendo possivel observar a diminuigao dos sintomas de de
podridio parda com a dose de 7,5 k.m, que corresponde aproximadamente a 10 minutos de
exposicdo a luz UV-C (STEVENS et al., 1998). Além disso, o ensacamento de frutos de
péssego da cultivarDouraddo com papel pardo e papel manteiga, diminuiu a incidéncia de M.
fructicola pois houve dificuldade do patégeno esporular sobre os frutos, podendo ser
considerado uma opgao viavel, tanto fechado com grampo e arame como apenas 0 ensacamento
sem nenhum outro instrumento para fechar os sacos (KESKE et al., 2010) uma vez que o
patogeno soé tera incidéncia se houver infecgdes latentes que permanecerem até a pos colheita
(GELL et al., 2008).

Vale ressaltar que o método mais comumente utilizado de controle fisico em pos
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colheita € manter o fruto em baixa temperatura, assim € possivel reduzir a taxa de
crescimento do patégeno, visto que a temperatura ideal para seu desenvolvimento é 25°C.
(DEBORTOLI, PINTO, 2015).

2.3.5 Controle quimico

De todos os controles para M. fructicola, o controle quimico € o mais utilizado, sendo
usados fungicidas de modo intensificado na floragcdo e pré-colheita (MAY-DE MIO et al.,
2008).

Antes de iniciar o controle com fungicidas, é importante ter integrado os outros
métodos, buscando evitar também ataques de insetos praga que possam causar ferimentos no
fruto e se caracterizar como uma porta de entrada para o patdgeno, especialmente se a planta
estiver na fase de floracdo. Por esse motivo recomenda-se fazer a primeira aplicacdo de
fungicida quando as partes suscetiveis da flor estiverem expostas e, se apds o periodo de
chuva, houver temperatura proxima a 25°C (GARRIDO; SONEGO, 2003).

A segunda aplicacdo é recomendada quando as pétalas cairem da flor. No entanto, é
importante ficar atento as condi¢fes meteoroldgicas, pois 0 numero de aplicacdes pode ser
reduzido quando essas condi¢Bes ndo forem favoraveis ao crescimento do patdgeno e, caso
seja necessario fazeraplicagdes pré-colheita, se indica que sejam realizadas aos vinte e um,
catorze e sete dias antesdo fruto ser colhido (KESKE, 2004; MAY DE MIO et al., 2004).
Caso o fruto estiver imaturo ndo ha a necessidade de fazer mais aplicacGes, apenas se as
condicBes estiverem muito favoraveis ao patdgeno e o fruto tenha algum dano (GARRIDO,;
SONEGO, 2003).

Estdo disponiveis no Brasil, 65 produtos comerciais para o controle de M.fructicola
em péssego, divididos em quatorze ingredientes ativos que sdo: fluazinam
(fenilpiridinilamina), mancozebe (alquilenobis (ditiocarbamato)), tebuconazol (triazol),
diclorana (cloroaromatico), captana (dicarboximida) 6xido cuproso (inorganico), enxofre
(inorganico), difenoconazol (triazol), ditianona (quinona), dodina (guanidina), iprodiona
(dicarboximida), oxicloreto de cobre (inorganico), ciprodinil (anilinopirimidina), fludioxonil
(fenilpirrol); em quatro formulagdes: suspensdo concentrada, p6 molhavel, concentrado
emulcionavel e granulado dispersivel; e com classificacdo de toxicidade ambiental de 1 a V
(AGROFIT, 2020).

A instrucdo normativa n° 37 de 18/06/1989 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento discorre sobre as normas técnicas especificas para a producédo integrada de
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péssego (NTEPI — Péssego), e recomenda o0 uso de agrotoxicos com base em sistemas
adequados de amostragem e diagndsticos, utilizando indicadores de monitoramento de
pragas e informacGes geradas por estacbes meteorologicas ou outros recursos que possam
auxiliar na otimizacdo sobre a tomada de decisdo (BRASIL, 2008). Com a utilizacdo
dessa instrugdo normativa, tem se percebido uma diminui¢do de M. fructicola em pomares
que utilizam as NTEPI, auxiliando, desta forma, na diminui¢do do surgimento de populagbes do
fungo resistentes as moléculas sintéticas e, consequentemente, aumentando a vida util dos
agroquimicos (FACHINELLO et al., 2004).

Entretanto, o uso do controle quimico eleva o custo de producdo, causa um
desequilibrio ambiental e, dependendo das condic¢des climaticas e da quantidade de indculo
do patégeno, pode ndo controlar de forma eficiente os fungos presentes nos pomares

(BALARDIN et al., 1994), obrigando o produtor a buscar outras formas de controle.

2.3.6 Controle alternativo

O patogeno M. fructicola pode causar perdas expressivas caso ndo haja controle
adequado (CARVALHO et al., 2009), e, devido a ineficiéncia ou dificuldade de uso de
outras medidas de controle, o controle quimico acaba sendo um dos principais métodos
utilizados para combater a doenca. Entretanto,0 uso indiscriminado das moléculas quimicas
tem causado prejuizos ao ambiente e aos seres vivos (CARVALHO et al., 2012). Além
disso, pode causar a resisténcia de fungos fitopatogenicos e tornar a molécula ineficiente
(GHINI; KIMATI, 2002). Assim, a legislacdo de muitos paises tem se tornado mais severa
guanto ao uso de fungicidas sintéticos, em busca de novos métodos de protecdo fitossanitaria
que possuam maior seguranca alimentar, menor periodo de caréncia e que ndo permitam o
acumulo de residuos nos frutos (BASSETTO et al., 2007).

Segundo estudos realizados por Negri e colaboradores (2011), a calda sulfocalcica
possui um potencial de controle do patdgeno na fase de floragdo e em pré colheita nos frutos
verdes, onde foi constatado que a calda associada a outros tratamentos conseguiu reduzira
queima das flores causada pelo M. fructicola. Além disso, segundo os autores, a EPAGRI-
SC ja recomenda o uso da calda sulfocélcica 29 °Be, diluida a 0,4%, e associada ao iodo
(2%), diluido a 0,04%, para 0 manejo do patdgeno.

Outro produto, o fosfito, é considerado um agente elicitor sendo responsavel por
ativar os mecanismos de defesa da planta. Para a cultura do péssego é recomendavel que se

utilize o fosfito de potéssio porque ele auxilia na prolongacgédo da acdo do fungicida e ainda
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pode reduzir o nimero de aplica¢bes de fungicidas sintéticos (UENO, 2015). O uso de
fosfitos de célcio e magnésio associados ao fungicida Captan proporcionou resultados
satisfatorios quantoao controle da podriddo parda durante todo o ciclo da cultura e até a pos-
colheita (MOREIRA , 2005). A pulverizacdo de fosfito de potassio também resultou na
reducdo da parda em pré-colheita (MOREIRA; MAY DE MIO, 2009).

Além desses, ainda pode ser citado o uso de extratos vegetais e 6leos. Estudos foram
realizados comprovando a eficacia deambos no controle da mancha parda, uma vez que sao
substancias naturais, que possuem baixa toxidez, sao sistémicos, se degradam com facilidade

e na maioria vezes a obtencdo dos mesmos € de baixo custo (MORAIS, 2009).

2.3.7 Controle bioldgico

O controle bioldgico se caracteriza como uma forma de reduzir a densidade de
indculo ou o crescimento e agressividade do patdgeno através de um ou mais organismos que
podem incluir individuos que sejam avirulentos ou hipovirulentos e antagonistas. Assim, faz-
se de suma importancia conhecer os mecanismos de interagcdes antagbnicas que sao: antibiose,
competicdo,parasitismo e inducdo de resisténcia (MICHEREFF et al., 1993).

Para um microrganismo ser considerado antagonista ele precisa interferir nos
processos vitais de um fitopatdgeno (MARIANO et al., 2005) e deve possuir caracteristicas
guepermitam o seu crescimento, estabilidade e rapida esporulacdo no mesmo ambiente do
patégeno, além de ser diferente fisiol6gica e morfologicamente e ndo causar doenca na
cultura que estamos interessados em proteger alem de ser de fécil aplicagdo e cultivo para
que grandes quantidades de indculo possam ser preparadas com baixo custo (BETTIOL,
1991), pois sabe-se que a eficiéncia do uso vai depender da aplicacdo correta do antagdnico e
da relacdo de especificidade em relacdo ao patdégeno (MAY DE MIO, 1994).

Normalmente se utilizam fungos e bactérias que s@o obtidos a partir de isolados
retirados da superficie das plantas, selecionando-se por meio de testes in vitro e pds-colheita.
No caso da podriddo parda, as perdas ocorrem principalmente na fase de colheita e pds
colheita,portanto as pesquisas reinem mais informacdes sobre essa fase (MOREIRA, 2005).
Remuska e Dalla Pria (2007) realizaram estudo in vitro com o fungo Trichoderma sp. e a
bactéria Bacillus thuringiensis, visando verificar os efeitos sobre M. fructicola e varios
outros fungos ftopatogénicos para diversas culturas e puderem observar que o uso da bactéria
mostrou-se eficiente no controle de M. fructicola, mostrando-se eficiente, também, no

controle de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani. e Sclerotium rolfsii.
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E importante ressaltar que cada alternativa de controle possui pontos positivos e
negativos e que devem ser estudados particularmente quanto ao melhor método de emprego
a ser utilizado, por isso, para garantir um controle eficiente, a integracdo de diferentes
métodos pode ser a solucdo (GHINI; BETTIOL, 2005).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO UTILIZANDO PROCARIOTOS

Os principais mecanismos antagonistas de procariotos sdo: antibiose, competicéo,
parasitismo e inducdo de resisténcia. (MICHEREFF et el., 1993). A antibiose consiste na
interacdo entre dois organismos, um deles produz substancias chamadas de metabolitos e
possui um efeito negativo sobre o fitopatdgeno causador da doenca, esses metabdlitos podem
causar dissolucdo da estrutura celular e ndo necessariamente 0s organismos precisam entrar
em contato um com o outro para isso acontecer. No controle biolégico a maioria dos
organismos se utiliza dessa interagdo no controle (BETTIOL; GHINI, 1995). A competicdo
consiste na interagdo entre dois ou mais organismos que se alimentam do mesmo material e
possuem necessidades semelhantes e o parasitismo € quando um microorganismo se alimenta
de outro. Finalmente, a inducdo de resisténcia acontece na planta, quando o microorganismo é
capaz de induzir a planta a utilizar seus mecanismos de defesa (MICHEREFF et al., 1993).

Ressalta-se ser uma caracteristica benéfica para o controle biolégico quando o
microorganismo apresenta mais de uma forma de interacdo com o fitopatdgeno, podendo
proporcionar maior garantia de um efetivo controle (BETTIOL, 1991).

Entre os agentes de controle bioldgico destacam-se 0s procariotos sendo
Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosporangium, Arthrobacter, Azotobacter,
Bacillus, Bdellovibrio, Cellulomonas, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Hafnia,
Micromonospora, Pasteuria, Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium, Serratia,
Streptomyces e Xanthomonas (WELLER, 1988). A microflora das frutas pode ser uma fonte
natural de agente bioldgicos antagonistas uma vez, na caracterizacdo da microflora de
ameixas, desde o desenvolvimento inicial até a maturidade, os géneros dominantes
encontrados foram Curtobacterium (19,88%), Pseudomonas (15,06%), Microbacterium
(13,86%) e Clavibacter (12,65%) (JANISIEWICZ et al., 2013).

Estudo realizado por Ludwig; Moura (2007), objetivou avaliar o efeito de oito
isolados bacterianos pré-selecionados (Pseudomonas synxatha, P. fluorescens, Bacillus
subtilis, Bacillus sp. e Stenotrophomonas malthophilia) no controle da queima-das-bainhas

do arroz, causada por Rhizoctonia solani e obtiveram como resultado que trés desses



21

isolados reduziram a severidade da doenca além de aumentar o peso da matéria seca de raizes
e da parte aérea em niveis iguais ou até mesmo superiores aos propiciados pelo tratamento
com fungicida.

O género Bacillus parece estar rotineiramente envolvido quando se observa o
biocontrole de doencas nas mais diferentes culturas como, por exemplo, em citrus onde
isolados de B. subtilis inibiram o crescimento de Colletotrichum acutatum, agente causal da
queda prematura dos frutos citricos e produziram, in vitro, metabolitos capazes de inibir o
crescimento micelial desse patdgeno mesmo ap6s serem autoclavados a 120 °C, durante 20
min (KUPPER et al., 2003). Para o controle da podridao parda em péssego, foram testados
oito isolados dentre os quais o isolado CO06 (Bacillus amyloliquefaciens) suprimiu
significativamente a incidéncia de podriddo parda em 92% e reduziu o didmetro da lesdo em
88% e o isolado TO03-c (Bacillus sp.) também reduziu significativamente a incidéncia da
doencga chegando a 40% do diametro da lesdo em 62% (ZHOU et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade

Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo/RS.

3.1 ISOLAMENTO DE Monilinia fructicola

O isolado de M. fructicola foi obtido a partir de frutos mumificados de péssego
encontrados no fim da safra no municipio de Sdo Paulo das Missdes — RS (Figura 1). Apds
serem recolhidos foram acondicionados em camara umida para que houvesse maior
reproducdo de esporos, apos isso, 0s esporos foram retirados do fruto mediante a raspagem
de esporos e cultivo em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) disposto em placas de
Petri. As placas contendo o meio de cultura mais os esporos foram incubadas em camara

climatica tipo BOD onde permaneceram por 7 dias na temperatura de 25°C.

Figura 1 — Frutos de péssego mumificados utilizados para a obtencéo do indculo inicial.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para confirmar a identificacdo do patdgeno foram confeccionadas laminas
microscopicas temporarias, sendo identificadas as estruturas reprodutivas caracteristicas do
patogeno para confirmacdo do género (Figura 2). Ap6s a confirmacdo, realizou-se a
repicagem do patdgeno para novas placas de Petri, que foram novamente acondicionadas em

estufa do tipo BOD nas condigdes anteriormente descritas.
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Figura 2 — Conidios de M. fructicola vistos ao microscopio em lamina temporéria.

Fonte: a Autora.

3.2 ISOLADOS DE PROCARIOTOS

Os isolados bacterianos pertencem ao Laboratério de Fitossanidade da Universidade
Federal da Fronteira Sul campus Cerro Largo — RS, encontravam-se armazenados em tubos
de ensaio, com tampa rosquedvel, em meio de cultura AN (agar nutriente) na geladeira
(Figura 3). Como critério de selecéo dos isolados, foram utilizados aqueles com pelo menos
um resultado positivo (biocontrole positivo) em ensaios anteriores com outros fungos
(ROHRIG, 2016).

Figura 3 — Bactérias armazenadas nos tubos de ensaio.

Fonte: a Autora.
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Cada um dos isolados selecionados foi repicado para placas de Petri pelo método de
estrias simples (Figura 4). As placas permaneceram incubadas em estufa do tipo BOD, no
escuro, com temperatura de 28°C durante 48 horas.

Figura 4 — Aspecto das placas de Petri contendo um dos isolados bacterianos, apos

repicagem e incubagéo.

Fonte: a Autora.

As bactérias selecionadas para esse ensaio foram BO01; B16; B27; RD34 e B82. Vale
destacar que as mesmas estdo em processo de identificacdo, com excessdo da RD34 a qual

foi identificada como Bacillus sp. em trabalhos anteriores.

3.3 AVALIAQAO DO POTENCIAL ANTAGONISTA DE PROCARIOTOS EM Monilinia
fructicola

Para esse experimento foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com 6 tratamentos sendo: TA — Bactéria BO1; TB- Bactéria B16; TC- Bactéria B27; TD-
Bactéria RD34; TE- Bactéria B82 e TT- testemunha, em quatro repeticdes.

O potencial antagonista das bactérias frente a Monilinia fructicola foi avaliado em
confronto direto, utilizando o método de pareamento de culturas adaptado de Mariano
(1993), que consistiu em transferir, assepticamente, para placas de Petri, contendo 10 mL do
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meio de cultura BDA, um disco de 0,4 cm de didmetro de cada antagonista e do fitopatdgeno,
colocados a 1,5 cm da borda da placa em lados opostos (Figura 5). As placas do tratamento
testemunha ndo receberam a bactéria, ou seja, em um dos bordos da placa foi depositado
apenas um disco de micélio do fitopatogeno.
Figura 5 — Esquema da disposi¢éo do fitopatdgeno e do biocontrolador na placa de Petri no
método de pareamento de culturas.

M fructicola

Bioi ftrolador

Fonte: adaptado de Mariano (1993).

Posteriormente, as placas foram incubadas em cémara tipo BOD, a 25 °C, sem
fotoperiodo e dispostas de forma aleatdria no interior da camara. Diariamente foram
realizadas medicdes no didmetro da colénia do fungo, com auxilio de uma régua
milimetrada, em dois sentidos transversais, obtendo-se a média do crescimento micelial da
colénia de M. fructicola. Quando o crescimento da coldnia no tratamento testemunha atingiu
o lado oposto da placa o experimento foi encerrado. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), com auxilio
do software estatistico SISVAR.

Foi calculada a percentagem de inibicdo do crescimento micelial utilizando-se a
formula descrita por Menten et al. (1976), onde: PIC = [(didmetro médio da testemunha —

didmetro médio do tratamento) / didmetro médio da testemunha] x 100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nenhum isolado de bactérias mostrou efeito inibidor no crescimento micelial de M.
fructicola em comparacdo com a testemunha bem como em relagdo aos tratamentos
bacterianos utilizados (Tabela 1), ou seja, ndo foi observado comportamento antagonista dos
procariotos utilizados nesse ensaio. Esses resultados se assemelham aos observados Freitas et
al. (2015), que testando 160 bactérias endofiticas, em confronto direto com Trichoderma sp.,
relataram que 82,5%, ou seja, 132 dessas bactérias, ndo proporcionaram antagonismo frente a

esse fungo.

Tabela 1 - Crescimento micelial de Monilinia fructicola com o uso de diferentes isolados

procariotos, em ensaio realizado in vitro.

Tratamento Crescimento micelial (cm)
BO1 8,44 "*
B16 9,00
B27 7,52
RD 34 8,42
B82 9,00
TESTEMUNHA 6,74
C.V. (%) 20

n.s.= ndo significativo. C.V.= coeficiente de variacdo da ANOVA
Fonte: Elaborado pela autora

Ha que se relatar ainda que, apesar de bactérias antagdnicas, como espécies do
género Bacillus (Tratamento RD 34) serem capazes de inibir o crescimento micelial de M.
fructicola agindo por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e competicdo (LANNA
FILHO et al., 2010) esse efeito ndo foi observado no presente trabalho. O efeito de reducéo
do crescimento micelial de M. fructicola por isolados bacterianos ja observado em outros
trabalhos (REMUSKA; DALLA PRIA, 2007; YUAN et al., 2019). O envolvimento de
bactérias do género Bacillus no biocontrole da podriddo parda em diferentes tipos de frutas,
via pulverizacao, foi relatado por Pusey e Wilson (1984).

A ndo observacdo de efeitos com o0 uso de isolados bacterianos pode estar
relacionada a ineficiéncia dos metabdlitos produzidos por esses isolados na reducdo do
crescimento micelilal de M. fructicola uma vez que esse fungo é de dificil controle mesmo

quando se utiliza fungicidas como azoxistrobina e tebuconazol além de ja ter desenvolvido
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resisténcia a outros como é o caso do benomil (MAY DE MIO et al., 2004). Mesmo assim, é
possivel pensar na possibilidade dos procariotos serem usados na aplicagdo direta sobre 0s
frutos, uma vez que sdo nos péssegos que se observa os maiores danos e, atualmente, apenas
o fungicida diclorana estd registrado para o controle da doenca no poOs colheita
(PAVANELLO etal., 2015).

O C.V do experimento poder ser reduzido se for utilizado mais repetigdes, pois foi
um valor alto levando em consideracao que foi realizado em laboratorio.

Quando se avaliou o efeito dos tratamentos bacterianos utilizados, & possivel
visualizar que nenhum deles inibiu o crescimento micelial em relagdo a testemunha, na
realidade, o que se observa é um estimulo do crescimento miceliar com o uso dos procariotos
(Tabela 2). Estudos realizados comprovam que bactérias podem auxiliar no crescimento
micelial de fungos, como descrito por Gomes et al. (2009) que, com o objetivo de avaliar o
efeito in vitro de bactérias promotoras de crescimento sobre a germinacdo de esporos de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) do abacaxi, constataram que aos 21 dias ndo houve
germinacdo dos esporos dos FMAS na auséncia das bactérias, concluindo haver um estimulo
por parte da bactéria Bacillus thuringiensis subvar. kurstakii no crescimento desse grupo de

fungos.

Tabela 2: Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de Monilinia fructicola com

0 uso de diferentes isolados procariotos, em ensaio realizado in vitro.

TRATAMENTO PIC
BO1 -25,2 "8
B16 -44,58
B27 -11,42
RD 34 -18,69
B82 -37,6
TESTEMUNHA 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.

Mendes (2010) realizou um experimento para a avaliacdo da atividade antagonista das
actinobactérias sobre os fungos filamentosos isolados do jardim de fungo de Trachymyrmex
sp. (grupo lheringi) mostrando que das 38 actinobactérias isoladas, apenas nove apresentaram
inibicdo do crescimento de pelo menos um dos fungos filamentosos isolados do jardim de
fungo de Trachymyrmex sp..

Em outros trabalhos foi demonstrado que o uso de procariotos é sim eficiente no
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controle de fungos, reduzindo a PIC, ao contrario do que foi demonstrado no presente
trabalho. Nascimento (2009) observou a promoc¢éo da inibicdo do crescimento micelilal de
Pyricularia grisea utilizando diferentes isolados de Bacillus spp e na cultura do mamoeiro,
Paz (2010), investigando o efeito fungistatico de nove isolados de Bacillus contra
Corynespora casiicola, observou que um isolado de Bacillus cereus apresentou o melhor
resultado na inibicdo do crescimento micelial, com 63,36%, através do confronto no
pareamento bactéria x fungo.

A partir disso, vale ressaltar que esses isolados ndo serdo descartados do programa de
controle bioldgico, desenvolvido desde 2010 na UFFS, uma vez que 0s testes devem sempre
serem realizados in vitro e in vivo, uma vez que os resultados obtidos em ambos se
complementam e podem proporcionar resultados diferentes entre si (JUNIOR; SANTOS;
AUER, 2003).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Dos cinco isolados bacterianos testados BO1, B16, B27, RD34 e B82, nenhum foi
eficiente na reducdo do crescimento micelial e na porcentagem de inbicdo do crescimento
micelial de Monilinia fructicola em ensaios realizados in vitro.

Se fazem necessarios estudos complementares com os isolados de procariotos aqui
testados, uma vez que 0s mesmos ja se mostraram eficientes em ensaios anteriores e a
demanda por bioprodutos, tanto pela industria quanto pelo mercado consumidor de alimentos,
principalmente em frutas in natura, impulsiona pesquisas com 0 uso do controle bioldgico em

Monilinia fructicola, que causa grandes perdas econdmicas, principalmente em pés-colheita.
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