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Colletotrichum acutatum
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RESUMO

A queda prematura dos frutos citricos (QPFC), dado aos grandes prejuizos que tém causado
aos produtores, constitui-se em uma doenga de grande importancia econémica. A medida
predominante de controle é a aplicagao de fungicidas na época de florada. Considerando-se os
custos financeiros, ambientais e de saude publica, em decorréncia destas aplicagdes, assim
como, as crescentes restricdes a presencga de residuos em frutas frescas e, a possibilidade do
surgimento de linhagens resistentes do patdégeno aos fungicidas utilizados, faz-se necessério o
estudo de novas alternativas de controle e, dentre estas, o controle biolégico. Porém, a
inconsisténcia da eficicia de tal medida, impede a sua implementagdo em escala comercial,
especialmente em culturas de alto valor. Um dos caminhos para superar a ineficiéncia de
alguns agentes de biocontrole, sob condicdes ambientais diversas, seria aplica-lo em mistura,
ou aplicar mais do que um agente de biocontrole em um dado momento. Diante do exposto,
este trabalho teve por finalidade, verificar, sob condicbes de laboratério, a utilizagdo de
isolados de Saccharomyces cerevisiae para o controle de Colletotrichum acutatum, além de
testar seis isolados de levedura (ACB-CR1, ACB-K1, ACB-KD1, ACB-CAT1, ACB-BG1 e ACB-
PE2) sozinhos ou, em combinacdo com trés isolados de Bacillus subtilis (ACB-66, ACB-69 e
ACB-77) e com um isolado de Trichoderma pseudokoninguii (ACB-37), em flores destacadas
de citros, quanto a capacidade de prevenir a infecgdo por C. acutatum. Concluiu-se, pelos
resultados obtidos que os isolados de S. cerevisiae testados apresentam potencial de controle
a C. acutatum, tanto quando séo aplicados sozinhos ou, em combinac¢do com isolados de B.
subtilis ou T. pseudokoningii, uma vez que, os tratamentos suprimiram a produgao de sintomas
em flores de laranjeira “Valéncia” e, quando testados sozinhos, foram capazes de inibir a

germinacao do fitopatéogeno.
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ABSTRACT

The Postbloom Fruit Drop (PFD), caused by Colletotrichum acutatum, has caused losses to
citrus producers and therefore it is economically very important. This disease is generally
controlled by fungicide sprayings, which increase the production cost, and affects the
environment. Thus, this work aimed at developing an alternative control method through the use
of biocontrol agents. Discrepancies in the efficacy of biological control between controlled
conditions and commercial situations may have several causes, but is believed that in
commercial production where the environmental conditions are not fully controlled, may
influence the survival, establishment in the phyllosphere, and activity of the biocontrol agents.
One of the ways to overcome the ineffectiveness of most of the biocontrol agents under diverse
environmental conditions is to apply them in mixture. Given the above, this paper aims to verify,
under laboratory conditions, the use of isolates of Saccharomyces cerevisiae for the control of
disease, besides to test six isolates of yeast (ACB-CR1, ACB-K1, ACB-KD1, ACB-CAT1, ACB-
BG1 and ACB-PE2) alone or in combination with three strains of Bacillus subtilis (ACB-66,
ACB-69 and ACB-77) and with one isolate of Trichoderma pseudokoningii (ACB-37) in citrus
detached flowers, for their capacity to prevent infection by C. acutatum. It was concluded that
the isolates of S. cerevisiae showed potential to control C. acutatum, when applied alone or in
combination with isolates of B. subtilis or T. pseudokoningii, since the treatments suppressed
the production of symptoms in orange blossoms "Valencia" and, when tested alone, they were

able to inhibit the germination of the pathogen.

INTRODUGAO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de citros do mundo, tanto em
termos de area de cultivo, producédo e quantidade de frutas processadas. Cerca de 85 % da
producéo € destinada a industrializa¢édo, cujo suco produzido é exportado para véarios paises,
incluindo-se, principalmente, Bélgica, Estados Unidos, Japéo, Suica e China (AGRIANUAL,
2009).

Entretanto, apesar de toda importancia dessa cultura, o setor citricola enfrenta sérios
problemas fitossanitarios e, dentre as doengas mais importantes encontra-se a Queda
Prematura dos Frutos Citricos (QPFC), causada por Colletotrichum acutatum Simmonds. A
medida predominante de controle desta doenca é a pulverizacdo com produtos quimicos na
época da florada. No entanto, os custos financeiros e ambientais de tais aplicagbes, aliado as
crescentes restricdes a presenga de residuos, estdo a exigir o estudo de novas alternativas.
Entre essas, o controle biol6gico surge como técnica importante que, além da sua coeréncia
ecoldgica, em muitos casos, podera se constituir em tecnologia poupadora de capital.

Muitos pesquisadores tém demonstrado a eficacia do controle biolégico em diferentes
interacdes entre antagonistas e fitopatdgenos. Espécies de leveduras vém sendo utilizadas

como agentes de controle biolégico para controle de Botrytis cinerea, agente causal do bolor
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cinzento em uvas e morangos; de Penicillium digitatum em uvas; de P. italicum e P. digitatum
em frutos de laranja; de Botrytis, Rhizopus, Penicillium e Alternaria em tomate e dos fungos B.
cinerea e Rhizopus, causadores de doencas de poés-colheita em magds (MEHROTRA et al.,
1996; JIJAKLI & LEPOIVRE, 1998; MASIH et al., 2001; GUETSKY et al., 2001).

Atualmente, muitos estudos tém sido feitos com a utilizagdo de bactérias antagonistas
a determinados fitopatégenos para o controle de muitas doengas. A habilidade de bactérias
formadoras de esporos (Bacillus spp.) permanecerem metabolicamente dormentes, por longos
periodos, aumenta sua sobrevivéncia sobre a superficie foliar, possibilitando sua permanéncia
em periodos secos, em temperaturas extremas e nas deficiéncias temporarias de nutrientes.
Dessa maneira, vérias linhagens bacterianas tém se mostrado promissoras como agentes de
controle biolégico (KNUDSEN & SPURR Jr., 1986). Estudos mostram, especialmente, a
importancia de Bacillus subtilis como agente de controle biolégico a muitos fitopatdgenos, tais
como: a Uromyces phaseoli (BAKER et al., 1985); a Pyricularia oryzae (BETTIOL & KIMATI,
1989); a Eutypa lata (FERREIRA et al.,1991); a Colletotrichum acutatum (SONODA & GUO,
1996, KUPPER & GIMENES-FERNANDES, 2002, KUPPER et al., 2003 e KUPPER et al.,
2009), a Guignardia citricarpa (KUPPER et al., 2004; KUPPER et al., 2005) e a Xanthomonas
axonopodis pv. citri (KALITA et al., 1996).

Espécies do género Trichoderma, até mesmo no que se refere a fitopatégenos de parte
aérea, quando aplicadas em pulverizagdes, tém-se mostrado promissoras para o controle de
doencas (TRONSMO & DENNIS, 1977; DUBOS et al., 1982; BASTOS, 1988; GULLINO &
GARIBALDI, 1983; MEDEIROS & MENESES, 1994; MORETTO et al., 2001).

Relatos na literatura tém mostrado que muitas vezes, a introdugdo de agentes de
biocontrole em condi¢cdes controladas de ambientes apresenta eficiéncia no controle de
doengas, porém em situagées onde a introducdo é realizada em plantios comerciais, ndo se
verifica tal eficiéncia. As causas que podem levar a diferenca de eficacia de controle séo as
mais variadas possiveis, porém, acredita-se que, em plantios comerciais onde as condi¢des
ambientes ndo sao totalmente controladas, pode haver muita influéncia do ambiente na
sobrevivéncia, no estabelecimento e na atividade dos agentes de biocontrole. Sob condicoes
naturais, a superficie da filosfera esta sujeita a flutuagdes de temperatura, umidade relativa, a
falta de umidade na superficie, a gases e ao movimento do ar. Estas condi¢cdes afetam a
microflora da filosfera (incluindo os agentes de biocontrole) diretamente, ou podem ter um
efeito indireto pelas modificagbes das caracteristicas da planta hospedeira, o estado
metabolico e superficie quimica dos 6rgdos da planta. Um dos caminhos para superar a
ineficiéncia da maioria dos agentes de biocontrole, sob condicbes ambientais diversas, seria
aplica-los em mistura ou em alternancia com fungicidas quimicos ou aplicar mais do que um
agente de biocontrole em um dado momento. A introdugdo de dois ou mais agentes de
biocontrole na filosfera, assumindo que cada um tenha necessidades ecoldgicas diferentes e

modo de agao diverso, podera facilitar o controle da doenga sem afetar a eficacia de organismo
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separadamente sob diversas condi¢cdes, podendo, inclusive, resultar em aumento na
consisténcia de controle (GUETSKY et al., 2001).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos: (i) estudar, sob condicbes de
laboratério, a viabilidade do uso de isolados de Saccharomyces cerevisiae para o controle de
Colletotrichum acutautm e (ii) testar seis isolados de levedura sozinhos ou, em combinacao
com trés isolados de Bacillus subtilis e com um isolado de Trichoderma pseudokoninguii, em

flores destacadas de citros, quanto a capacidade de prevenir a infecgao por C. acutatum.

MATERIAL E METODOS

Os testes in vitro e a instalagao do experimento, sob condi¢gdes naturais, foram
realizados no Laboratério de Fitopatologia e Controle Biolégico e no campo,
respectivamente, localizados no Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” / IAC,
Cordeirdpolis-SP.

Os agentes de controle biolégico (ACBs), Trichoderma spp. e Bacillus subtilis,
foram isolados a partir de amostras de solo, de folhas e flores de citros retiradas de
pomares de diferentes localidades do estado de S&o Paulo (Moretto et al., 2001;
Kupper & Gimenes-Fernandes, 2002) e os isolados de Saccharomyces cerevisiae
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Sérgio Pascholatti da ESALQ/USP
(Piracicaba/SP).

Efeito do periodo de incubacao e temperatura na producao de células de S.
cerevisiae:

Foram utilizados seis isolados de levedura denominados ACB-BG1, ACB-CAT1, ACB-
CR1, ACB-K1, ACB-KD1 e ACB-PE2. Colbnias de cada um dos isolados, com dois dias de
idade e cultivadas em B.D.A. foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de agua
destilada e esterilizada, e as concentragdes ajustadas para 1 x 10° ufe/mL. Uma aliquota de 0,2
mL, de cada suspenséo do respectivo isolado foi distribuida em placas de Petri contendo o
mesmo meio de cultura. Em seguida, as culturas foram incubadas, no escuro, em diferentes
temperaturas (15, 20, 27 e 35 °C) e em diferentes periodos de incubagéo (6, 12, 18, 24, 36, 48,
72 e 120 horas). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes. A
avaliagdo se deu por meio da contagem de células das leveduras, apés cada periodo de
incubagao e temperatura, com auxilio de hemocitdmetro.

Efeito de S. cerevisiae na germinacao de C. acutatum:

Suspensobes de células de S. cerevisiae (48 horas de idade) e do fungo (7 dias de
idade) foram obtidas de colbnias ativas, retiradas de placas de Petri contendo B.D.A.. Gotas de
10 yL das suspensbes de cada agente de controle biolégico (ACB) (1 x 10° ufc/mL) e do
fitopatégeno (1 x 10* conidios/mL) foram depositados em &reas demarcadas de laminas,

previamente preparadas, contendo meio agar-agua. Para o tratamento testemunha foram
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colocadas gotas de agua destilada e esterilizada no lugar dos ACBs. Posteriormente, as
laminas foram colocadas no interior de placas de Petri esterilizadas, contendo um chumago de
algodao embebido em agua estéril. As culturas foram incubadas em estufa para B.O.D. a 25 °C
por 15 horas e, apdés o término desse periodo foram adicionados 10 pyL de uma solugéo
contendo azul latico, nas areas demarcadas, com a finalidade de paralisar o desenvolvimento
do patégeno. A seguir, procedeu-se a determinagdo do nimero de conidios germinados e nao
germinados. Para isto, foram avaliados 200 conidios, a partir dos quais se estabeleceu a
porcentagem de germinagdo. Foi considerado germinado o conidio cujo tamanho do tubo
germinativo era maior ou igual a sua largura mediana. Utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado, sendo cada tratamento composto por sete repeticbes. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos, comparadas pelo teste
de Tukey a 5 % de probabilidade.

Eficiéncia de S. cerevisiae no controle de C. acutatum em flores destacadas de
citros:

Pedunculos de flores destacadas de laranjeira “Valéncia” foram inseridos em orificios,
contidos em espuma sintética umedecida sobre papel de filtro, presentes em caixas Gerbox®
(Kupper & Gimenes-Fernandes, 2002). As flores foram tratadas com suspensdes (1 x 10’
ufc/mL) do agente de controle bioldgico (ACB), 24 horas antes e 24 horas depois da inoculagao
do patégeno (1 x 10 conidios/mL). As testemunhas foram constituidas de flores sem
inoculacdo e com inoculagdo, porém, tratadas com &gua. Apds a inoculacdo, as flores foram
incubadas em estufa para B.O.D. a 22 °C por 72 horas. Determinou-se a porcentagem de flores

sadias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito do periodo de incubacao e temperatura na producao de células de S.
cerevisiae.

De acordo com os dados das tabelas 1, 2, 3 e 4, observa-se que, a produgao de células
de S. cerevisiae variou de acordo com o isolado testado, a temperatura e o periodo de

incubacao.

De um modo geral, a multiplicacdo de células de S. cerevisiae é favorecida pela
temperatura de 35 °C, no periodo de 36 horas de incubagéo. Dentre os isolados testados o
ACB-K1 foi 0 que apresentou maior média de unidades formadoras de col6nias (7,8 x 10’

ufc/mL), diferindo estatisticamente dos demais que, por sua vez diferiram entre si.

Quando se avalia individualmente cada isolado de levedura, verifica-se que, apenas
ACB-CR1 e ACB-CAT1 foram favorecidos pela temperatura de 27 °C, sendo os melhores
periodos de incubacéo de 36 horas e 48 horas, respectivamente. Na temperatura de 15 °C

houve menor multiplicacao de células de leveduras para todos os isolados testados.
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TABELA 1: Valores correspondentes a soma de quadrado, quadrado médio, significancia e
coeficiente de variacao do efeito da producdo de células de Saccharomyces cerevisiae em
diferentes periodos de incubacéo e temperaturas.

C. Variagao Grau de Soma dos Quadrado F
Liberdade Quadrados Médio

Isolado (1) 5 84075,32 16815, 58 2930,27**
Temperatura (T) 3 239818,26 79939, 52 13930,54**
Periodo de Incubacéo (P) 7 1087388,12 155341,17 27070,38**
IxT 15 33156,03 2210,15 385,20
Ix P 35 111957,54 3198,94 557,43**
TxP 21 180504,23 8595,64 1497,87**
IXTxP 105 100105,31 953,51 166,14**
Coeficiente de Variacao (%) 4,01

**Diferenca significativa a 1 % de probabilidade (p < 0,01).

TABELA 2: Numero médio de unidades formadoras de colbnias (x 106) de diferentes isolados
de Saccharomyces cerevisiae.

Isolados ufe/mL x 10°
ACB — K-1 78,43a '
ACB — KD-1 66,23 b
ACB — CAT-1 64,12 ¢
ACB — CR-1 55,15 d
ACB - BG-1 50,00 e
ACB — PE-2 41,30 f

' Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

TABELA 3: Efeito da temperatura no nimero médio de unidades formadoras de colénias de
Saccharomyces cerevisiae.

Temperatura ufc/mL x 10°
15 °C 30,01 d
20 °C 52,04 ¢
27 °C 70,99 b

35 °C 84,78 a "

' Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

TABELA 4: Influéncia do periodo de incubagédo no niumero médio de unidades formadoras de
colbnias (x 106) de Saccharomyces cerevisiae.

Periodo de Incubacao (horas) ufc/mL x 10°

6 1,09 h
12 6,36 g
18 20,13 f
24 50,34 e
36 112,88 b

48 114,012

72 92,36 ¢

120 79,49 d

' Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Efeito de S. cerevisiae na germinacao de C. acutatum.

De acordo com os dados apresentados na tabela 5, observa-se que, todos os isolados
de S. cerevisiae inibiram a germinagao de conidios de C. acutatum, porém, os isolados ACB-
CR1, ACB-PE2, ACB-CAT1 e ACB-K1 foram os mais eficientes, com valores de inibicées de
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germinacao que variaram de 78 a 82 %.

TABELA 5: Efeito de Saccharomyces cerevisiae na germinacao de Colletotrichum acutatum
em meio agar-agua, apos 15 horas de incubacéo a 25 °C.

Tratamentos % de esporos germinados % de inibicdo
Testemunha 98,35a " 1,64
BG-1 37,64 b 62,35
KD-1 29,21 bc 70,78
K-1 21,28 ¢ 78,71
CAT-1 21,04 ¢ 78,92
PE-2 20,92 ¢ 79,07
CR-1 1785 ¢ 82,14

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

Eficiéncia de S. cerevisiae no controle de C. acutatum em flores destacadas de
citros.

Os dados apresentados na tabela 6, porcentagem de flores sadias curativo, mostraram
que, isolado de ACB-K1 (S. cerevisiae) + ACB-66 (B. subtilis) foi o melhor tratamento com
92,63 % de flores sadias, comparado com as testemunhas, flores inoculadas e sem tratamento
com agentes de biocontrole (0,6 % de flores sadias) e flores ndo inoculadas e nao tratadas
(99,83 % de flores sadias).

No entanto, é importante mencionar que trés isolados de S. cerevisiae, ACB-K1, ACB-
CR1 e ACB-KD1 sozinhos ou, em combinacao com Bacillus subtilis (ACBs 66, 69 e 77) ou com
Trichoderma pseudokoningii (ACB-37) apresentaram eficiéncia de controle de forma curativa
que variaram de 74 a 88 %.

Quando se avaliam os dados da tabela 6, onde as pétalas foram tratadas
preventivamente, antes da inoculagdo do patégeno, verifica-se que, o melhor tratamento foi a
combinagéo da levedura ACB-CR1+66 com 89,70 % de controle, porém, esse tratamento nao
diferiu estatisticamente dos isolados ACB-BG1 e ACB-PE2 sozinhos ou, em combinagdo com
os isolados de B. subtilis e T. pseudokoningii, com porcentagens de controle que variaram de
72, 23 a 89,20 %. O isolado de S. cerevisiae, ACB-CR1 sozinho ou, em combinagdo com
ACB-77, ACB-69 e ACB-37, proporcionou 79,26; 80,19; 76,33 e 69,73 % de frutos sadios.

Quando se comparam os dados dos tratamentos curativo e preventivo, pode se
concluir que existem diferengas entre 0s mecanismos de agdes das leveduras estudadas. Por
exemplo, quando as leveduras foram testadas de forma curativa, as melhores foram ACB-K1,
ACB-CR1 e ACB-KD1 sozinhos ou, em combinagdo com os demais agentes de biocontrole.
Por outro lado, quando as leveduras foram empregadas de forma preventiva, as mais eficientes
foram ACB-CR1, ACB-BG1 e ACB-PE2 sozinhas ou, em combinagcdo com os isolados de
bactérias ou com T. pseudokoningii.

A Unica levedura que se mostrou eficiente nas duas formas de controle foi ACB-CR1. A
utilizacdo do isolado da bactéria ACB-66 na mistura com isolados das leveduras ACB-K1

(forma curativa) e ACB-CR1 forma preventiva) aumenta a eficiéncia e controle.
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TABELA 6: Porcentagem de flores sadias de citros com tratamento curativo e preventivo, apds
tratamentos com agentes de biocontrole, sozinhos ou em mistura, e inoculagdo com
Colletotrichum acutatum.

Tratamentos % de flores sadias curativo % de flores sadias preventivo
Testemunha nao inoculada 99,83 AWM 99,83 AWM

K-1 + 66 92,63 AB 69,56 BCDE
CR-1+77 87,66 ABC 80,90 ABC
K-1+69 87,13 ABC 69,60 BCDE
K-1+77 86,56 ABC 69,26 BCDE
CR-1 +69 85,93 ABC 76,33 ABCDE
KD-1 + 66 85,63 ABC 52,86 DE
KD-1 + 37 84,60 ABC 79,20 ABCD
CAT-1 +37 84,60 ABC 70,03 BCDE
KD-1 84,00 ABC 67,30 BCDE
PE-2 + 66 83,96 ABC 76,96 ABCDE
CAT-1 + 66 83,90 ABC 58,36 CDE
KD-1 + 77 83,50 ABC 68,50 BCDE
K-1+37 82,13 BCD 70,80 BCDE
CR-1 + 66 82,10 BCD 89,70 AB
CAT-1 80,00 BCD 71,33 BCDE
CR-1 +37 79,80 BCD 69,73 BCDE
K-1 79,20 BCD 49,96 E
BG-1 + 77 78,96 BCD 86,16 ABC
CR-1 76,93 BCD 79,26 ABCD
PE-2 + 69 76,66 BCD 86,43 AB
CAT-1 +77 76,20 BCD 81,40 ABC
BG-1 + 66 75,66 CD 81,66 ABC
BG-1 + 69 74,86 CD 89,20 AB

BG-1 74,56 CD 85,86 ABC
CAT-1 +69 74,20 CD 66,63 BCDE
KD-1 + 69 73,86 CD 73,16 ABCDE
PE-2 73,16 CD 77,96 ABCD
PE-2 + 77 72,86 CD 72,23 ABCDE
BG-1 + 37 71,86 CD 85,60 ABC
PE-2 + 37 65,26 D 84,46 ABC
Testemunha inoculada 0,60 E 0,60 F

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

CONCLUSAO

Os isolados de S. cerevisiae testados neste trabalho apresentam potencial de controle
a Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura dos frutos citricos, tanto quando
sdo aplicados sozinhos ou, em combinacdo com isolados de B. subtilis ou Trichoderma
pseudokoningii, uma vez que, 0s tratamentos suprimem a produ¢édo de sintomas em flores de
laranjeira “Valéncia” e, quando testados sozinhos foram capazes de inibir a germinacdo do

fitopatdégeno.
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