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ACA,O INIBITORIA DE EXTRATOS VEGETAIS, OLEO DE NIM, PRODUTOS
ABIOTICOS E Bacillus SOBRE Corynespora cassiicola, AGENTE DA MANCHA-
ALVO DO MAMOEIRO.

RESUMO - A Mancha-alvo do mamoeiro, causada pelo fungo C. cassiicola, € uma doenca
que tem atraido maior aten¢do nos ultimos anos devido a surtos precoces e intensos, que
resultam em danos a produ¢do do mamao. Portanto, objetivou-se caracterizar a doenga em
campo, comprovar a patogenicidade do fungo causador da doenga, caracterizar o patégeno,
testar o efeito de extratos de nim, citronela e eucalipto, 6leo de nim, avaliar o efeito de
isolados de Bacillus, além dos produtos Ecolife® e Stubble-Aid® sobre C. cassiicola. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e na Area Experimental da
Fazenda Escola de Sao Luis da UEMA, foi instalado no esquema de blocos casualizados, com
quatro repeti¢des, onze tratamentos (variedades e selecdes), sendo seis plantas/parcela. Os
parametros avaliados em campo, sob condi¢des de infecc@o natural, foram: a) ndmero de
folhas/planta; b) nimeros de folhas com lesdes; e, ¢) nimero de lesdes/folha. Para a inibicao
do crescimento micelial in vitro de C. cassiicola adicionou-se os extratos aquosos de nim,
citronela e eucalipto a 10, 15 e 20 %, 6leo de nim a 0; 1,25; 2,5; 3,75 ¢ 5 %, e produtos
Ecolife® e Stubble-Aid® a 0,25; 0,5; 0,75; 1 % em meio BDA. Na avaliacdo do efeito de
Bacillus foram utilizados nove isolados, avaliados através do percentual de inibi¢ao. Todas as
variedades e selecOes apresentaram-se doentes, variando 89,69 a 100 %, de lesdes/folha,
ocasionando a reducdo do desenvolvimento das plantas. A selecao Golden apresentou nimero
de lesoes/folha de ordem 17,87, mostrando-se promissora para programas de melhoramento
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genético visando a obtencdo de cultivares menos susceptiveis a esta doenca. As selecoes
Canaa Sunrise Solo e Canad Golden apresentaram nimero de lesdes/folhas, 98,75 e 77,12,
respectivamente. Os sintomas iniciaram por pontuagdes brancas, com halo amarelado,
evoluindo para manchas circulares marrom. Os conidios do fungo C. cassiicola em meio
BDA apresentaram formatos retos e ligeiramente curvos, constituindo de 3 — 8 septos,
medindo 76,76 — 165,26 um de largura e 13,50 — 21,90 pm (média de 16,54 x 98,15 pum)
apresentando hilo na juncio do conidio com o conidiéforo. O 6leo de nim e extratos de nim,
citronela e eucalipto apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento micelial de C.
cassiicola. Ressaltando-se que 6leo de nim atingiu percentuais de inibi¢cdo variando de 61,66 a
69,88 % nos quatro periodos de avaliagdao, mostrando-se efetivo em baixas concentracdes. Os
isolados de Bacillus apresentaram potencial antagdnico sob o crescimento micelial in vitro de
C. cassiicola. Todavia o isolado 31 mostrou-se mais promissor como agente de controle
bioldgico, apresentando percentual de inibi¢do de 63,36 %. Os produtos Ecolife® e Stubble-
Aid®, em todas as concentragdes inibiram o crescimento de C. cassiicola, variando de 31,56
a 100 %. Estes resultados indicam que o uso de alternativas de controle apresenta potencial no
manejo da Mancha-alvo do mamoeiro.

xii

Palavras-chave: Carica papaya L., Azadirachta indica, Cymbopogon nardus, Eucalyptus
grandis, Produtos Abidticos, Controle Biolégico
INHIBITORY ACTION OF EXTRACTS, NEEM OIL, and Bacillus ABIOTICS
PRODUCTS ON Corynespora cassiicola, AGENT OF THE TARGET SPOT PAPAYA.

ABSTRACT - The Spot target of papaya caused by the fungus C. cassiicola, is a disease that
has attracted increasing attention in recent years due to early outbreaks and intense, resulting
in damage to the production of papaya. Therefore, the objective was to characterize the
disease in the field, proving the pathogenicity of the fungus causing the disease, pathogen
characterization, test the effect aqueuos extracts of neem, citronella and eucalyptus, neem oil,
to evaluate the effect of isolates Bacillus, apart from in abiotics products Ecolife ® and
Stubble-Aid ® on the fungus C. cassiicola. The experiments were conducted at the
Laboratory of Plant Pathology and at the Experimental Farm of the School of Sao
Luis/UEMA, this was conducted in a randomized block design, with four replications and
eleven treatments (varieties and selections), with six plants each. To take the data from the
characterization of the disease, the pathogen and the confirmation of the causative agent was
considered two useful plants (central) in the plot. The parameters evaluated in the field under
conditions of natural infection were: a) number of leaves/plant, b) number of leaves with
lesions, and ¢) number of lesions/leaf. For the inhibition of in vitro mycelial growth of C.
cassiicola added to the neem oil at 0; 1,25; 2,5; 3,75 and 5%, to the aqueous extracts of neem,
citronella and eucalyptus to 10, 15 and 20% and abiotics products Ecolife ® and Stubble-
Aid® to 0; 0,25; 0,5; 0,75 and 1% on PDA. In assessing the fungistatic effect of Bacillus were
nine isolates, assessed by the percentage of inhibition. All varieties and selections provided to
patients ranged from 89,69 to 100 % of lesions per leaf, causing a reduction of plant
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development. The selection Golden presented lesions/leaf of order 17,87 showing some
promise in breeding programs aimed at obtaining cultivars less susceptible to this disease.
Selections Canad Golden and Canad Sunrise Solo showed lesions/leaf, 98,75 and 77,12,
respectively. Symptoms started by white dots, with yellow halo, evolving into brown circular
spots. Spores of the fungus C. cassiicola on PDA showed formats straight and slightly curved,
forming 3-8 septa, measuring 76,76 — 165,26 um length and 13,50 — 2190 um wide (average
of 16,54 x 98,15 um) hilum presenting at the junction of the conidiophore with conidia. The
neem oil and extracts of neem, citronella and eucalyptus showed inhibitory effect on mycelial
growth of C. cassiicola. Emphasizing that neem oil hit percentage of inhibition ranging from
61,66 to 69,88 % in the four periods, shown to be effective at low concentrations. The
Bacillus isolates showed antagonistic potential in vitro mycelial growth of C. cassiicola.
However the isolates 31 were more promising as a biological control agent, showing
percentage inhibition of 63,36 %. The products Ecolife ® and Stubble-Aid ®, in all
concentrations inhibited the growth of C. cassiicola, ranging from 31,56 to 100 %. These
results indicate that the use of alternative control has potential in the management of Target
Spot of papaya.

Keywords: Carica papaya L., Azadirachta indica, Cymbopogon nardus, Eucalyptus grandis,
Abiotic Products, Biological Control.



13

1 INTRODUCAO

O mamoeiro é considerado uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. A producdo de mamao representa 10 % da producao
mundial de frutas tropicais, girando em torno de 8 milhdes de toneladas, das quais 39 % sao
produzidas na América Latina e Caribe. Os principais produtores mundiais sdo o Brasil,
Meéxico, Nigéria, India e Indonésia, enquanto os maiores exportadores sao o México e a
Malésia (FAO, 2010).

As doencas do mamoeiro destacam-se economicamente, pois a presenca destas
acarreta severas perdas econdmicas na producdo, comercializagdo e exportagdo de frutos in
natura, podendo chegar, em alguns casos, a 100 % (VENTURA et al., 2003).

A Mancha-alvo, também denominada de Mancha de Corynespora ou Corinesporiose
causadas pelo fungo C. cassiicola é uma doenca que tem atraido maior atencdo, devido a
surtos precoces e intensos, que resultam em danos a produ¢do do mamao (OLIVEIRA;
SANTOS FILHO, 2006).

A doenca tem ampla distribui¢do geogréifica e apresenta uma gama de hospedeiros
causando manchas foliares em mais de 70 espécies de hospedeiros (SILVA et al., 1995;
SILVA et al., 1998). Este fungo tem sido relatado em um grande nimero de culturas
importantes em paises de clima tropical e subtropical (BRETON et al., 2000), entre as quais
pode-se citar o tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) (LEROY; LOURD, 1989), pepino
(Cucumis sativus L.) (VERZIGNASSI et al.,, 2003), soja (Glycine Max L. Merr.)
(YORINORI; HOMECHIN, 1977), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz), seringueira (Hevea brasiliensis L.) (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2006).

No Maranhdo, C. cassiicola ¢ comumente encontrado em diversos hospedeiros,
destacando-se o mamoeiro (DUARTE et. al., 1983; SILVA et al.,, 1997) e aceroleira
(Malpighia glabra L.), causando problemas em folhas e frutos (SILVA et al., 1997). Também
¢ citado como patégeno em plantas daninhas, tais como trapoeraba (Commelina benghalensis
L.), assapeixe (Vernonia cinerea) (SOUZA; SILVA, 2001), e constituindo uma importante
fonte de indculo, principalmente em condigdes climédticas favordveis (CUTRIM; SILVA,
2003).

O fungo C. cassiicola também foi relatado em lantana (Lantana camara L.)
(PEREIRA; BARRETO, 2000), boldo-de-jardim (Coleus barbatus Benth.) (FERNANDES;
BARRETO, 2003) e croton (Codiaeum variegatum (L.) A. Juss.) (JAYASURIYA;
THENNAKOON, 2007).
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A Mancha-alvo tem ocorrido com intensidade nas estufas plasticas nos periodos de
primavera e verao, atingindo niveis epidémicos, dentro de poucos dias apds a visualiza¢do dos
primeiros sintomas nas plantas. Estimativas realizadas através de comparagdes entre
produtividade de cultivos sadios e de cultivos com epidemias da Mancha-alvo demonstraram
redu¢@o em torno de 60 % da producdo (VERZIGNASSI et al., 2003).

Atualmente uma das alternativas pesquisadas, envolve o uso de extratos vegetais,
buscando explorar suas propriedades fungitoxicas. Relatos t€m mostrado a eficiéncia desses
extratos obtidos de uma gama enorme de espécies botinicas, promovendo a inibi¢do do
desenvolvimento de vdérios fitopatégenos de natureza fungica (KURITA et al.,, 1981;
WILSON et al., 1997, BONALDO et al. 2007; DIAS-ARIEIRA et al., 2010). Os extratos de
plantas podem apresentar efeito direto sobre o fungo, alterando a germinagdo, formacgdo de
apressorios, crescimento de hifas ou producdo de esporos, ou ainda apresentar efeito sobre a
planta, através da indu¢do de mecanismos de resisténcias (FIORI et al., 2000; MOTOYAMA
et al., 2003; BONALDO et al., 2004; MOREIRA et al., 2008).

Virias espécies de Bacillus sdo antagonistas de fungos fitopatogénicos podendo ser
usadas em programas de controle biolégico (WILHELM et al., 1998; WULFF et al., 2002;
SCHISLER et al., 2004; ANGONESE et al., 2009), sendo promissoras no controle de
fitopatégenos pela sua capacidade de producdo de compostos antibidticos com acdo
antifiingica (BATISTA JUNIOR et al., 2002; KUPPER et al., 2003) e principalmente, por
manterem sua viabilidade quando estocadas por longos periodos (PETRAS; CASIDA, 1985).

Bonaldo et al. (2005) considera a inducdo de resisténcia uma proposta promissora no
controle de vdarias doencas, podendo ser efetiva contra diversos patégenos, incluindo virus,
bactérias, nematdides e fungos. Tém ocorrido avancos nas pesquisas envolvendo a induc¢iao no
controle de doencas de plantas, podendo ser ativada por elicitores bidticos ou abidticos.
Representa um método de controle alternativo, que juntamente com outros, dentro de um
programa de manejo integrado, pode evitar ou atrasar a entrada ou a subseqiiente atividade do
patégeno nos tecidos das plantas (CAVALCANTI et al., 2006; RESENDE et al., 2007).

A determinacdo de métodos eficientes de controle da doenca menos agressivos ao
ambiente € necessdria. Dessa forma, com este trabalho objetivou-se caracterizar a doenca
comprovar a patogenicidade do fungo, caracterizar o patdgeno, testar o efeito fungitéxico de
extratos de nim, citronela e eucalipto, 6leo de nim, avaliar o efeito fungistatico de isolados de
Bacillus, além dos produtos abidticos Ecolife® e Stubble-Aid® sobre o fungo C. cassiicola,

agente da Mancha-alvo do mamoeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Hospedeiro: Mamoeiro (Carica papaya 1..)

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma planta pertencente a classe Dycotiledonae,
ordem Violales e a familia Caricaceae. Essa familia apresenta quatro géneros, com 30
espécies, distribuidas em: Carica (21 espécies), Jacaratia (seis espécies), Cylicomorpha (duas
espécies) e Jarilla (uma espécie). Carica papaya, uma das 21 espécies do género Carica, €
considerada a tinica com frutos comestiveis e de interesse comercial (MANICA, 2006).

E cultivado em quase todos os estados brasileiros, sendo que Bahia e Espirito Santo,
os maiores produtores de mamao, respondem por cerca de 80 % da producdo nacional. Em
2009, o Brasil produziu 1.792.594 toneladas em uma area cultivada de 21.825 ha, para o
Nordeste a producdo foi de 1.168,174 toneladas, atingindo 65,16 % da producdo nacional de
mamao. O Maranh@o produziu 1.449 toneladas em uma drea de 127 ha, atingindo rendimento
de 11,4 t/ha, situando-se no 19° lugar da producao nacional de mamao (IBGE, 2009).

As caracteristicas que se destacam nesta cultura sido a grande densidade de plantas por
hectare, rdpido desenvolvimento, ficil propagacdo através da semente, alta produtividade e
distribuicao da colheita em todos os meses do ano em regides de clima tropical, com chuvas
regulares ou através de irrigacdo nos locais de pouca chuva ou periodo seco (OLIVEIRA
JUNIOR, 2006).

O mamoeiro € uma planta classificada como perene, porém de curta duracdo (entre 3 a
8 anos), € sempre verde, suculenta e geralmente apresenta caule cilindrico, ereto, tinico, sem
ramificacdes, com altura de 2 a 6 metros e diametro de 25 a 38 cm, com caule oco, exceto nas
regides dos nés. E formado por folhas simples e alternadas, com longos peciolos, sendo
palmatilobadas e composta por 7 a 13 lobos; o sistema radicular € axial ou pivotante, com a
raiz principal bem desenvolvida, ramificando-se em forma radial (MANICA, 2006).

O Fruto é uma baga, caracterizado como fruto simples, carnoso, indescente, com
vdarias sementes, apresenta as formas arredondado, cilindrico, piriforme, alongado, elipsdide,
esférica ou esferoidal, oblonga, ovéide ou sulcada; coloracdo da casca inicialmente verde,
passando para amarelo ou alaranjado quando maduro; consisténcia polposa, grossa, de
coloragdo amarelada, alaranjada, avermelhada ou rosada, macia e ligeiramente doce,
suculenta, com sementes pardas ou pretas que se inserem na cavidade interna do fruto. O sexo

da flor do mamoeiro determina a existéncia de mamoeiros masculinos (mamao macho),
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mamoeiros femininos e mamoeiros hermafroditas. As flores podem ser femininas (pistiladas),
hermafroditas ou masculinas (estaminadas) (MANICA, 2006).

O cultivo do mamoeiro no Brasil, além da grande importincia econdmica, apresenta
aspecto social, como gerador de emprego e renda, absorvendo um elevado contingente de mao
de obra durante o ano todo, pela constante necessidade de manejo, tratos culturais, colheita e
comercializacdo, efetuadas de maneira continua nas lavouras, além da renovagdo dos plantios,
em média, a cada trés anos (BENASSI, 2006).

A cultura do mamoeiro € alvo constante de intimeras doencas, tais como mancha
anelar, amarelo letal, meleira, antracnose, variola, podriddes de Phytophthora, oidio,
nematoide-das-galhas, nematdide reniforme entre outras, que sdo capazes de causar danos de

até 100 % na producdo (VENTURA et al., 2004).

2.2 A Doenca: Mancha-alvo do Mamoeiro

2.2.1 O Patdgeno: Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wel.

O agente causal da Mancha-alvo do mamoeiro € o fungo C. cassiicola, pertencente a
classe dos Deuteromicetos, subclasse Hyphomycetidae, familia Dematiaceae, género
Corynespora e espécie cassiicola (BARNET; HUNTER, 1972). De acordo com a nova
classificacdo, a classe dos Deuteromicetos mudou para fungos mitospdricos, que sdo fungos
imperfeitos, sem forma perfeita definida, correspondente a Ascomicetos ou Basidiomicetos,
classificados pela auséncia ou ndo constatacdo de estruturas decorrentes de reproducao
sexuada (ALEXOPOULOS et al., 1996).

O patogeno produz conidios isolados ou em cadeia, em numero de dois a seis, hialino
a marrom, dilatados na base, retos ou ligeiramente curvos, com 3 a 20 septos, medindo 39-
520 x 7-22 pm (média 135 X 8 um) (ELLIS, 1971; SNOW; BERGGREN, 1989).

De acordo com Snow; Berggren (1989) a temperatura para o desenvolvimento do
patogeno varia de 18 a 21°C (min. 7 °C, max. 39 °C). O micélio em meio de cultura é branco
e floculento, tornando-se mais tarde cinza escuro, constituido de um emaranhado preto
oliviceo. Contudo, em trabalho desenvolvido sobre a diferenciacdo de isolados de C.
cassiicola, Almeida et al. (1994) demonstraram que o fungo se desenvolve lentamente em
meio de cultura BDA, formando um micélio de tonalidade escura e de coloragdo cinza-

esverdeada.
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Por ser um patégeno necrotréfico, o fungo C. cassiicola pode sobreviver em restos
culturais, plantas voluntdrias, em sementes e em hospedeiros alternativos. Além disso, o
patégeno pode colonizar restos culturais de um grande nimero de espécies vegetais (SNOW
& BERGGREN, 1989). Ellis (1971) descreveu C. cassiicola como sendo uma espécie
cosmopolita e inespecifica, comum e abundante em regides tropicais, causando manchas
foliares sobre diversas plantas hospedeiras, incluindo espécies de importancia econdmica.

De acordo Almeida et al. (2005), é disseminado por gotas de chuva e pelo vento, este
por sua vez, € o agente responsdvel pela remog¢do dos conidios e pelo transporte do inéculo. A
remog¢do, o transporte para outras plantas ou lavouras e a deposicdo sdo favorecidos pelo
tempo seco.

Esporos de patégenos foliares, como C. cassiicola, apds serem depositados na
superficie do hospedeiro, se fixam e emitem o tubo germinativo para iniciar o processo de
penetracdo. Temperaturas entre 20 a 24 °C e alta umidade relativa favorecem a infec¢do pelo

patégeno (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2006).

2.2.2 Descricdo da Doenca

A Mancha-alvo causada pelo fungo C. cassiicola pode ocorrer no caule, fruto, peciolo
e limbo foliar do mamoeiro, sua incidéncia é maior em plantas com idade acima de quatro
meses € nos meses mais frios do ano, quando as lesdes na folhas sdo em grande numero,
principalmente nas mais velhas, estas amarelecem e caem (VENTURA et al., 2003). O nome
da doenca se deve aos anéis concéntricos, mais escuros no centro ¢ halos amarelos presentes
nas manchas, que lembram o formato de um alvo (ALMEIDA et al, 2005).

E uma doenca que tem atraido maior atencdo nos ultimos anos devido a surtos
precoces e intensos, que resultam em danos a produ¢do do mamoeiro. Quando a severidade
desta € alta nas folhas, poderd atingir os frutos, desvalorizando-os comercialmente. Por se
tratar de uma doenca pouco estudada, as estratégias adotadas para seu controle sdo empiricas
e ndo incluem informagdes sobre a epidemiologia. Além disso, uma das maiores dificuldades
encontradas pelos produtores e técnicos, para o controle, é a falta de informagdes sobre os
niveis de controle e como avaliar a planta utilizando esses niveis (ANDRADE et al., 2003).

Para reduzir a quantidade de in6culo no pomar, recomenda-se a remog¢ao das folhas
com alto grau de senescéncia e altamente infectadas (VENTURA et al., 2003), assim como, a
queima dos restos culturais e aplicacdo de fungicidas protetores (OLIVEIRA; SANTOS
FILHO, 2006).
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2.3 Manejo Ecolégico de Doencas

O conceito de agricultura sustentdvel envolve o manejo adequado dos recursos
naturais, evitando a degradacdo do ambiente de forma a permitir a satisfacao das necessidades
humanas das geracdes atuais e futuras. Esse enfoque altera as prioridades dos sistemas
convencionais de agricultura, em relacdo ao uso de fontes ndo renovaveis, principalmente de
energia, e muda a visdo sobre os niveis adequados do balanco entre a produgdo de alimentos e
os impactos no ambiente. As alteracOes implicam na reducdo da dependéncia de produtos
quimicos e outros insumos energéticos € o maior uso de processos bioldgicos nos sistemas
agricolas (GHINI; BETTIOL, 2000).

No manejo ecoldgico de doengas, o objetivo € a reducdo da capacidade de patdgenos
causarem perdas significativas na produgdo, evitando-se desequilibrios ambientais, a0 mesmo
tempo em que se procura reduzir a dependéncia de insumos aos agroecossistemas incluindo-
se a introdugdo de espécies exdticas. Pode ocorrer de maneira espontanea, ou como resultado
da manipulagdo pelo homem, sendo condicionado por mecanismos de controle bioldgico
ligados aos patdgenos, aos hospedeiros ou ao meio ambiente, bem como por aspectos
culturais dos agricultores e demais agentes de desenvolvimento (SOGLIO, 2004).

O uso de dleos e de extratos de folhas de algumas espécies vegetais tem se mostrado
eficientes no controle de doencas de plantas. Estas substancias extraidas das plantas sdo mais
baratas que os fungicidas, facilmente disponiveis ao agricultor, apresentam baixo nivel de
intoxicacdo humana e poluicdo do meio ambiente, podendo ser encontrada na prépria
propriedade agricola (MARTINEZ, 2002). De acordo Kruppa; Russomano (2009) a utiliza¢ao
de extratos vegetais brutos ou dleos essenciais também se mostra promissora no controle de
fitopatdgenos.

E crescente a busca por técnicas de biocontrole de doencas na agricultura, indimeras
pesquisas estdo sendo realizadas a procura de substincias naturais bioativas, que além de
serem utilizadas no manejo de doengas de plantas, venham minimizar os efeitos de residuos

no meio ambiente.
2.3.1 Extratos Vegetais
A intervencdo para o controle de doencas de plantas € feita, normalmente, através de

agroquimicos. O uso racional desses produtos pode ter, em curto prazo, um efeito satisfatorio,

no entanto, em longo prazo, torna-se danoso ao ambiente e ao préprio produtor, além de
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proporcionar o surgimento de isolados de fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas
utilizadas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

Em todo o mundo € crescente a procura por alimentos mais nutritivos e sem
substancias toxicas, como resultado da preocupa¢do com a contamina¢do ambiental e dos
alimentos, pelo uso indiscriminado de pesticidas na agricultura. A busca por produtos naturais
que sejam eficientes no controle de doencas de plantas tem aumentado nos ultimos anos,
visando obter alternativas aos fungicidas sintéticos e que nio apresentem os efeitos negativos
a saide humana e ao meio ambiente (CARNEIRO et al., 2007).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou dleo essencial, obtido através de plantas
medicinais da flora nativa, tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatégenos,
tanto por sua acdo fungitoxica direta inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de
esporos, quanto a indug¢do de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos com

caracteristicas de elicitores (SCHWAN-ESTRADA, 2002.)

Nim (Azadirachta indica A. Juss.)

O nim € uma arvore da familia Meliaceae, é conhecido ha séculos, principalmente na
India, por sua acio medicinal, e nas dltimas décadas seu estudo tém se difundido devido as
substancias inseticidas presentes nas folhas e frutos (CARNEIRO et al., 2007).

A espécie A. indica, popularmente conhecida como nim indiano e amargosa, € uma
arvore nativa da fndia, caracteristica de clima tropical. No Brasil, foi introduzida oficialmente
em 1984 e, atualmente, pode ser encontrada em todas as regides do Pais, com destaque para o
municipio de Barreiras, no oeste da Bahia. O grande atrativo do nim € o seu elevado conteido
de azadirachtina (Figura 1), um principio ativo que vem demonstrando grande eficdcia no
combate a diversas pragas e doengas que atacam plantas e animais e mais eficiente (SOARES

et al., 2010).
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Figura 1. Molécula de Azadiractina

Muitos compostos biologicamente ativos podem ser extraidos de diferentes partes da
arvore do nim, entre eles estdo: azadiractina, meliantriol, limoneno, odoratone e outros
triterpendides, entre os mais de 100 compostos ja isolados (SIDIQUI et al., 2003). Estes sdo
reconhecidos pelas multiplas propriedades terap€uticas, inseticidas, nematicidas e fungicidas
(MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Diversas substancias tém sido isoladas de A. indica, a azadiractina e os terpendides sao
substincias mais comumente citadas com esta atividade. Govindachari et al. (1998)
observaram que a azadiractina, quando usada pura, ndo apresenta atividade antifingica
expressiva, porém, seu efeito € acentuado quando se adiciona terpendides, indicando o efeito
sinérgico destas substancias.

Esses compostos tém grande potencial no controle de pragas, causando baixo impacto
ao ambiente. Nos ultimos anos, vérios artigos foram publicados avaliando a eficicia do nim
para o controle de fungos como Pyricularia oryzae (Cavara) (AMADIOHA, 2000), Erysiphe
pisi DC. (SINGH; PRITHIVIRAJ, 1997; PRITHIVIRAJ et al., 1998), Plasmopara viticola
(Berk. & Curt) Berl. & De Toni (STEINHAUER, 1999) e Alternaria helianthi (Hansf.)
(CHATTOPADHYAY, 1999), causadores de importantes doengas em culturas agricolas.

Pesquisa realizada por Carneiro et al. (2007) avaliando a eficacia de nim no controle
oidio do feijoeiro constatou que o 6leo e os extratos das sementes de nim controlaram a
doenca em casa de vegetacdo, reduzindo até 65 % o nimeros de lesdes nas folhas, e podem
ser uma boa alternativa para o uso em cultivos agroecoldgicos. Este 6leo mostrou-se eficiente
no controle do oidio do tomateiro, quando aplicado nas concentracdes de 0,25 e 0,5 %

(CARNEIRO, 2003).
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Trabalho realizado por Dias-Arieira et al. (2010), utilizando 6leo de nim no controle
de Colletotrichum acutatum Simmonds observaram que inibi¢des superiores a 75 % foram

obtidas sobre o fungo quando exposto ao 6leo de nim, nas concentragdes acima de 0,5 %.
Citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle)

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e apresenta cerca de 140 espécies
em todo o mundo, sendo 52 espécies conhecidas na Africa, 45 na fndia, seis na Australia e
América do Sul, quatro na Europa, duas na América do Norte, e as demais estdo distribuidas
no sudeste da Asia (KHANUTJA et al, 2005).

O Capim-citronela € uma planta medicinal e aromatica, a qual tem crescido em
importancia no Brasil devido a grande procura pelo seu 6leo essencial, tanto no mercado
interno, quanto para exportacdo. O 6leo extraido de suas folhas € rico em aldeido citronelal,
aproximadamente 40 %, e tem pequenas quantidades de geraniol, citronelol (Figura 2) e

ésteres (QUINTANS-JUNIOR et al, 2008).

I~

Figura 2. Molécula do Citronelol

O citronelol é excelente aromatizante de ambientes e repelente de insetos, além de
apresentar acao antimicrobiana local e acaricida (JAMES; REYNOLDS, 1989), na medicina
tradicional como analgésico, ansiolitico e anticonsultivante (QUINTANS—JUNIOR et al,
2008).

Schwan-Estrada et al. (2003) em pesquisa realizadas com plantas oriundas da flora
brasileira, dentre elas a citronela, verificaram acdo no controle de doencas, seja por atividade
fungitéxica ou como indutoras da produc¢do de fitoalexinas.

Wilson et al. (1997), utilizando extrato bruto de C. nardus nio obtiveram efeito
fungitéxico sobre Botrytis cinerea (de Bary) Whetzel, contudo, efeito fungitéxico foi
observado pelos mesmo autores quando utilizaram o o6leo essencial de C. nardus na
concentracdo de 6,25 % sobre o mesmo fungo. De acordo com Medice et al. (2007), esse
mesmo O6leo na concentracdo de 0,5 % apresentou efeito fungistitico sobre Phakopsora

pachyrhizi (Syd. & P. Syd.) inibiram 100 % a germinac¢do dos urediniésporos em meio agar-
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dgua. Em casa de vegetacdo, retardou a evolugdo da doenca quando comparado com o
controle, sendo que a severidade foi reduzida em média de 34,6 a 62, 3% das cultivares
testadas.

Em pesquisa realizada por Moreira et al. (2008) avaliando fragdes de extrato etandlico
e metandlico de C. nardus ndo observaram efeito sobre o desenvolvimento de

Colletotrinchum lagenarium (Pass.) Penz.& Sacc.

Eucalipto (Eucalyptus grandis L.)

E uma érvore de grande porte, cultivada principalmente nas Américas e na Australia,
que pertence a familia das Mirtdceas. No Brasil, ele é encontrado em todas as regides, sendo
conhecidas cerca de 400 espécies, das quais sdo aproveitadas desde o caule, de onde se extrai
a celulose para a inddstria de papel, até as folhas, na extracdo de O4leo essencial
(ESTANISLAU et al., 2001).

Diversas substincias com efeito antifungico t€m sido isoladas de E. citriodora,
destacando-se principalmente o citronelol com aproximadamente 85 %, além de gerandiol,
1sopulegol, cineol, estragol, a e  pipeno,  cimeno, entre outras (COSTA, 1986).

O Eucalipto destaca-se pela sua importincia do ponto de vista das qualidades
medicinais, além de sua utilizacdo como 6leo essencial extraido das folhas do eucalipto que
mostram atividade antimicrobiana e antifungica (CIMANGA et al., 2002; DELASQUIS et al.,
2002).

Em pesquisa realizada por Rodrigues et al. (2006) avaliando o efeito de extrato
eucalipto sobre  Helminthosporium sp. observaram que o extrato promoveu atividade
antifungica in vitro, e in vivo, quando aplicado preventivamente nas fibras da bananeira em
concentragdes a partir de 5 % deste extrato promoveu-se controle total deste fitopatégeno.

O extrato de eucalipto é agente potencial para o controle da antracnose em pepino,
tanto pela sua atividade antifingica direta quanto pela capacidade de inducdo local de
resisténcia. O conhecimento da atividade antimicrobiana dos compostos secundérios presentes
no eucalipto pode contribuir para a utilizagdo de novas técnicas de controle de doencgas de
plantas e no controle de fitopatégenos do solo ou na parte aérea de plantas, assim como outras
plantas medicinais (BONALDO et al., 2004).

Bonaldo et al. (2007) avaliando o efeito fungitoxico de extrato e de 6leo essencial de
E. citrodora na protecdo de plantas verificaram que este extrato teve efeito direto sobre os

fitopatdégenos Sclerotirum rolfssii Sacc., Colletotrichum sublineolum Henn. e Phytophthora



23

sp., Rhizoctonia solani Kithn e Alternaria alternata (Fr.) Keissl.,, em funcido do efeito no
crescimento micelial, na germinagdo de esporos, por atividade fungitoxica ou pela ativacdo de
mecanismos de defesa como fitoalexinas em sorgo.

Trabalhos com o dleo essencial de eucalipto t€m mostrado eficientes na inibicdo de
fungos fitopatogénicos. Dias-Arieira et al. (2010) avaliando a acdo de 6leo de eucalipto
observaram inibi¢cdo completa sobre o crescimento micelial de Colletotrichum acutatum em
morangueiro. E pesquisa realizada por Lee et al. (2007) utilizando 6leo de eucalipto inibiu o
crescimento micelial de B. cinerea, R. solani, Fusarium oxysporum e Phytium ultimum Trow.
Fiori et al. (2000) trabalhando com 6leos essenciais, entre eles o E. citriodora verificaram a
inibicdo do crescimento micelial de Didymella bryoniae (Fuckel) Rehm em 100 % em todas

as aliquotas testadas.

2.3.2 Controle Biolégico

O controle bioldgico de enfermidades de plantas vem sendo empregado pelo homem,
enquanto agricultor, desde a antiguidade até os dias atuais (BASHAN, 1998). Entretanto, o
uso de microrganismos para o biocontrole de enfermidades de plantas parece ter tido inicio ha
algumas décadas apenas, sendo usados em grupos de pesquisa trabalhando na busca de
selecdo e com teste de organismos procariotos de modo a selecionar os mais promissores para
promocao de crescimento e/ou biocontrole de enfermidades (BARRA et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos, principalmente fungos e bactérias, habitam o interior
das plantas sem causar aparentemente danos nos hospedeiros. A capacidade destes
microrganismos de biocontrole, pode ser de natureza direta ou indireta (RYU et al., 2004;
ONGENA et al.,, 2007; LEELASUPHAKUL et al.,, 2008) podendo advir de varios
mecanismos como a producdo de substancias deletérias aos fitopatogenos (M’PIGA et al.,
1997), ou mecanismos de antibiose, como sintese de substancias antimicrobianas, competindo
por espaco e nutrientes e sintese de compostos volateis (LEELASUPHAKUL et al., 2008).
Indiretamente, pela produgdo de substancias promotoras de crescimento (VAMA et al., 1999;
HAMMAMI et al., 2009), ou induzindo resisténcia sist€émica no hospedeiro (VAN LOON et
al., 1998; LANNA FILHO et al., 2010).

O controle biolégico por microrganismos € uma alternativa para a redugdo ou
eliminacdo do uso de agroquimicos no controle de fitopatogenos, sendo que a diversidade de
microrganismos bem como suas relagdes antagdnicas surge como ferramenta importante para

o controle biol6gico aplicado (LANNA FILHO et al., 2010).
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Linhagens de bactérias endofiticas, pertencentes a diferentes filos do dominio
Bactéria, apresentam atividade antagonista contra inimeros organismos fitopatogénicos e, por
isso representam importante e inexplorada fonte de agentes para biocontrole e manejo
integrado de doencas e pragas agricolas (BERG et al., 2005; CAZORLA et al., 2007; LIU et
al., 2007; ASSUMPCAO et al., 2009).

Muitos trabalhos vém sendo realizados para elucidar as interagdes entre antagonista-
patégeno-hospedeiro, principalmente para bactérias (ROMEIRO et al., 2005; HALFELD-
VIEIRA et al., 2006), objetivando estreitar o entendimento entre ecologia e os mecanismo de
acdo que permitem esta interagao.

Os Microrganismos que agem por antibiose, geralmente t€ém amplo espectro de agdo,
de forma que na inibicdo de fungos a produgdo de substincias téxicas € mais efetiva do que
qualquer outro mecanismo de aco envolvido (KUPPER et al., 2003).

O género Bacillus pertence ao dominio Bactéria, Classe Bacilli, Familia Bacillaceae,
gram positiva (MADIGAN et al., 2004), bactérias deste género apresenta grande potencial no
biocontrole, pois possui caracteristicas que propiciam seu uso na industria, tais como:
producdo de enzimas amiloliticas, enzimas proteoliticas, antibidticos, muitos desses com
atividade antifingica. Pode ser alcancado através de praticas que favorecam os antagonistas
nativos ou através da introdu¢do de microrganismos selecionados pelas suas propriedades
antagonisticas (PETRAS; CASIDA, 1985).

Entre as espécies deste género estdo: B. subtilis (Cohn), B. cereus (Frankland &
Frankland), B. thurigiensi (Berliner), B. sphaericus (Neide), B. megaterium (Bary), B. pumilis
(Meyer e Gottheil), B. brevis (William A. Clark) (MELO, 1998).

As rizobactérias favorecem o crescimento das plantas, tem o potencial de supressdo de
fitopatégenos por meio de diferentes processos, os quais podem envolver antibiose por
produtos do metabolismo secunddrio (antibidticos) com acdo antifungica (MELO;
VALARINI, 1995; BETTIOL et al., 1997; BATISTA JUNIOR et al., 2002; KUPPER et al.,
2003;) e a ativagdo de mecanismos de defesa da propria planta (CATTELAN; HARTEL,
2000).

Indmeras pesquisas t€ém mostrado a versatilidade do uso de bactérias no controle de
doencas de plantas, comprovando a capacidade destes microrganismos na inibi¢do in vitro e
in vivo de fungos fitopatogénicos. De acordo com Nielsen; Sorensen (1997) cerca de 40 % das
espécies de Bacillus isolados do solo apresentam algum tipo de antagonismo contra fungos

fitopatogénicos.
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Pesquisa realizada por Kupper et al. (2003) utilizando isolados de Bacillus spp. tanto
em condi¢des de laboratério como em condi¢des de campo observaram inibicdo do
crescimento de Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura dos frutos citricos
(Citrus spp.). Em batata-doce (Beta vulgaris L.) e tomate a aplicacdo de Bacillus subtilis
reduziu a incidéncia de R. solani, Pytium sp., além de estimularam a germinacdo, o
crescimento e a produtividade das plantas (BALDOTTO et al., 2010).

O isolado CNPMS-22 (Bacillus subtilis) impediu o crescimento dos fungos
fitopatogénicos testados, com uma atividade avaliada em 100 % de inibi¢do sobre Fusarium
moniliforme (J. Sheld.),, Exserohilum turcicum (Pass.) K.J. Leonard & Suggs, Acremonium
stricticum W. Gams e Colletotrichum sublineolum Henn., fungos causadores de doencas no
milho e no sorgo através do cultivo pareado em placa de Petri contendo Luria Broth — LB e
BDA, com inoculagdo conjunta e a implantacdo de discos de cultura flingica sobre culturas do
antagonista (FIGUEIREDO et al., 2010).

A bactéria endofitica Bacillus cereus foi capacidade de colonizar o sistema radicular
de tomateiro (SILVA et al., 2003), induzir resisténcia e de ser agente de controle bioldgico de
enfermidades tanto em casa de vegetacdo (SILVA et al., 2004) como em campo (SILVA;
ROMEIRO, 2004). Em pesquisa realizada por Ferraz et al. (2008) utilizando B. cereus, foi
constatada a eficiéncia no biocontrole da mancha-alvo do tomateiro em plantas oriundas de
sementes microbiolizadas sendo estas artificialmente inoculadas com C. cassiicola.

As pesquisas com biocontrole de microrganismos sdo recentes. A primeira bactéria,
Agrobacterium radiobacter isolado K84, foi registrada na U. S. Enviromental Protection
Agency (USEPA) para o controle da galha-da-coroa em 1979. Atualmente, 14 bactérias e 12
fungos sdo registrados na USEPA para o controle de doencas de plantas. A maioria destes
microrganismos sdo atualmente comercializados em bioprodutos (LANNA FILHO et al.,
2010).

O uso de Bacillus como agente de biocontrole tem se mostrado eficaz, tanto pela
capacidade de ocupar nichos distintos como por apresentar notéria versatilidade fisioldgica,
caracteristicas estas promissoras. Com o avanco das pesquisas esses agentes biocontroladosres
poderdo favorecer a formulacao de bioprodutos eficientes no controle de doencas de plantas, e

obter formulados estaveis com maior viabilidade.
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2.3.3 Inducdo de Resisténcia

A indugdo de resisténcia em plantas é dinamica, baseada na producdo de barreiras
fisicas e/ou estimuladas pela aplicacdo de uma substancia indutora sendo uma proposta
promissora no controle de varias doengas, pode ser efetiva contra uma gama de patdgenos,
(BONALDO et al., 2005), até mesmo de insetos herbivoros (KESSLER; BALDWIN, 2002).
E considerado como método alternativo, quando manejado juntamente com outros, pode
evitar ou atrasar a entrada ou atividade do patdégeno nos tecidos das plantas (CAVALCANTI
et al., 2006; RESENDE et al., 2007).

A resisténcia pode ser de carater especifico atingindo determinadas racas de patégenos
ou de cardter ndo especifico quando atinge varias doengas ao mesmo tempo sendo chamado
de resisténcia sist€émica (PASCHOLATI et al., 1995). Trata-se de uma interacdo
extremamente especifica, regulada entre os genes de aviruléncia do patégeno e gene guarda
da planta, ativando os sinais responsdveis pela transcricdo de proteinas envolvidas na
resisténcia (DANGL; JONES, 2001).

As substancias capazes de ativar as defesas da planta sdo chamadas de elicitores,
atuam como indutores ou ativadores de resisténcia (STICHER et al., 1997), a ativacdo ocorre
a partir da elicitagdo por compostos bidticos presentes em extratos de plantas (STANGARLIN
et al., 1999), exopolissacarideos bacterianos (CASTRO; BACH, 2004), rizobactérias
promotoras de crescimento (VISWANATHAN; SAMIYAPPAN, 2002), fungos promotores
de crescimento (MADI; KATAN, 1998), e ainda ragas ndo virulentas do patogeno (MONOT
et al., 2002), além do préprio patégeno inativado pelo calor. Pode ainda ser ativado por
elicitores abidticos ou fisicos, como silicio (Si) (CHERIF et al., 1994), 4dcido salicilico (AS)
(CIPOLLINI, 2002), acido D-L-aminobutirico (BABA) (ZIMMERLI et al., 2000), entre
outros, podendo ser usados na exploracdo de mecanismos de defesa por agirem diretamente
como moléculas sinais ou induzirem a ativacdo de genes que codificam a sintese de fatores de

resisténcia (METRAUX, 2001).

Biomassa Citrica (Ecolife®)

O Ecolife® ¢ um produto comercial originado de biomassa citrica, ou segundo o
fabricante, uma formulag¢do aquosa heterogénea contendo polifendis, flavondides, fitoalexinas
e 4cidos organicos diluidos, que tem se mostrado eficaz na protecdo contra doencas nas

culturas do pepino (Cucumis sativus L.), cafeeiro (Coffea arabica L.) e cacaueiro (Theobroma
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cacao L.) (CAVALCANTI et al.,, 2006). Em manga (Mangifera indica L.), mostrou-se
eficiente contra Lasiodiplodia theobromae Pat. reduzindo a severidade da doenca (DANTAS
et al., 2004).

Esse produto contém substincias antioxidantes que promovem alteracdes no
metabolismo das plantas auxiliando a prevencao de doencas, regulando o crescimento vegetal,
processos reprodutivos e a melhora de produtos pds-colheita (MOTOYAMA et al., 2003).
Para Bernardo et al. (2001), o produto Ecolife® apresenta mecanismos de acao multiforme,
dentre os quais, a inducdo de resisténcia via o aumento da sintese de fitoalexinas, parece ser
um dos mais importantes.

Experimento com Ecolife® t€ém demonstrado potencial para o controle de doencas de
plantas. Furtado et al. (2010) utilizando Ecolife® no controle da antracnose da banana em
pOs-colheita observaram que a concentracdo de 5 m L/L do produto mostrou-se eficaz na
reducdo da doenca apresentando menores tamanho das lesdes, constatou-se que com o
decorrer do processo de maturacdo dos frutos houve um decréscimo na severidade da
antracnose.

Trabalho realizado por Abreu et al. (2008) utilizando produtos sanificantes, entre eles
o Ecolife®, no controle pds-colheita da podriddo parda e da podriddao mole em péssegos,
observaram inibicdo de 100 % sobre o crescimento radial in vitro de Monilinia fructicola
utilizando concentragio de 1000 uL L™, Contudo, o mesmo ndo promovendo o efeito sobre o
crescimento micelial de Rhizopus stolonifer.

Em pesquisa realizada por Boava (2008) em plantas tratadas com indutores de
resisténcia bidticos e abidticos, o produto Ecolife® se mostrou eficiente no controle de
Puccinia psidii (Winter) na severidade da ferrugem do eucalipto, resultados semelhantes
também foram obtidos por Costa et al. (2007), reduzindo a severidade da ferrugem do
cafeeiro em até 73 %, em comparacdo com a testemunha. No entanto, ndo se pode inferir que
somente a inducdo de resisténcia tenha ocorrido, visto que o Ecolife® pode estar atuando
diretamente sobre o patégeno apresentando um efeito antimicrobiano, em vista de outros
autores terem detectado atividade antimicrobiana do produto.

Segundo Cavalcanti et al. (2006) o Ecolife® € um efetivo indutor de respostas de
resisténcia em tomateiro na prote¢ao contra a mancha bacteriana, causada por Xanthomonas
vesicatoria (Doidge), e a reducdo da severidade da doencga estd associada ao aumento da
atividade de enzimas relacionadas a defesa e a deposicao de lignina em tecidos foliares.

Segundo Bonaldo et al. (2005) quando as plantas sdo expostas a indutores bidticos ou

abidticos e ficam protegidas contra patégenos, ndo implica necessariamente que a inducao
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tenha ocorrido, visto que o agente de controle pode estar induzindo resisténcia ou atuando
diretamente sobre o patdégeno, ou ambos a0 mesmo tempo o que descaracterizaria o efeito da
inducdo da resisténcia.

Bastos (2004) avaliando efeito de Ecolife® no controle da vassoura-de-bruxa
(Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora) apresentou acio fungicida sobre
a germinacdo de basididsporos e sobre o crescimento micelial promovendo 100 % de inibicao
na germinac@o e no crescimento, e a aplicacdo em mudas de cacau (Theobroma cacao L.)
induziu uma reducdo na percentagem de plantulas infectadas de 38,4 a 92,3 % comparando-as

com a testemunha.

Fermentado Bacteriano (Stubble—Aid®)

O produto € resultado da fermentacdo de microrganismos e tem como objetivo criar
condi¢des de competi¢des por espaco entre microrganismos benéficos e patogénicos, e tem-se
mostrado muito eficiente em diferentes formas de uso (JI et al., 2004). Os mesmos autores
verificaram que a aplicagdo de Stubble-Aid®, juntamente com produtos da empresa Improcop
(ISR 2000 e Agromds), protegeram de forma significativa as plantas de tomate da cultivar
Solar Set contra murcha bacteriana causada por Ralstonia salancearum.

Pesquisa realizada por Momol et al. (2005) utilizando ASM, cultivares resistente a
murcha bacteriana e o produto Stubble-Ai1d®, no pré-plantio do tomate no tratamento do solo,
visando a reducdo e até mesmo a eliminag@o da populacio de R. solanacearum, verificaram a
diminui¢do da populacdo do patégeno no solo em niveis indetectiveis e reduziu
significativamente a doenca em cultivares suscetiveis de tomateiro quando o solo foi tratado
com Stubble-Aid®.

Costa (2007) avaliando o efeito dos produtos ASM, biomassa citrica e fermentado
bacteriano (Stubble-Aid®) em induzir resisténcia no tomateiro contra R. solanacearum,
biovares I e III, observou acdo bacteriana in vitro do Stubble-Aid contra o fitopatégeno, essa
acdo foi diferenciada em fungdo das doses e dos biovares utilizados. Em ensaios in vivo, o

mesmo produto mostrou-se efetivo no controle da doenga.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia, localizado no
Nicleo de Biotecnologia Agrondmico e na Area Experimental da Fazenda Escola de Sdo Luis
(FESL) da Universidade Estadual do Maranhéo - UEMA.

Segundo a classificagdo de Koppen, o clima da Ilha de Sao Luis € tropical do tipo AW,
com verdes quentes e imidos. A média da temperatura minima € de 29 °C e a média da
temperatura mdxima de 31 °C. A pluviosidade média é cerca de 2000 mm/ano e ocorrem duas
estacOes (seca e chuvosa) bem definidas, sendo que mais de 80% das chuvas concentram-se

no verao.
3.2 Caracterizacio da Doenca e de C. cassiicola em Mamoeiros.

O experimento foi realizado na Fazenda Escola de Sdo Luis/UEMA. As variedades e
selecdes utilizadas para a producdo de mudas foram: Sunrise Solo 72/12, Sunrise Solo 783,
Sunrise Solo BS, Baixinho de Santa Amalia, Golden, Golden Verde Escuro, Canaid Golden,
Canaa Sunrise Solo, Gran Golden, Grampola e “Cinturdo Verde”, selecdo local obtida de um
pomar da variedade “Sunrise Solo” em 4rea de produgdo em Sdo Luis, utilizada como
testemunha.

Para o substrato foi utilizada uma mistura de terra preta e esterco, previamente
esterilizada, na propor¢ao de 3:1. Foram utilizados como recipientes sacos de polietileno. Aos
60 dias ap6s a semeadura, as plantas foram transplantadas ao campo.

O experimento foi instalado no esquema de blocos casualizados, com quatro
repeticoes, onze tratamentos (variedades e selecdes), sendo seis plantas por parcela. Para
tomada dos dados e observagdes, consideraram-se duas plantas uteis (centrais) da parcela.
Cada parcela obteve area total de 48 m’ e drea util de 16 m®. Os parametros avaliados em
campo, sob condi¢des de infec¢do natural, foram: a) numero de folhas/planta; b) numeros de
folhas com lesdes; e, ¢) nimero de lesdes/folha, ambos em nivel de campo e, por dltimo, para
a andlise da doenga, retirou-se duas folhas do terco mediano por planta para cada variedade
e/ou selecdo, para a contagem do nimero de lesdes foliares, em seguida, foram levadas para o
Laboratério de Fitopatologia, para registro fotografico, e isolamento, a partir do fragmento

das partes intermedidrias das lesdes e confirmagao do agente causal da doenca.
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Para a confirmacdo da patogenicidade, as mudas foram obtidas pelo plantio de
sementes de mamao da variedade Sunrise Havai, em vasos de 2 Kg, contendo terra preta e
esterco, previamente esterilizados, na propor¢ao 3:1, respectivamente, € mantidas em casa de
vegetacao.

No preparo do in6culo, o isolado obtido foi transferido para placas de Petri contendo
meio de cultura BDA, mantidas em condi¢des de laboratério e incubadas por sete dias. Apds
esse periodo, adicionou-se 20 mL de dgua destilada em cada placa, e utilizando lamina de
vidro efetuou-se a raspagem das colOnias para liberagdo dos conidios. Em seguida, com o
auxilio de cAmara de Neubauer a suspensdo foi ajustada para 1x10* conidios . mL™'. A
inoculac@o nas mudas foi feita aos 60 dias, pelo método de pulverizacdo, mantidas em camara
umida por 48 horas. A avaliacdo da doenga foi realizada 30 dias apds a inoculacdo através da
incidéncia de sintomas.

Para a caracterizacdo do isolado de C. cassiicola, foi efetuado o reisolamento dos
fragmentos da parte intermedidria das lesdes e submetidas a assepsia com dlcool 50 %,
solugdo desinfestante (solu¢do aquosa de hipoclorito na proporcao 3:1) e dgua destilada, para
retirar o excesso da solucdo desinfestante. Os fragmentos foram colocados em placas de Petri
contendo meio BDA (batata-dextrose-dgar) em quatro pontos eqiiidistantes e mantidas em
temperatura ambiente 25+2 °C para o crescimento do fungo. A identificacdo do isolado foi
feita de acordo com aspectos morfolégicos e com auxilio de microculturas (MENEZES;
ASSIS, 2004). Foi realizada medi¢dao da largura, comprimento e nimero de septos de 100
conidios observados em microscopio 6tico e medidos com o auxilio de ocular micrométrica,
calibrada com micrometro, ajustada com valor de corre¢do da ocular. Em seguida foi feito o
registro fotogréfico das estruturas do fitopatdgeno com o auxilio de camara digital (Leica

LAS EZ) acoplada no microscopio o6tico.

3.3 Obtencao dos Isolados de Bacillus spp., Extratos Vegetais, Oleo de Nim e Produtos

Abioticos

Foram utilizados nove isolados de Bacillus spp. adquiridos da Micoteca do

Laboratério de Fitopatologia da UEMA (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados de Bacillus obtidos na Micoteca do Laboratorio de

Fitopatologia da UEMA. _

ISOLADOS IDENTIFICACAO* Procedéncia
ISO 12 Bacillus spp. Arari
ISO 22 Bacillus polymyxa Arari
ISO 22° Bacillus penthotenticus Arari
ISO 31 Bacillus cereus Vitéria do Mearim
ISO 35 Bacillus pumilus. Pindaré
ISO 40 Bacillus spp. Grajau
ISO 41 Bacillus cereus Grajau
ISO 45 Bacillus cereus Grajau
ISO 47 Bacillus cereus Davinépoles

*identificacdo realizada por Nascimento, 2009 através de testes bioquimicos
(Voges-Proskauer, Citrato, Nitrato, Uréia, Amido e Glucose).

Os extratos vegetais de nim, citronela e eucalipto foram adquiridos na Fazenda Escola
do Campus da UEMA, e o 6leo de nim e os produtos abidticos Ecolife® e Strubble-Aid®
foram obtidos comercialmente.

Foram preparados extratos aquosos (EA) de nim, citronela e eucalipto a 10 %,
pesando-se 5 g de material vegetal (folhas frescas e sadias) e triturando-os em 50 mL de dgua
destilada e esterilizada em liquidificador por 10 minutos, em seguida o material foi filtrado
em gase dupla, papel filtro e membrana filtrante com porosidade de 0,22 um, acoplado em
seringa (SILVA, 2007). Todos os extratos foram adicionados em meio BDA, nas diferentes
concentracdes, em seguida, autoclavados por 20 minutos a 120 °C e 1 atm para os testes de

inibi¢do do crescimento micelial do fungo C. cassiicola.

3.4 Efeito de Extratos Vegetais e Oleo de Nim sobre C. cassiicola

Os extratos vegetais de nim, citronela, eucalipto e 6leo de nim foram adicionados ao
meio BDA, a fim de obter as concentracdes de 10, 15 e 20 % para extratos vegetais, e de 0;
1,25; 2,5; 3,75 ¢ 5 %, para 6leo de nim. Apds a autoclavagem, foi adicionado o antibidtico, e
posteriormente, foi vertido em placas de Petri, previamente autoclavadas. A partir de coldnias
com 10 dias de idades, crescida em meio BDA, foram obtidos discos de micélio de 6,0 mm de
diametro contendo o fungo C. cassiicola. Estes discos foram transferidos para o centro de

cada uma das placas, posteriormente, vedadas com filme plastico e mantidas em temperatura
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ambiente (25+2 °C). Cada concentracdo representou um tratamento. Placas contendo meio
BDA com o fitopatdgeno, sem adicdo de extratos vegetais e Oleo de nim serviram de
testemunha.

A avaliagdo do crescimento micelial foi realizada no décimo dia pela medi¢do do
crescimento radial da colonia em dois eixos ortogonais, com o auxilio de uma régua
milimetrada, sendo posteriormente calculada a média. As medidas foram calculadas pela
percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (P.I.C.), segundo Edginton et al. (1971), que
€ expressa:

P. I. C = cresc. test. — cresc. trat. x 100, sendo:

cresc. test.

cresc. test. = crescimento micelial da testemunha;

cresc. trat. = crescimento micelial do tratamento.

No experimento com extratos vegetais o delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 3x4 (tratamentos X concentracdo) com quatro
repeti¢des. Para o ensaio com 6leo de nim utilizou-se delineamento inteiramente casualizado
com quatro tratamentos e quatro repeticdes. As médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Os resultados obtidos de percentagem de inibicao do
crescimento micelial (P.I.C.) em cada tratamento foram submetidos a andlise de regressao,
tendo concentracOes de extratos vegetais e 6leo de nim como varidvel independente e P.I.C.

como variavel dependente.

3.5 Efeito Fungistatico de Bacillus spp. sobre C. cassiicola

Para avalia¢do da potencialidade antagonista de Bacillus spp. (Tabela 1), foi utilizado
o pareamento de coldnias do patégeno e do controlador biolégico, pelo método do circulo.
Esse método consistiu na transferéncia assepticamente de um disco de 6,0 mm de didmetro de
agar contendo estruturas do fitopatdégeno, acondicionados no centro da placas de Petri
contendo meio de cultura BDA. Com o auxilio de uma alca de platina inoculou-se os isolados
bacterianos nos bordos do meio de cultura formando um circulo, aproximadamente de 5,0 cm
e, posteriormente, vedadas com filme pldstico e mantidas em temperatura ambiente (2542 °C).
A testemunha constou apenas do fitopatégeno cultivado em meio de cultura (MARIANO,

1993).
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A avaliagdo foi efetuada no 5°, 7°, 10° e 12° dia, pela inibi¢do do crescimento micelial,
medindo-se o didametro das colonias, em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de
uma régua milimetrada, definindo-se uma média para cada coldnia.

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com nove isolados
do antagonista, quatro repeticoes, sendo que cada placa representou uma unidade
experimental. A testemunha constou somente do patégeno cultivado em meio BDA. Os dados

foram submetidos a andlise de variancia a as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

3.6 Efeito de Produtos Abiéticos na Inibicao do Crescimento Micelial de C. cassiicola

Os produtos abidticos utilizados foram Ecolife® e Stubble-Aid® adicionados ao meio
BDA, na presenca de antibidtico, a fim de obter as concentra¢des de 0,25; 0,5; 0,75 e 1 %,
posteriormente, o meio foi vertido em placas de Petri, previamente autoclavadas. Apds
solidificacdo, um disco de 6,0 mm de didmetro do micélio de C. cassiicola, com 10 dias de
idade, foi repicado para o centro de cada placa de Petri vedadas com filme pldstico e mantidas
em temperatura ambiente (2512 °C). Cada concentracdo representou um tratamento. Placas
contendo meio BDA com o fitopatégeno sem adi¢ao dos produtos serviram de testemunha.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada no 10° dia pela medicdo do
crescimento radial da colonia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente calculada a
média. As medidas foram calculadas pela percentagem de inibicdo do crescimento micelial
(P.I.C.). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4
(tratamento x concentracdo) com quatro repeticdes. As médias foram comparadas pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Os resultados obtidos de percentagem de inibi¢ao
do crescimento micelial (P.C.1.) em cada tratamento foram submetidos a analise de regressao,
tendo os produtos Ecolife® e Stubble-Aid® como varidvel independente e P.C.I. como

varidvel dependente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da Doenca e de C. cassiicola em Mamoeiros.

Os resultados referentes a caracterizacdo da doenga foram obtidos pela visualiza¢do

dos sintomas em mamoeiros, no experimento em campo (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo da Mancha-alvo em Variedades/Sele¢des de Mamoeiro com 2-3 meses de

1idade na Fazenda Escola da UEMA.

Variedades Nuimero de  Numero de folhas Folhas Numero de

folhas/planta doentes/planta doentes (%) lesdes/folha

Grampola 12,121 a 11,00 a 90,75 20,95 b
Sunrise Solo 783 12,00 a 11,37 a 94,75 25,00 b
Canai Sunrise Solo 11,87 a 11,00 a 92,67 98,75 a
Sunrise Solo BS 11,75 a 11,37 a 96,76 32,75b
Gran Golden 11,37 ab 10,50 ab 92,35 28,50 b
Baixinho de Santa Amalia 10,87 ab 10,12 ab 93,10 29,37b
Golden 10,62 ab 10,62 ab 100,00 17,87 b
Sunrise Solo 72/12 10,62 ab 9,75 ab 91,80 22,50 b
Canaa Golden 10,50 ab 9,87 ab 92,85 77,12 a
Golden Verde Escuro 8,87b 8,12b 91,54 19,75b
Cinturdo Verde (Testemunha) 10,87 ab 9,75 ab 89,69 2391b
CV (%) 9,26 11,31 33,01

DMS 2,52 2,87 37,50

'Médias seguidas das mesmas letras (na coluna), ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Na avaliacdo das plantas doentes (Tabela 2), o numero de folhas/planta e o niimero de
folhas doentes/planta foram bastante similares em todas as variedades/selecdes, indicando que
a incidéncia foi generalizada, sendo favorecida pelo clima quente e imido.

A selecao Golden Verde Escuro apresentou para as duas caracteristicas estudadas
médias de 8,87 e 8,12, diferindo significativamente das selecdes Grampola, Sunrise Solo783,

Canai Sunrise Solo e Sunrise Solo BS.
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Para o ndmero de lesdes/folha as selecdes Canaa Sunrise Solo e Canaa Golden
obtiveram uma maior quantidade de lesdes, da ordem de 98,75 e 77,12, respectivamente,
diferindo das demais.

Dentro da espécie C. cassiicola, isolados de diferentes hospedeiros podem se
diferenciar quanto a patogenicidade, sendo que alguns podem ter maior ou menor gama de
hospedeiros (OLIVEIRA et al., 2007). Comprovando a variabilidade entre isolados de C.
cassiicola, agente causal da mancha-alvo, que responde diferentemente entre hospedeiros
(SILVA et al., 1998; SIVEIRO; ASSIS, 1993). Este fato pode explicar as reagdes
apresentadas pelas diferentes variedades e/ou selecdes de mamoeiro hospedeiro do fungo
(COOK, 1975), além da variabilidade genética entre cultivares.

Apesar da variedade Golden apresentar todas as folhas com lesdes (10,62), foi
verificado menor nimero de lesdes por folha, quando comparadas com as demais variedades e
selecdes, correspondendo a 17,87 lesdes/folha. Dianese et al. (2007) avaliando a reacdo de
genotipos de mamoeiro a variola observaram que a severidade em folhas para a selecdo
Golden variou de 7 a 14 %, ja em relag@o a podridao-do-pé a mesma selecdo apresentou de 51
a 100 % de murcha e 76,87 % de plantas afetadas em campo.

Pode-se sugerir que esta selecdo embora apresente totalidade de folhas doentes, possui
caracteristicas genéticas correlacionadas com a resisténcia ao fungo C. cassiicola. Em relagcao
a infeccdo foliar caracteristicas morfolégicas como estdmatos pequenos € poucos nimeros,
um parénquima palicddico compacto, epiderme e cuticula espessas e a presenga de tricomas
na superficie abaxial também foram correlacionados positivamente com a resisténcia
(MAYEE; SURYAWANSHI, 1995).

Outro fator que pode contribuir € a capacidade dos cultivares de responder a infec¢ao
através do reconhecimento do patégeno e assim induzir, por exemplo, a producio de enzimas
de defesa como a B-1-3 glucanase, a peroxidase e quitinase (DANGL; JONES, 2001).

Observou-se pequenas lesdes foliares, em torno de 2-3 mm, circulares, brancas e
circuladas por um halo amarelo (Figura 2A), com a evolucdo da doenca nas folhas mais
velhas, as lesdes atingiram até 6,0 mm, com formato irregular, tonalidade marrom, tornando-
se necrosadas, exibindo amarelecimento (Figura 2B), causando desfolha prematura, e em
algumas casos a morte de plantas, caracteristicas similares foram descritas por Ventura et al.
(2006). Em aceroleira, os sintomas da doenca sdo semelhantes aos observados nesta pesquisa

(POLTRONIERI et al., 2003).
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Figura 3. Lesoes caracteristicas de C. cassiicola em folhas de mamoeiro: Sintomas
iniciais (A) e lesdes generalizadas em folhas mais velhas, exibindo forte
amarelecimento (B).

O fungo C. cassiicola em meio BDA apresentou micélio branco e floculento, e
posteriormente mudou para a cor cinza escuro, tornando-se um emaranhado preto oliviceo,
caracteristicas estas também foram observadas por Snow; Berggren (1989) (Figura 4B). Em
pesquisa desenvolvida por Almeida et al. (2004) sobre a diferenciacdo de isolados de C.
cassiicola demonstraram que o fungo se desenvolve vagarosamente em meio de cultura BDA,
formando um micélio de tonalidade escura e de coloracdo cinza-esverdeada.

Os conidios observados em laminas através do microscopio Optico apresentaram
morfologia idéntica a do género Corynespora, com formatos reto ou ligeiramente curvo
(Figura 4B), septados com variagdo de 3-8 septos e exibindo hilo escuro na extremidade
(Figuras 4C).

Na mensuragao de 100 conidios oriundo do crescimento micelial de C. cassiicola em
meio BDA verificou as dimensdes de 13,50 — 21,90 um de largura e 76,76 — 165,26 um de
comprimento, com média de 16,54 x 98,15um (Figura 4A).
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Figura 4. Estruturas do fungo C. cassiicola: (A) Conidios de tamanhos variados; (B) Formato
reto ou ligeiramente curvo; (C) Septado e exibindo hilo escuro na extremidade;
Aspecto da coldonia em meio BDA (D). Microscépio otico com ocular delOx e
objetiva de 10x e 40x.

De acordo com resultados observados em outras pesquisas, avaliando diferentes
patossistemas, observaram variacdes nas dimensdes das estruturas do patdégeno. Pode-se
inferir que os isolados C. cassiicola variam morfologicamente entre espécies hospedeiras.

Em aceroleira, os conidios variaram 28,8 — 163,2 x 4,8 - 14.4 um, (POLTRONIERI et
al., 2003). Melo (2009) verificou que os conidios de C. cassiicola em soja variaram de 8 -12 x
20-280 um, obtendo a média de 10 x 150 um. Resultados semelhantes foram observados por
Melo; Reis (2010), na confirmacdo da patogenicidade e identificagdo do isolado do fungo C.
cassiicola, agente causal da mancha-alvo em soja, observaram que os conidios obtidos da
esporulacdo em folhas, mantidas em camara imida apresentaram dimensoes de 8 -10 x 125 —
210 pm, com uma média de 9 x 167,5 um, e para os produzidos em meio BDA as dimensdes
foram 8-10 x 69 — 179 pm.

Variagdes similares foram obtidas por Snow & Berggren (1989), Ellis (1971) onde os

conidios mensurados variaram entre 7-22 x 39-520 um, com média de 8 x 135 pm.
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As plantas inoculadas apds periodo de incubagdo apresentaram os sintomas da
mancha-alvo. Os sintomas se iniciaram por pontuagdes brancas, com halo amarelado (Figura
5), evoluindo para manchas circulares, de coloracdo castanha. Esses sintomas coincidem com
os descritos por Snow; Berggren (1989) causados pelo fungo C. cassiicola em plantas de soja.

As plantas testemunhas, pulverizadas apenas com 4dgua, ndo apresentaram sintomas.

Figura 5. Folha de mamoeiro apresentando
sintomas iniciais da Mancha-alvo
ap6s inoculacao com C. cassiicola.

4.2 Efeito de Extratos Vegetais e Oleo de Nim sobre C. cassiicola.

Os Extratos de Nim, Citronela e Eucalipto afetaram o crescimento micelial do
fitopatégeno em estudo, ressaltando-se as diferentes concentragdes, em que inibi¢ao do fungo
foi proporcional ao aumento das concentragdes, exceto para extrato de citronela. Na avaliagcdo
do efeito inibitério, no geral, observou-se que todos os tratamentos diferiram

significativamente da testemunha (Tabela 3).
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Tabela 3. Diametro médio da col6nia e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de C.
cassiicola exposto a diferentes concentragdes de extratos de nim, citronela e eucalipto, apés dez dias

de incubagdo a 25+2 °C em meio BDA.

Concentracao
Tratamentos 10 % 15 % 20 %
Diametroda PIC Diametroda  PIC Diametroda PIC Média

colonia (cm) (%) colonia (cm) (%) colonia (cm) (%)

Extrato de Nim 7,66 bA 14,88 7,07 bAB 21,44 6,52 bB 27,56  7,08b
Extrato de Citronela 5,71 cA 36,56 6,08 cA 32,44 5,95 bA 34,22  591d
Extrato de Eucalipto 6,92 bA 23,11 6,85 bA 23,89 5,86 bB 34,89 6,54 ¢
Testemunha 9,00 aA - 9,00 aA - 9,00 aA - 9,00 a
Média 7,32 a 7,25 a 6,83 b 7,13

Médias seguidas da mesma letra mindscula (colunas) e maiusculas (linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade. CV % 5,61; DMS 0,76 (colunas) e 0,69 (linhas).

No geral, o extrato de citronela mostrou-se mais eficiente na inibi¢do do fungo,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos nas concentracdes a 10 e 15 %. Todavia,
esse extrato ndo apresentou diferenca estatistica entre concentracoes.

Estes dados ndo corroboram com trabalhos realizados por Moreira et al. (2008), em
que fracdes obtidas de extratos metandlicos (EME) e etandlicos (EET) de C. nardus nao
promoveram atividade fungitoxica direta contra C. lagenarium. Este resultado pode estd
associado ao método de extragdo, pois os mesmos utilizaram o alcool etilico e metilico como
solvente extrator, e nessa pesquisa utilizou-se dgua destilada e esterilizada.

Resultado controverso foi observado por Baldo (2005), que verificou que extratos de
brutos de Cymbopogon nardus e C. citratus promoveram estimulo na germinagdo de esporos
de Clamidosporium flavum, embora, neste caso, os extratos apresentassem efeito fungitoxico
sobre o crescimento micelial e sobre a esporulacao deste fungo fitopatogénico.

O extrato de nim nas concentragdes 10, 15 e 20 % apresentaram inibicdo do
crescimento do fitopatégeno de 14,88; 21,44 e 27,56 %, respectivamente, quando comparado
com a testemunha. Todavia, na concentracio a 20 % o extrato de nim ndo apresentou
diferenca significativa dos extratos de eucalipto e de citronela (Tabela 3).

Testes envolvendo o uso de extratos e residuos de folhas de nim mostraram inibi¢ao
do crescimento vegetativo de muitos patégenos do género Fusarium sp., entre eles destaca-se:
Fusarium oxysporum f. sp. ciceri (Fock.), Fusarium oxysporum f. sp. cepae (Hanzawa.),

Fusarium oxysporum (Snyder & Hansen), Fusarium solani Mart. , além de outros fungos
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pertecentes a outros géneros como Aspergillus sp., Sclerotinia sp, Pyricularia sp, Rhizoctonia
sp. Penicillium sp, relatos vém confirmando o potencial da atividade antifingica dessa planta
demonstrando sua eficiéncia no controle de doencas, principalmente as causadas por fungos,
mostrando seus efeitos fungitéxicos e fungistiticos além de sua utilizagdo como supressor de
fungos fitopatogénicos (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Pesquisa realizada por Ogbebor et al. (2007) utilizando extrato de A. indica
verificaram reducdo significativamente do crescimento micelial de C. gloeosporioides, além
de promover a redugdo de 34,62 % na germinacdo de esporos, apds cinco dias de incubacdo.
Extratos metandlicos de nim promoveram inibi¢cdes na ordem de 20,7 e 24,4 % do
crescimento micelial de C. lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Brioso e Cavara e C. dematium
(Percs.:Fr) Grove, respetivamente (GOVINDACHARI et al., 1998).

Para os extratos de nim e eucalipto o aumento da inibi¢do do crescimento micelial de
C. cassiicola foi proporcional ao aumento das concentragdes, exceto o extrato de citronela,
que se apresentou inversamente proporcional ao aumento das concentragdes, mostrando-se
mais eficiente quando comparado com os demais tratamentos, promovendo 36,56 % de
inibi¢do do fitopatégeno na concentracao a 10 % (Figura 6).

Este resultado estd de acordo com outros autores que testaram a atividade antiftingica
de extratos de eucalipto, como a pesquisa desenvolvida por Marques et al. (2008), na
avaliacdo da atividade antifingica do extrato de Eucalyptus sp. sobre o crescimento de
fitopatdégenos que verificaram aumento da inibicdo do crescimento micelial das col6nias dos
fungos, destacando as concentragdes 20 e 30 % que inibiram totalmente o crescimento das
coldnias de M. fructicola e B. sorokiniana.

O mesmo foi observado por Bonaldo et al. (2007), quando testaram o efeito de extrato
bruto aquoso (EBA) de folhas frescas de E. citriodora, em concentragdes acima de 20 %,
mostraram-se  eficientes inibindo 100 % o crescimento micelial de Colletotrichum
sublineolum, Phytophthora sp. e Sclerotirum rolfsii, em 75 % o de Rhizoctonia solani, e em
45 9% o de Alternaria alternata em ensaios in vitro. Rodrigues et al. (2006) avaliando a
atividade antifungica de extratos de eucalipto in vitro sobre Helminthosporium sp. em

concentracgdes a partir de 5 % mostrou-se eficiente na inibi¢ao do fitopatdgeno.
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Figura 6. Efeito de extratos de nim, citronela e eucalipto nas

concentracdes 10; 15 e 20 % na inibi¢do do crescimento
micelial de C. cassiicola em meio BDA, mantidas por 10
dias de incubacgdo (25+2 °C).

41



42

Além dos extratos, o 6leo de eucalipto tem se mostrado promissor no controle de
fitopatogenos. Dias-Arieira et al. (2010) avaliando a ac@o de dleo de eucalipto observaram
inibicdo em todos as concentracdes testadas, contudo as concentragdes de 1 e 1,5 % foram
mais eficientes promovendo 91 % de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum
acutatum em morangueiro. Em pesquisa realizada por Lee et al. (2007) utilizando dleo de
eucalipto inibiu o crescimento micelial de B. cinerea, R. solani, Fusarium oxysporum e
Phytium ultimum Trow. em 91, 87, 57 e 50 % respectivamente. Fiori et al. (2000) trabalhando
com Oleos essenciais, entre eles o E. citriodora nas aliquotas de 20, 40, 60, 100, 200, 500 e
1000 uL verificaram a inibi¢do do crescimento micelial de Didymella bryoniae em 100 %.

O d6leo de nim mostrou-se eficiente na inibicio crescimento micelial do fitopatdgeno,
em todas as concentracdes, em relacdo a testemunha, ressaltando que, o aumento das
concentracdes foi proporcional ao aumento da inibi¢do, apresentando percentual inibitério
variando de 61,66 a 69,88, ndo diferindo entre si estatisticamente (Figura 7).

Além de inibir o crescimento micelial de C. cassiicola, o 6leo de nim ndo diferiu
significamente entre concentracdes, mostrando-se eficiente economicamente em baixas

concentragdes.

Percentual de Inibigdo do Crescimento Micelial
5% | l 69,88 b
)
E 3,75% l 64,67 b
£ |
=
—8 2,50% I 64,44 b
g |
=
© 1,25% J 61660
0% ' Oa

Figura 7. Efeito de Oleo de Azadirachta indica (nim) nas concentragdes de
0; 1,25; 2,5; 3,25 ¢ 5 %, na inibicdo de C. cassiicola em meio
BDA.

A mesma acdo inibitdria foi encontrada por Miguel et al. (2006) quando verificaram
reducdo significativa do crescimento micelial de Colletotrichum spp., isolados de fruto de

morangueiro, através da utilizacdo de O6leo de nim adicionado em meio BDA nas
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concentracdes de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0 %. Dias-Arieira et al. (2010) verificaram inibi¢des
superiores a 75 % quando C. acutatum foi exposto ao 6leo de nim, nas concentracdes acima
de 0,5 %.

Além do 6leo de nim apresentar a agao direta sobre a inibi¢ao do crescimento micelial
de fungos fitopatégenos, outros autores tem confirmado essa a¢do no controle de doengas.
Amadioha; Obi (1998) utillizando 6leo de nim em feijao caupi (Vigna ungiculata (L.) Walp)
verificaram a reducdo na ocorréncia de lesdes causadas por C. lindemuthianum, esse efeito foi
superior ao fungicida benomyl. No controle de Pyriculraria oryzae Cav. em arroz, tanto o
extrato de nim quanto o 6leo promoveram reducdes semelhantes ao fungicida carbendazin 0,1

% 1i.a., comprovando o potencial para o controle da doenga no campo (AMADIOHA, 2000).
4.3 Efeito Fungistatico de Bacillus spp. sobre C. cassiicola

De acordo com os resultados todos os isolados de Bacillus apresentaram a
caracteristica fungistatica ao patdgeno, reduzindo o potencial antagdnico com o decorrer dos

dias de avaliacdo, exceto o Isolado 31 (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito de Isolados de Bacillus sobre o Crescimento Micelial in vitro de C.

cassiicola em meio BDA, avaliados no 5°, 7°, 10° e 12° dias de incubacao.

Diametro da colonia (cm) PIC
Tratamentos S dias 7 dias 10 dias 12 dias Média (%)
ISO 12 3,17 aB 5,19 Bb 6,41 abA  6,95abcA 5,19b 13,98
ISO 22 3,27 aC 5,11 Bb 5,66 abcB  7,50abA  5,11b 7,17
ISO 22° 3,06 aB 4,05 abB 5,41 bcA 5,63cdA  4,54bc 30,32
ISO 31 2,37 aA 2,45 cA 2,66 eA 2,93 eA 2,60e 63,36
ISO 35 2,60aC 3,38 bcBC 4,25 cdB 5,57cdA 395cd 31,06
ISO 40 3,30aC  4,23abBC  5,37bcAB  6,15bcA  4,76b 23,88
ISO 41 2,67aB  3,03bcAB  3,72deAB  4,17deA  3,40d 48,39
ISO 45 3,15 aB 4,16 abB 5,81 abA  6,85abcA 499D 15,22
ISO 47 3,10 aC 3,96 abC 5,80 abB 7.45abA  5,07b 7,79
Testemunha 3,82 aC 5,25 Ab 7,15 aA 8,08 aA 6,07 a 0
Média 3,05d 3,88 ¢ 5,22b 6,13 a 4,57

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula (colunas) e maidsculas (linhas) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade. ISO 12 e 40 = Bacillus spp.; ISO 22 = B. polymyxa; ISO 22’ = B. pentothenticus;
ISO 35 = Bacillus spp.; ISO 31, 41, 45 e 47 = B. cereus. CV% 14,38; DMS 1,49 (colunas) e 1,21 (linhas).



44

O Isolado 31 (B. cereus) manteve médias constantes de inibicdo, apresentando o
crescimento da colonia variando de 2,37 a 2,93 cm, ndo diferindo significativamente nos
periodos avaliados, comportando-se como o isolado mais eficiente na inibi¢ao do crescimento
micelial de C. cassiicola.

Na avaliac@o do potencial antagdnico dos isolados de Bacillus no quinto dia ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos. No sétimo dia de avaliacdo, o Iso31 (B. cereus)
apresentou crescimento do fungo de 2,45 cm, seguido do Iso41 (B. cereus) e Iso35 (B.
pumilus), apresentando 3,03 e 3,38 cm, respectivamente, diferindo dos demais isolados. Nos
demais dias, o Iso41 (B. cereus) manteve resultados semelhantes, obtendo suas médias de
crescimento da coldnia iguais estatisticamente, atingindo percentual de inibi¢ao de 48, 39 %
(Tabela 4).

Observa-se, ainda, que o Iso31 (B. cereus) e o Iso4l (B. cereus) apresentaram
percentuais de inibicdo elevados em relacdo aos demais tratamentos, 63,36 e 48,39 % na
inibicao do fitopatégeno, o contrario, ocorreu com o Iso22 (B. polymyxa) e 1so47 (B. cereus),
onde ambos apresentaram potencial de inibicdo de 7,17 e 7,79 %, respectivamente. Os
isolados 12 (Bacillus spp), 22 (B. polymyxa), 22’ (B. pentothenticus), 40 (Bacillus spp), 45 e
47 (B. cereus) ndo diferiram entre si estatisticamente.

Estes resultados estdo de acordo com Ferraz et al. (2008) quando verificaram que a
acdo biocontroladora de B. cereus no controle da mancha-alvo do tomateiro, com reducao de
50 % do numero médio de lesdes/foliolos em plantas oriundas de sementes microbiolizadas
quando estas foram artificialmente inoculadas com C. cassiicola.

A acgdo de Bacillus, através da antibiose, tem se mostrado promissora no controle
biolégico de vérios patdégenos, confirmando os resultados encontrados neste trabalho. Como
os verificados por Figueiredo et al. (2010) avaliando a atividade antagonista in vitro de B.
subtilis (isolado CNPMS-22) contra fungos causadores de doencas no milho e no sorgo
observaram 100 % de inibicdo do crescimento micelial de Fusarium moniliforme,
Exserrohilum turcicum, Acremonium stricticum e C. sublineolum em todos o0s ensaios
experimentais, através do cultivo pareado em placa de Petri contendo meio de cultura Luria
Broth (LB) e BDA. Esta mesma espécie reduziu a incidéncia de R. solani, Pytium sp.,
estimulou a germinacdo, promoveu o crescimento e a produtividade de batata-doce (Beta
vulgaris L.) e tomateiro quando pulverizadas com B. subtilis (BALDOTTO et al., 2010).

Assim como pesquisa realizadas por Melo; Valarini (1995) testando o potencial de
rizobactérias no controle de Fusarium solani, constataram que dezoito bactérias isoladas da

rizosfera de pepino mostraram antagonismo ao fungo estudado, entre estas, dois eram isolados
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de Bacillus subtilis, esses resultados indicaram que as rizobactérias isoladas de diferentes
culturas ndo apresentaram especificidade de acdo, o que permite a sua utilizagdo para
diferentes sistemas planta-patégeno.

O mesmo foi observado por Nascimento (2009) na avaliagdo de isolados de bactérias
na inibi¢do de P. grisea, que obteve inibi¢do do crescimento micelial em todos os tratamentos,
contudo, os isolados B. cereus, B. polymyxa, B. lentus, B. pumilus e B. polymyxa, mostraram-
se mais eficientes, inibindo 90, 41 %, 76,69 %, 75,96 %, 73,15 %, 69,76 %, 67,55 %,
respectivamente, o fitopatdogeno em estudo. Angonese et al. (2009) testando o efeito
fungistético de isolados de Bacillus spp. sobre fungos fitopatogénicos observaram que foram
capazes de antagonizar Alternaria spp., Botrytis spp., Fusarium oxysporum e Colletotrichum
spp., inibindo o crescimento micelial dos fungos, mostrando o potencial antagdnico deste
género sob uma gama de fitopatogenos.

Além de isolados de Bacillus apresentarem a caracteristica fungistdtica sobre o
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos, estes tem se mostrado promissor no
biocontrole de inimeras doencas de plantas. KUPPER et al. (2003) na avaliag@o da influéncia
do cultivo pareado de isolados de Bacillus spp. sobre Colletotrichum acutatum, agente causal
da queda prematura dos frutos citricos (Citrus spp.) observaram que todos os isolados
promoveram inibicdo no crescimento micelial in vitro do fitopatégeno, assim como, em
campo e em casa de vegetacdo quando plantas tratadas com os agentes de controle bioldgico,
anteriormente ou simultaneamente a inoculagdo de C. acutatum reduzindo a intensidade de

doenca.

4.4 Efeito de Fungitoxico de Produtos Abidticos na Inibicao do Crescimento Micelial de

C. cassiicola

No geral, os produtos abidticos Ecolife® e Stubble-Aid® favoreceram a inibicao do
crescimento micelial de C. cassiicola,diretamente proporcional ao aumento das concentragdes
utilizadas, reduzindo o crescimento do fungo em meio BDA, diferindo significtivamente da
testemunha. O produto Ecolife® promoveu inibi¢do de 76,22 % nas concentragdes 0,75 e 1 %
do crescimento micelial de C. cassiicola, ndo diferindo significamente da concentracao a 0,5

% (Tabela 5).



Tabela 5. Efeito dos Produtos Abidticos Ecolife® e Stubble-Aid® sobre o Crescimento Micelial in vitro de C. cassiicola em meio BDA,

mantidas por10 dias de incubagédo (25°C£2°C).

Concentracao
0,25 % 0,5 % 0,75 % 1%
Tratamentos Diametroda PIC Didmetroda PIC Didmetroda PIC Didmetroda  PIC Média
colonia (cm) (%) colonia (cm) (%) colonia (cm) (%) colonia (cm) (%)
Ecolife® 5,21 bA 37,22 2,92 bB 67,56 2,14 bB 76,22 2,14 bB 76,22 2,96 b
Stubble-Aid® 6,16 bA 31,56 2,87 bB 61,89 2,12 bB 76,44 0cC 100 292b
Testemunha 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA 9,00 aA 9,00 a
Média 6,93 a 5,11b 4,41 be 3,38 ¢ 4,96

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Letras maitisculas (linhas); Letras
minusculas (colunas). CV (%) 15,24; DMS 1,3 (colunas); 1,44 (linhas).
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A redug@o do crescimento micelial in vitro utilizando produtos a base de biomassa
citrica (Ecolife®) também foi observada por outros autores. Abreu et al. (2008) utilizando o
Ecolife® na concentracdo de 1000 L L no controle pés-colheita da podriddo parda e da
podridao mole em péssegos observaram inibi¢do in vitro de 100 % do crescimento radial de
Monilinia fructicola.

A acgdo controladora também foi verificada por Silva (2007) avaliando o efeito de
Ecolife® no controle alternativo do Mal-do-panamd da bananeira observou que as
concentracdes 0,5; 0,75 e 1 % inibiram o crescimento micelial in vitro em 100 % de F.
oxysporum f. sp. cubense.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barguil et al. (2005), avaliando o
efeito de Ecolife® Phoma costarricensis Echandi do cafeeiro observaram que concentragdes
de 0,25; 0,5 e 1 % reduziram significamente o crescimento do fitopatdgeno, e que a inibi¢do €
diretamente proporcional ao aumento das concentracao dos produtos. Vilds-Boas et al. (2004),
avaliando o efeito de Ecolife® sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides no
cafeeiro, concordando com os resultados desta pesquisa.

A mesma agdo foi observada por Motoyama et al. (2003) trabalhando com Ecolife®
que verificaram atividade antifingica in vitro contra C. lagenrarium. Por outro lado, este
mesmo produto ndo se mostrou eficiente na inibi¢do do crescimento micelial in vitro de C.
gloeosporioides. Bernardo et al. (2001) constataram que concentracdes a partir de 1 %
promoveu inibicdo de 100 % dos fungos R. solani, F. semitectum, Sclerotirum rolfsii e B.
sorokinanai;

O produto Stubble-Aid® a 1 % mostrou-se mais eficiente na inibi¢do de C. cassiicola
promovendo inibi¢do in vitro de 100 %. Todavia, este produto apresentou diferenca
significativa do Ecolife na mesma concentracio (Tabela 5).

Até o momento, sdo reduzidas as pesquisas utilizando o produto Stubble-Aid®,
porém, os resultados encontrados nesta pesquisa estdo de acordo com Costa (2007), que
verificou que este produto apresenta acdao bacteriana in vitro contra Ralstonia solanacearum
(Smith), biovares I e III, sendo diferenciada em funcdo das doses e dos biovares utilizados,
promovendo inibicdo de 99 % do fitopatégeno. Nos ensaios in vivo o mesmo produto na dose
de 10 mL/L mostrou-se eficiente no controle da murcha-bacteriana, mostrando potencial no
controle da doenga em cultivo protegido.

A mesma ac¢do bacteriana foi observada por Momol et al. (2005) utilizando o produto

Stubble-Aid® no pré-plantio do tomate no tratamento do solo, promovendo a diminui¢cdo da
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populacdo de R. solanacearum e reduzindo significamente a doengca em cultivares
susceptiveis.

Resultados semelhantes foram observados por JI et al. (2004) quando utilizaram
Stubble-Aid® juntamente com produtos da empresa Improcop (ISR 2000 e Agromds),
protegendo de forma significativa as plantas de tomate da cultivar Solar Set contra murcha
bacteriana causada por R. saloancearum. Estes resultados indicam que o Ecolife® e o
Stubble-Aid® possuem substincias que promoveram a inibicdo do crescimento micelial de C.

cassiicola, apresentando caracteristica fungitoxica ao fitopatégeno (Figura 8).
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Figura 8. Percentual de Inibi¢do do Crescimento Micelial de C. cassiicola na presenga
dos Produtos Abiédticos Ecolife® e Stubble-Aid® em diferentes concentrag¢des

em meio BDA
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5 CONCLUSAO

e Todas as variedades e selecOes apresentaram-se doentes, variando 89,69 a 100 % de
folhas com lesdes, ocasionando a reducao do desenvolvimento das plantas, seguido de
morte;

e A selecdo Golden e Golden Verde Escuro apresentaram caracteristica tolerante ao
fitopatégeno, apresentando reduzido nimero de lesdes por folha, mostrando-se
promissoras em programas de melhoramento genético visando a obtengdo de
cultivares resistentes;

e As selecoes Canad Sunrise Solo e Canad Golden apresentaram maior nimero de lesoes
por folha, 98,75 e 77,12, respectivamente, ndo sendo recomendado o plantio das
mesmas para produtores da Ilha de Sao Luis, Maranhdo, ou em locais com as mesmas
condi¢des climéticas;

e Os conidios do fungo C. cassiicola em meio BDA apresentaram formatos retos e
ligeiramente curvos, constituindo de 3 — 8 septos, medindo 76,76 — 165,26 um de
largura e 13,50 — 21,90 um (média de 16,54 x 98,15 um) apresentando hilo na jungao
do conidio com o conidiéforo;

e Os extratos de nim, citronela e eucalipto, e 6leo de nim apresentaram efeito inibitério
sobre o crescimento micelial de C. cassiicola;

e O 6leo de nim atingiu percentuais de inibi¢do variando de 61,66 a 69,88 % nos quatro
periodos de avaliacao, nao diferindo significamente entre concentracdes, mostrando-se
eficiente economicamente em baixas concentragdes.;

e Os isolados de Bacillus apresentaram potencial antagdnico sob o crescimento micelial
in vitro de C. cassiicola.

e De todos os isolados de Bacillus testados na inibi¢do de C. cassiicola o isolado 31 (B.
cereus) mostrou-se mais promissor como agente de controle biolégico ao fitopatégeno
em estudo, apresentando percentual de inibi¢do de 63,36 %;

e Os produtos abidticos Ecolife® e Stubble-Aid®, em todas as concentragdes inibiram o
crescimento de C. cassiicola em BDA, sendo esta associagdo devido a riqueza da
composi¢ao dos produtos, promovendo percentual de inibi¢do variando de 31,56 a 100
Po;

e O produto Stubble-Aid® na concentragdo 1 % apresentou inibi¢do de 100 % de C.

cassiicola;
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e O uso de extratos vegetais, 6leo de nim, produtos abidticos e o biocontrole com
Bacillus nos testes in vitro promoveram a inibi¢do do crescimento micelial de C.
cassiicola apresentando potencial para o manejo integrado da Mancha-alvo do

mamoeiro.
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