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CONTROLE DO CANCRO CITRICO PELO USO DE
BIOFERTILIZANTE

RESUMO

O cancro citrico causado pela bactéria Xanthomonascitrisubsp.citri,
interfere diretamente na producdo e qualidade dos frutos. Esta bactéria é capaz de
infectar tecidos jovens, folhas, frutos e ramos, podendo causar necrose, desfolha e a
queda prematura dos frutos.Como uma alternativasustentavel para agricultura moderna
no controle dedoencgas em plantas, os biofertilizantes tem se destacado.Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de um biofertilizante comercial e
microfiltrado no controle de cancro citrico. Para a determinacdo da flora microbiana, foi
obtida uma amostra ativada do produto comercial, e semeada em meios de culturas
especificos e seletivos. Para analise in vitro, os isolados foram inoculados em placas de
petriem meio de cultura Nutriente Agar (NA) na presenca do biofertilizante ativado e
microfiltrado, foram avaliadas o tamanho de col6nias na presenca das duas
composicdes. Em folhas destacadas foram avaliadas duas variedades de laranja doce
(Folha Murcha e Pera)e o potencial do biofertilizante no controle da doenca
inoculada.As folhas foram desinfetadase inoculadas por perfuragdo com agulha, oito
perfuragdes por folha. Foramutilizadasquatro repeticdes de cada dose do biofertilizante
(0, 5, 10 e 15 L ha) e as avaliacBes foram realizadas aos 10, 15 e 20 dias ap6s a
inoculacdo pela medida do diametro de lesdes. O teste utilizado para a comparacdo das
médias dos parametros avaliados foi o de Scott Knott, ao nivel de 5% de significancia.
Os resultados obtidos in vitrodemonstraram menor didmetro de UFC nas duas
composicdes do biofertilizante (ativado e microfiltrado). Em folhas destacadas a
variedade Pera demonstrou maior resisténcia ao patégeno. A dose comercial 10L ha™
obteve menores médias de didmetro nas duas composicOes (ativada e microfiltrada).
Quanto aos dias ap06s a inoculacdo, ndo houve aumento do tamanho das lesdes nas
variedades testadas, mas comparadas as duas variedades, a Pera demonstrou menores

didmetros de lesdes na face adaxial conforme os dias foram aumentando.

Palavras chaves: sustentabilidade,Xanthomonascitri, laranja doce.



CONTROL OF CITRIC CANCER BY THE USE OF
BIOFERTILIZER

ABSTRACT

Citrus canker caused by the bacterium Xanthomonascitri subsp. citri,
directly interferes with fruit production and quality. This bacterium is capable of
infecting young tissues, leaves, fruits and branches, which can cause necrosis,
defoliation and premature fruit drop. As a sustainable alternative to modern agriculture
in controlling diseases in plants, biofertilizers have stood out. In this way, the objective
of this work was to verify the efficiency of a commercial and microfilteredbiofertilizer
in citrus canker control. For the determination of the microbial flora, an activated
sample of the commercial product was obtained, and seeded in means of specific and
selective cultures. For in vitro analysis, the isolates were inoculated in Petri dishes in
Agar Nutrient (NA) culture medium in the presence of the activated and
microfilteredbiofertilizer, the size of colonies were evaluated in the presence of the two
compositions. Two sweet orange varieties (FolhaMurcha and Pera) and the potential of
the biofertilizer in the control of the inoculated disease were evaluated. The leaves were
disinfected and inoculated by needle punching, eight perforations per leaf. Four
replicates of each biofertilizer dose (0, 5, 10 and 15 L ha-1) were used and the
evaluations were performed at 10, 15 and 20 days after inoculation by measuring the
lesion diameter. The test used to compare the means of the parameters evaluated was
that of Scott Knott, at a level of 5% of significance. The results obtained in vitro
showed a smaller diameter of CFU in the two compositions of the biofertilizer
(activated and microfiltered). In leaves, the Pera variety showed greater resistance to the
pathogen. The commercial dose 10L ha-1 obtained smaller mean diameter in both
compositions (activated and microfiltered). As for days after inoculation, there was no
increase in lesion size in the tested varieties, but compared to the two varieties, Pera

showed smaller diameters of lesions on the adaxial surface as the days increased.

Keywords: sustainability, Xanthomonascitri, sweet orange.
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira possui grande importancia para economia brasileira
e mundial, principalmente ao setor do agronegocio, através de suas importacOes e
exportacGes (NEVES et al., 2001). A citricultura gera em torno de 230 mil posi¢des de
emprego indireta e diretamente, com taxa salarial que chega a R$676 milhdes anuais
(NEVES et al., 2010).Apesar da alta capacidade de producado, as diversas doencas que
acometem a cultura podem reduzirsua produtividade (ALEGRIAet al., 2005). Mesmo o
Brasil sendo o maior produtor de laranja do mundo, a citricultura sofre com oscilagdes
de ano a ano desde a safra 2000/2001, isso se deve a interacBes climaticas e a
disseminacdo de doencas altamente prejudiciais a producdo, como o huanglongbing
(greening) e o cancro citrico (SCHAAD et al., 2006).

O cancro citrico é umas das principais doencas na citricultura, causando
graves danos na maioria das variedades de laranja doce (Citrussinensis L. Osbeck)
(ANTHONI e COGGINS, 1999).A 4gua € considerada uma das principais carreadoras
da bactéria até ferimentos presentes em 6rgdos das plantas, causando infec¢es(BOCKet
al. 2009), sendo também introduzida através de estbmatos (GOTTWALDet al., 1992),a
infeccdo pode ser facilitada devido aos danos causados pela larva minadora do citros
(Phyllocnistiscitrella), através de galerias no mesofilo da planta (BRUNINGS;
GABRIEL, 2003), podendo ocasionar desfolha da planta, seca de ramos e queda de
frutos (GOTTWALD et al., 1989).

Com o0 avanco das praticas de manejo na agricultura, dejetos de
animaisconfinados podem ser utilizados como material biofertilizante, dessa forma,
fornecer nutrientes essenciais para as plantas e contribuir com atributos fisicos,
quimicos e biolégicos do solo melhorando sua fertilidade (HANISCH & FONSECA
2011).Devido ao fato dos biofertilizantes surgirem atraveés da compostagem de restos
organico, faz com que esse tipo de pratica sustentavel se torne economicamente viavel

qguando comparada aos valores de insumos, principalmente importados.

Os biofertilizantes sdo um complemento para controle de doencas e
adubacdo mineral do solo, promovendo recursos de forma sustentavel e estabelecendo
uma melhoria na microbiota do solo (QIU et al., 2012; BHARDWAJ et al. 2014; FU et
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al., 2017).Prética essa mais comum entre pequenos produtores, onde a fonte de renda na

maioria das vezes ndo proporciona a possibilidade de investimentos maiores.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de um
biofertilizante comercial e seus extratos no controle de cancro citrico in vitro e em

folhas destacadas de citros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Citricultura brasileira

A citricultura estd presente em diversas regides do mundo, e concentra-se
em regides de clima tropical e subtropical (SENTELHAS, 2005).A safra 2015/2016
alcangou producédo de 300,65 milhdes de caixas de 40,8 quilos em todo estado de Sé&o
Paulo e tridangulo mineiro (CITRUS BR, 2016). A estimativa da safra 2016/2017 de
laranja no estado de Sdo Paulo e Minas Gerais é de 249,04 milhdes de
caixas(FUNDECITRUS, 2016). Estima-se ainda que a producdo média entre os dois
maiores estados produtores, S&o Paulo e Minas Gerais, mais especificamente no
triangulo mineiro para a safra 2017/2018, seja de 397,27 milhGes de caixas
(FUNDECITRUS 2018).Com a expectativa de alcancar 1 milhdo de toneladas na safra
de 2017/2018 no estado do Parana, o que significa um aumento de 33% comparado a
safra anterior, produtores buscam a retomada da produtividade depois de perdas
ocasionadas pela seca na safra 2016/2017 (AENPR, 2017).

Dentre as variedades predominantes de laranja doce (CitrussinensisL.
Osbeck) na agricultura do estado do Parana, encontram-se: IAPAR 73, Valéncia, Folha
Murcha e a Péra, sendo que a Ultima se destaca por sua grande aceitacdo no mercado,
tanto de frutas in natura, como na comercializacdo do suco da laranja (GONCALVES-
ZULIANI, 2014). O produto com maior valorizacdo no mercado mundial é o suco de
laranja, trazendo grandes beneficios para economia brasileira, por ser o produto de
maior exportacdo oriundo da cultura (NEVES et al., 2001). O Brasil detém cerca de
50% da producdo mundial do suco de laranja,exporta 98% da sua producéo e contribui
em 85% no mercado mundial (NEVES et al., 2011).

Devido a alta infestacdo de cancro citrico no Parana nas décadas de 60 e 70,
0 estado perdeu a permissédo do cultivo de citros (RINALDI, 1998). Estudos do Instituto
Agronémico do Parana - IAPAR, na década de 80 possibilitaram a reimplantacdo da
citricultura no estado (NUNES et al., 2010). Mesmo sendo lider no mercado citrico, o
Brasil enfrenta problemas na producdo nos ultimos anos. Em 2012, passou por uma de
suas maiores crises, devido ao clima, doengas e mercado mundial, prejudicando a safra
de 2013/2014 (CONAB, 2013).
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2.2 Principais doengas da citricultura

Mesmo com alta capacidade produtiva, um dos fatores mais preocupantes é
o alto indice de doencas que afetam a cultura do citros. Dentre os estados que
participam diretamente sobre esse tema, o Parana se destaca pela ocorréncia em seu
territorio de doencas como a mancha preta dos citros causada pelo fungo
Guignardiacitricarpa(GOES e FEICHTENBERGER, 1993); clorose variegada dos
citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa (NUNES et al., 2007) a qual
depende de vetores para sua disseminagdo (GONCALVES et al., 2008; MOLINA et al.,
2010); citrus tristeza virus (CTV) (CARRARO et al., 2003, COSTA et al., 2010);
gomose causada por Phytophthoraspp. (P. nicotianae e P. citrophthora) (CAIXETA,
2013); huanglongbing (HLB) causado pela bactéria Candidatuslicberibacterspp.
(BOVE et al., 1999) e o cancro citrico causado pela bactéria Xanthomonascitrisubsp.
citri. (VARGAS et al., 2013).

A mancha preta dos citros ou também chamada de pinta pretaé causada pelo
fungo Guignardiacitricarpa, presente em todas as espécies de citros e em especial na
laranja doce (GLIENKEet al. 2011), na qual tem maior relevancia entre as espécies de
citros no Brasil. Mais adaptada em regides de clima ameno e imido como Asia, Africa,
Oceania e Américas (KOTZE, 2000). Esta doenca causa maiores prejuizos em frutos e
os sintomas em folhas sdo raros, causando manchas negras na casca do fruto, podendo
ocasionar a queda prematura (KOTZE,2000; SPOSITO et al., 2007).

A clorose variegada do citros, causada pela bactéria Xylella fastidiosa,
édependente de vetor para sua disseminagdo.Possui caracteristicas de interacdo
exclusiva com células do xilema da planta (ALVES et al., 2004). Seus sintomas sao
clorose, que se estendem por toda planta, e folhas com sintomas de deficiéncia de zinco,
boro e potéssio, apresentando frutos pequenos e sem suculéncia, o que os tornam
improprios para comercializagdo (ROSSETI; DE NEGRI, 1990).A doenca pode ser
transmitida através de enxertias e cigarrinhas da familia Cicadellidae(FADEL et al.,
2014).

Citrus tristeza virus (CTV)pertencente a familia Closteroviridae(JOSEPH et
al., 1979), pode ser transmitido por enxertia do tipo borbulha e tem como principal vetor
0 pulgéo-preto do citros (Toxopteracitricidus)(MULLER et al., 2005). Entre 1930 e
1940 o CTV causou grandes danos a citricultores brasileiros, devastando milhares de
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plantas de porta-enxerto Laranja Azeda [Citrusaurantium(L.)Osbeck] suscetivel a
virose. Seus sintomas causam depreciagdo do fruto, como aumento de acidez e baixa

producdo de suco, além de causar atrofiamento da planta e necrose.

A gomose do citros é causada por oomicetosdo géneroPhytophthora.Entre
as décadas de 1930 e 1940 onde o porta enxerto mais utilizado foi o de laranja Azeda,
tolerante a gomose, a doenc¢a ganhou forca com a chegada do CTV. Ao ser substituido
pelo porta-enxerto limdo-cravo, 0 mais comum na atualidade citricola do Brasil o
problema voltou a ser recorrente por este porta-enxerto apresentar maior suscetibilidade
ao patdégeno (MEDINA FILHO et al. 2003).0s sintomas comuns sdo: senescéncia de
tecidos da casca do caule e vasculares, que evoluem para aberturas com exsudacao de
goma e em caso de avan¢o no desenvolvimento da doenca e grau mais evoluido pode

causar a podriddo radicular e a morte da planta (TIMER et al., 2000).

Huanglongbing (HLB) é uma doenca originaria da China cuja traducdo do
nome significa “doenca do ramo amarelo”, também conhecida como greening
(SULZBACH et al., 2017), causada pela bactéria Candidatuslicberibacterspp.(BOVE et
al., 1999). No Brasil o primeiro relato registrado foi em 2004 no Estado de S&o
Paulo(COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005), no ano seguinte em
Minas Gerais (CASTRO et al., 2010) e em 2006 no Estado do ParanA(MENEGUIM et
al., 2008). Considerada a doenca mais severa na citricultura(RODRIGUES et al., 2016),
pela dificuldade de técnicas de controle, rapida disseminagdo através do inseto vetor
psilideo(DiaphorinacitriKuwayama) e por possuir plantas hospedeiras, como a murta
[Murrayapaniculata (L.) Jack], planta de paisagismo e arborizacdo urbana (STUCHI,
GIRARDI, 2010). Os sintomas sdo: amarelecimento das folhas, queda de folhas e
frutos, ramos secos, deficiéncia nutricional, maturacdo irregular dos frutos e queda
prematura (FUNDECITRUS 2009). Pelo fato de ndo existir métodos de controle
curativo, a técnica mais indicada para regifes que nao possuem HLB, é o método de
erradicacdo (SULZBACH et al., 2017).

2.3 Cancro Citrico

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonascitrisubsp.
citri(SCHAAD et al., 2006) é uma doenca de grande importancia na maioria das regides
do mundo produtoras de citros. Em paisesda Europa, classifica-se a doenga como “praga

exotica”, dificultando as importagdes com varias exigéncias (AMARAL, 2003).
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O cancro citrico possui uma grande area de expansdo. Foi detectado pela
primeira vez no Sudeste Asiatico onde rapidamente a doenca se espalhou por varios
continentes produtores de citros, com exce¢dodo continente europeu que foi o Unico a
ndo ser afetado (SCHUBERT et al., 2001; DAS, 2003).

No Brasil, a doenca foi detectada em 1957 na cidade de Presidente
Prudente, estado de S&o Paulo (BITTENCOURT, 1957). Ainda no mesmo ano foram
encontrados sintomas da doenca nos estados Mato Grosso do Sul e Parand (AMARAL,
1957).Como solucdo imediata, tratos culturais como excluséo e erradicacédo de plantas,
foram implantados como técnica de controle, iniciando uma campanha de erradicacéo
do cancro citrico (GIMENES-FERNANDES et al., 2000).

Quando a planta é infectada, todos os 6rgaos da parte aérea podem sofrer
lesbes (SCHUBERT; SUN, 1996). Em alto grau de severidade pode haver desfolha,
queda de frutos e ramos secos, sendo comum em variedades suscetiveis (GOTTWALD
et al.,, 1988; GOTTWALD et al.,, 1989). Embora os principais sintomas sejam
apresentados nas folhas e nos frutos, qualquer 6rgao da planta que esteja acima do solo,
pode ser infectado, principalmente por aberturas nos tecidos vegetais, sendo elas
naturais como os estdmatos, ou fisicas como lesdes causadas pelos préprios espinhos da
planta (AMARAL, 2003).

A larvaminadora dos citros (PhyllocnistiscitrellaStaiton) causa ferimentos
que podem contribuir para a infeccdo da bactéria, ea dgua o principal fator ambiental
para a conducdo da bactéria até os ferimentos. Os danos causados pela doencapodem
comprometer o valor comercial do fruto.Ainda ndo existem variedades totalmente
resistentes ao cancro, entretanto no mercado de mudas existem variedades com
diferentes graus de resisténcias quantitativas, sendo menos suscetiveis a doenca
(GOTTWALD et al., 2002).

Nas folhas os primeiros sinais aparecem com a formacdo de pdstulas
circulares e oleosas na sua parte dorsal, ondeesta é a via principal da bactéria, pois
contém a maior concentracdo de estdbmatos. A bactéria causa excessiva divisdo celular
no mesofilo onde ocorre a infecgdo, rompimento da epiderme, e surgimento da lesdo no
lado oposto da folha. Nos frutos, os sintomas sdo parecidos com os das folhas, ja nos

ramos ocorre a coalescéncia das lesdes com formato irregular e de grande
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porte(AMARAL, 2003).A doenca reduz a &rea fotossintética da planta, levando folhas e
frutos a senescéncia prematura (BOCK et al., 2011).

Se a planta ndo reconhecer o patdgeno, seus mecanismos de defesas ndo séo
ativados ocorrendo uma rapida infeccdo do patdgeno, como no caso de plantas
suscetiveis, essa interacdo planta-patdgeno € conhecida como interacdo compativel
(GREWAL et al., 2012). O estudo da interagdo planta-patdgeno é um desafio para a
pesquisa ao tentarelucidar os mecanismos que regulam essa interacdo. Bactérias do
género Xanthomonastornaram-se modelos importantes para o estudo da interagéo
planta-patdgeno e para a compreensdo da patogenicidade bacteriana e mecanismos de
viruléncia (BUTTNER; BONAS, 2010). Os sintomas de X. citrisubsp. citri se
desenvolvem bem entre 28 a 30° C sob condi¢des de umidade alta. No ambiente, a
bactéria consegue sobreviver por poucos dias em material inerte e no solo por até trés
meses. Em tecidos vegetais da planta, sua sobrevivéncia se estende por anos, mesmo
que esses tecidos se encontrem desidratados ou ap6s sua queda (FEICHTENBERGER
et al., 2005).Na presenca de ventos, precipitacfes de chuvas e temperaturas elevadas,
aumentam-se 0s riscos de contaminacdo da planta, condi¢des climéticas caracteristicas
do verdo brasileiro (LARANJEIRAet al., 2005).

Desde 1974 até 2016, alegislacdo para o controle de cancro afirmava que
sempre que constatada uma epidemia, a prioridade é a erradicacdo da doenca, como
estratégias de areas livres. Na impossibilidade de erradicacdo, a medida é de vigilancia,
visando a contencdo da doenca para a mitigacdo de riscos e a condicdo de area com
baixa prevaléncia da doenca (AMARAL, 2009). Com a bactéria ja instalada na planta,
medida a ser tomada é de erradicacdo e queima do material erradicado, como é feito no
estado de S&o Paulo (BR) e Flérida (EUA) (NAMEKATA et al., 1996) ou o controle
quimico com produtos a base de cobre, principalmente nas épocas do surto de
crescimento, como ocorre no estado do Parana (STALL etal., 1981; LEITE JR., 2002).

Devido a alta multiplicagdo das fontes de indculo do cancro citrico e o
aumento da infestacdo da doenca, se tornou invidvel no ponto de vista de muitas
pesquisadores, produtores e Orgdos de controle, continuar com a campanha de
erradicagdo. Portanto em 5 de dezembro de 2016, com a nova Instrugdo Normativa
37/2016, que visa novas estratégias de controle, como a mitigagéo de risco, reduzindo a
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fonte in6culo e controla a disseminacdo, que atende as normas de paises importadores
de frutas (OLIVEIRAet al., 2017).

A pulverizagdo com cupricos a cada emissdo de brotagdo reduzem a
severidade da doenga, pois protege o tecido vegetal contra a penetracdo da doenca
(BEHLAU et al., 2007). Pelo fato dos cupricos ndo possuirem efeito curativo, métodos
de controle naturais séo indicados, como plantio de mudas sadias e de cultivares
resistentes, quebra-vento e poda de tecidos lesionados junto com pulverizagdo de
fungicidas a base de cobre (LEITE JR.; MOHAN, 1990) minimizando a exposi¢do da
planta ao inoculo (BOCK et al., 2014).

2.4 Biofertilizantes para controle de doencas

A sustentabilidade é um desafio para a citricultura e para todo o
agronegocio brasileiro. Com dificuldades de implantacdo, por muitas vezes devido ao
preconceito de alguns produtores, a pesquisa sustentavel busca tecnologias inovadoras
que sdo economicamente viaveis, satisfatorias para a conducdo das lavouras e
estratégias conservacionistas aos recursos naturais como o solo e &gua (MONACO, L.C
2015).

A citricultura Dbrasileira sofre com as barreiras fitossanitarias e
comoaumentoda utilizacdo de agrotoxicos, que podem causar contaminacao no homem,
solo e &gua. Independente do modo de aplicacdo, os agrotoxicos possuem potencial de
atingir o solo e a agua, através de chuvas, ventos e lixiviagdo, ondeo homem é o seu
maior receptor (MMA, 2016).A sustentabilidade deve ainda considerar as mudancas
sofridas pelos modelos agricolas que modificaram o cenario de producéo atual, exigindo
um conceito dindmico que atenda a evolucdo e ao desenvolvimento da sociedade
(PEREIRA et al., 2005; MEDEIROS e LOPES, 2006).

O demasiado uso de agrotoxicos eleva os custos de producdo da lavoura e
aumenta a contaminacdo do meio ambiente. A contamina¢do de agricultores e

consumidores, também nédo pode ser ignorada(DIAS etal., 2002).

Como uma alternativa sustentavel, produtos novos Vvém sendo
comercializados em busca de maior eficiéncia no controle de pragas e doengas. Os
biofertilizantes liquidos, obtidos atravésda compostagem de material organico,animal e

vegetal, recebem destaque nesse proposito sustentdvel (MEDEIROS; LOPES, 2006;
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SILVA et al., 2007).Nos biofertilizantes, provavelmente os principais mecanismos de
acdo sdo as contribuicdes antibioticas e a inducdo da resisténcia da planta
(D"ANDREA;MEDEIROS, 2002).

A substituicdo de agrotdxicos por produtos naturais vem apresentando
melhorias para a agricultura, como aumento da produtividade, reducdo dos gastos,
controle de doengas e pragas, melhorias para fertilidade e conservacdo do solo e da
agua, teor de matéria organica com alta relacdo de carbono — nitrogénio (DIAS et al.,
2002). Uma estratégia bastante indicada para pequenos produtores onde 0s recursos
financeiros e tecnologicos sdo menores, aproveitando subprodutos de origem vegetal e
animal que muitas vezes sdo descartados (MEDEIROS; LOPES, 2006).

Os biofertilizantes sdo definidos, na Instrucdo Normativa n° 46 de 06 de
outubro de 2011, como produtos que contém componentes ativos ou agentes bioldgicos
capazes de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou sobre partes das plantas
cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de producédo, e que sejam isentos de

substancias proibidas pela regulamentacéo de organicos (MAPA, 2011).

Os biofertilizantes aumentam a carga de nutrientes presentes no solo,
aceleram o desenvolvimento de microrganismos, podem apresentar efeito fito-
hormonal, fungicida, bactericida, nematicida, acaricida e repeléncia contra insetos
pragas. Além de ser considerado um produto de protecdo natural, minimizando custos,
efeitos ambientais e riscos fitossanitarios para o desenvolvimento das lavouras (SILVA
etal., 2007).

Os tratamentos de esgoto e dejetos suinos, por exemplo, podem se tornar
biofertilizante para a agricultura.lsto é possivel devido a realizacdo dos tratamentos
ideais para se tornarem componentes liquidos adequados para suprir as necessidades
nutricionais das plantas, devido a presenca de materiais sollveis na sua composicao,
esses elementos podem favorecer a planta com nitrogénio amoniacal e fosforo. O
efluente tratado apresenta elevada carga organica, possuindo caracteristicas
biodegradaveis que quando aplicadosao solo, controlam suas propriedades, como
capacidade de troca catiénica (CTC), absorcdo de agua, acidez, aumento do teor de

matéria organica, entre outros (SILVA et al., 2012).
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Diante da escassez de alternativas para o controle de doengas nos métodos
de producdo organica, estas informacGes favorecem produtores rurais que se utilizam
deste método, bem como aqueles produtores rurais com problemas de sanidade vegetal
recorrentes na area (BETTIOL et al., 1997). Serdo necessarios maiores investimentos
em pesquisas para que se tenham métodos que estejam ao alcance do agricultor, afim de
consolidar o uso de produtos naturais e Seus processos bioquimicos para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e moderna (MEDEIROS; LOPES,
2006).

Préaticas alternativas e modernas para desenvolvimento da agricultura, como
uso de biofertilizante e outras praticas organicas para controle de pragas e doencas
(SOUZA, 2015), tem se destacado entre os consumidores que buscam alimentos

manejados sem utilizacdo de quimicos.
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3 ARTIGO 1: EFICIENCIA DE CONTROLE DO CANCRO CITRICO PELO
USO DE BIOFERTILIZANTE

31 RESUMO E ABSTRACT

RESUMO

O cancro citrico causado pela bactéria Xanthomonascitrisubsp.citri, esta
presente em diversas regiées do mundo produtoras de citros, capaz de infectar tecidos
jovens, folhas, frutos e ramos, podendo causar necrose, desfolha e a queda prematura
dos frutos. Os biofertilizantes possuem efeitos antagonistas a diversos patdégenos da
agricultura, além de ser uma alternativa de controle sustentavel.Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar a eficiéncia de um biofertilizante comercial e microfiltrado
no controle de cancro citrico in vitro e em folhas destacadas de citros. A identificagcdo
dos isolados foi realizada de acordo com as caracteristicas morfolégicas e moleculares.
Para a determinacdo da flora microbiana do produto comercial, foi obtido o
microfiltrado e avaliada o tamanho de col6nias na presenca do biofertilizante. Em folhas
destacadas foram avaliados dois gendtipos de laranja docee o potencial do
biofertilizante no controle da doenca inoculada. As folhas foram desinfetadas e
inoculadas por perfuracdo com agulha, oito perfuracbes por folha. As folhas foram
mantidas em tubo Falcon, contendo 1 mL de agua destilada. Foramutilizadasquatro
repeticdes de cada dose do biofertilizante, e as avaliacdes foram realizadas pela medida
do didmetro de lesdes. As avaliacdes foram realizadas aos 10, 15 e 20 dias apds a
inoculacdo. O teste utilizado para a comparagdo das médias dos parametros avaliados
foi o de Scott Knott, ao nivel de 5% de significancia. Os resultados obtidos in
vitrodemonstraram menor didmetro de UFC nas duas composic¢es do biofertilizante
(ativado e microfiltrado). Em folhas destacadas a variedade Pera demonstrou maior
resisténcia ao patégeno. A dose comercial 10L ha™* obteve menores médias de didmetro
nas duas composicdes (ativada e microfiltrada). Pera demonstrou menores didmetros de
lesbes na face adaxial conforme os dias foram aumentando. O biofertilizante na
composigdo ativada, interferiu no desenvolvimento do patogeno. A variedade Folha

Murcha demonstrou ser mais suscetivel ao patdgeno.

Palavras chaves: Controle biol6gico,Xanthomonascitri, laranja doce.
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ABSTRACT

Citrus canker caused by the bacterium Xanthomonascitri subsp. citri, is
present in several regions of the world producing citrus, capable of infecting young
tissues, leaves, fruits and branches, which can cause necrosis, defoliation and premature
fruit drop. Biofertilizers have antagonistic effects on several agricultural pathogens, as
well as being an alternative for sustainable control. In this way, the objective of this
work was to verify the efficiency of a commercial and microfilteredbiofertilizer in the
control of citrus canker in vitro and in leaves of citrus. Identification of the isolates was
performed according to the morphological and molecular characteristics. In order to
determine the microbial flora of the commercial product, the microfiltrate was obtained
and the size of colonies evaluated in the presence of the biofertilizer. In highlighted
leaves, two sweet orange genotypes and the biofertilizer potential in the inoculated
disease control were evaluated. The leaves were disinfected and inoculated by needle
punching, eight perforations per leaf. The leaves were kept in Falcon tube containing 1
mL of distilled water. Four replicates of each dose of the biofertilizer were used, and the
evaluations were performed by measuring the diameter of the lesions. Evaluations were
performed at 10, 15 and 20 days after inoculation. The test used to compare the means
of the parameters evaluated was that of Scott Knott, at a level of 5% of significance.
The results obtained in vitro showed a smaller diameter of CFU in the two compositions
of the biofertilizer (activated and microfiltered). In leaves, the Pera variety showed
greater resistance to the pathogen. The commercial dose 10L ha-1 obtained smaller
mean diameter in both compositions (activated and microfiltered). Pera showed smaller
lesion diameters on the adaxial surface as the days increased. The biofertilizer in the
activated composition interfered in the development of the pathogen. The FolhaMurcha

variety has been shown to be more susceptible to the pathogen.

Keywords:Biological control, Xanthomonascitri, sweet orange.
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3.2 Introducéo

A citricultura esta presente em diversos paises, predominante em regifes de
clima tropical e subtropical (SENTELHAS, 2005). O estado do Parand tem
demonstrado uma crescente pelo interesse da cultura desde a safra 2012/2013, onde
alcancou uma producdo de 702.000 toneladas (CONAB 2013). Para a safra 2017/2018 a
estima-se uma producdo 1 milhdo de toneladas, e um aumento de 33% em relacdo a
safra anterior (AENPR, 2017). O Brasil é o principal pais produtor de citros, cuja
principal variedade de laranja doce (Citros sinensis) produzida é a variedade Pera.

Entretanto a citricultura sofre com o alto indice de doencas que atacam a cultura.

Uma das principais doencas que atacam a citricultura é o cancro citrico,
causado pela bactériaXxanthomonascitrisubsp. citri(SCHAAD et al., 2006). Em paises
europeus, a doenga ¢ classificada como “praga exdtica” (AMARAL, 2003). O patdgeno
possui uma ampla area de atuacdo por todo o mundo.No Brasil foi detectado pela
primeira vez em 1957 no estado de Sdo Paulo, na cidade de Presidente Prudente
(BITTENCOURT, 1957), no mesmo ano os sintomas foram encontrados no estado do
Parana e Mato Grosso do Sul (AMARAL, 1957). Como solucdo imediata a medida de
controle adotada foi de erradicagdo e exclusdo das plantas infectadas (GIMENES-
FERNANDES et al., 2000).

Os principais sintomas ocorrem nas folhas e nos frutos, entretanto todos 0s
orgdos da planta acima do solo podem ser infectados, prejudicando o valor comercial
dos frutos, que em ataques mais severos pode ocasionar a queda prematura dos
frutos(AMARAL, 2003). O principal carreador da bactéria é a agua, que através de
aberturas naturais como os estdmatos e aberturas fisicas como galerias causadas pela
larva minadora do citros(PhyllocnistiscitrellaStaiton), o patdgeno penetra na
folna(AMARAL, 2003). O controle preventivo da doenca mais utilizadoé o controle
quimico através de bactericidas a base de cobre(BEHLAU et al., 2007) e o uso de

inseticidas para controle da larva minadora.

O uso de biofertilizantes auxilia no controle de varios patdégenos prejudiciais a
agricultura e como uma alternativa de controle sustentavel, a utilizacdo de
biofertilizantes esta crescendo no ambiente agricola. Obtidos através da compostagem
liquida, onde ocorre a fermentacdo de material organico de origem vegetal e animal, por
bacterias e leveduras, juntamente com a agua (MEDEIROS; LOPES, 2006; SILVA et
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al., 2007). Sua composi¢do varia conforme o material organico utilizado, rico em
nutrientes para o desenvolvimento vegetal, além de microrganismos presentes que
podem ter acdo fito hormonal e antagonismo a diversos patogenos (HRIDYA et al.,
2013). Seus efeitos sdo mais lentos que fungicidas, mas sdo mais duradouros e menos
prejudiciais ao meio ambiente (BAILEY; LAZAROVITS, 2003; BHARDWAJ et al.,
2014). Os microrganismos presentes na composicdo do biofertilizante que tenham
efeitos antagonistas aos fitopatogenos, sdo chamados de ‘“agentes de biocontrole”
(VINALE et al., 2008; KIM, VUJANOVIC, 2016).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de um
biofertilizante comercial e seu extrato microfiltradono controle de cancro citrico in vitro

e em folhas destacadas de citros.

3.3 Materiais e Métodos
3.3.1 Andlises in vitro do controle de cancro de citrico com biofertilizante
3.3.1.1 Isolamento do patdgeno

Amostras de folhas de diferentes variedades de laranja doce apresentando
sintomas caracteristicos da doenca foram coletadas de diferentes regides citricolas dos
estados de Sdo Paulo e Parana: isolado (1) l.2Citrusarantifolia(Lins-SP),
1.8Citrussinensis (Corbélia-PR), 1.11Citrusreticulata (Palmital-SP), 1.649C.sinensis
(Nova Londrina-PR). As folhas foram encaminhadas ao laboratério de Fitopatolgia da
Universidade Estadual de Maringa - UEM, onde se realizou o isolamento da bactériaX.
citrisubsp. citrie os isolados foram cedidos gentilmente para a realizacdo do trabalho. O
I. 306 foi coletado da variedade C.sinensis (Paranavai-PR), estirpe padrdo Xcc 306 foi
cedido gentilmente pelo laboratério de Fitopatologia do Instituo Agronémico do Parana
(IAPAR).
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Figura 1 Isolamento do patgeno em meio de cultura Nutriente Agar (NA).

Fonte: Reis, 2016.
3.3.1.2 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados

As analises morfoldgicas foram realizadas visualmente através da coloragéo,

formato das col6nias e coloracdo de Gram com auxilio de microscopia dptica.
3.3.1.3 Determinacéo da flora microbiana do biofertilizante
Obtencéao do biofertilizante ativado

O biofertilizante comercial foi ativado de acordo com as recomendacfes do
fabricante, sendo sua composicdo: 80% de agua mineral, 10% de acUcar cristal e 10%
do produto comercial, por um periodo de ativacdo de no minimo 5 dias em temperatura

ambiente.
Obtencdo da flora microbiana do biofertilizante

Para a determinacdo da flora microbiana, foi obtida da amostra ativada do
biofertilizante comercial ‘FertBokashi Premium®’ (Kérin).Apos a homogeneizacgdo, 50

uL foram semeados sobre o meio de cultura, solidificado especifico e seletivo (Tabela
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1), através do método de diluicdo seriada e uniformizado com o auxilio de al¢a de
Drigalski. As placas foram mantidas em B.O.D. a 25 °C e a avaliagéo foi realizada 48 a
72 horas apés a incubacdo, determinando as unidades formadoras de coldnias por

mililitro (UFC mL™) e valores transformados em razéo logaritmica (LogUFCmL™).

Tabela 1 Meios de cultura seletivos utilizados para andlise microbiana do

biofertilizante.

Grupo Funcional Meio de cultura Diluicdo
seriada

Fungos totais B.D.A (Acumedia®)
Amiloliticos Amido-caseina (PONTECORVO et al.,

1953

) 10

Bactérias heterotréficas T.S.A (Acumedia®)
Solubilizadores de fosfato SF (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982)
Pseudomonasfluorescens King B (MISAGHI et al., 1982)
Celuloliticos Celulolitico (WOOD, 1980)
Proteoliticos Proteolitico (PONTECORVO et al., 1953 —

modificado) 107
Actinomicetos Caseinagar (KUSTER; WILLIANS, 1964)

Fixadores bioldgicos de nitrogénio Nfb (DOBEREINER; DAY, 1976)
(NFB)
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Obtencéo do filtrado do biofertizante obtido por microfiltracéo

O microfiltrado do biofertilizante foi obtido por meio da filtracdo por fluxo
tangencial em unidade Minitan ™Microfiltration/ Ultrafiltration System (MILLIPORE).
A unidade foi equipada com placas de acrilico onde foram fixadas as membranas de
diametro de poro de 0,2 um. Cada placa possuia uma area de superficie filtrante de 60
cm®. Foram utilizadas atédez placas a0 mesmo tempo, perfazendo uma area de
superficie total do filtro de 600 cm® A capacidade de filtragdo variou entre 500 mL a
2000 mL. O fluxo foi realizado por uma bomba peristaltica que transferiu o produto a
ser filtrado de um reservatdrio até a unidade de filtracdo. As particulas maiores que 0,2
um foram retidas na superficie das membranas e retornaram ao reservatorio, de onde
novamente foi bombeada para a membrana. Agua, sais minerais e outras particulas
menores que 0,2 pumcapazes de passarem pelas membranas se constituiram no
permeado, também denominado extrato (microfiltrado), que foi armazenado em outro
recipiente. O extrato (microfiltrado) foi usado nos experimentos in vitro e em folhas

destacadas.
Tamanho de UFC na presenca do biofertilizante

Foi diluido 5 mL do produto ativado em 95 mL de agua mineral
autoclavada, foram selecionados 5 isolados (I) da bactéria X. citrisubsp. citrisendo eles:
1. 306, I. 2, I. 8, I. 11 e I. 649. Foi preparado meio NA (Nutriente Agar) e vertidos em
placas de Petri, apds o meio solidificado, com a micropipeta foi adicionado 100 uL do
biofertilizante (ativado e microfiltrado) e espalhado com alca de Drigalskina superficie
do meio, apés o espalhamento e a secagem do produto, foi inoculado os isolados
bacterianos em 5 pontos da placa com alca de platina. Foram realizadas quatro
repeticdes por isolado e incubados em BOD a 28,7°C + 2 para crescimento. Apos 7 dias,
com o auxilio de um paquimetro foi avaliado o tamanho em milimetros das unidades

formadoras de coldnias (UFC).
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Figura 2 Inoculagdo do patgeno em meio Nutriente Agar (NA) para medicdo do
didmetro de colbnias. Foto A (estirpe padrdo, testemunha do isolado 306), foto B

(testemunha do isolado 2), inoculacdo dos isolados em 5 pontos da placa.

A) B)

Fonte: Reis, 2017.
3.4 Avaliacio em folhas destacadas

Foram avaliados dois genoétipos de laranja doce (C. sinensis): Pera e Folha
Murcha, utilizando a estirpe Xcc 306 de X.citrisubsp. citrina inoculagdo das plantas
estudadas. Utilizou-se folhas de dois genotipos estudados, com o mesmo estadio de
maturacdo e com boa sanidade (sem sintomas ou sinais de patdgenos), os quais foram
lavados e desinfetados com hipoclorito 1%. Realizou-se o corte de folhas com auxilio
de um bisturi préximo ao local de inser¢do do peciolo no ramo. Imediatamente apos o
corte, as folhas foraminoculadas por perfuragdo com agulha (0,55 x 0,20 mm), com oito
perfuragdes por folha. Utilizou-sel6folhas por isolado, os quais forampreviamente
ajustados a uma concentracdo de 108 UFC mL™ (BELASQUE JR, JESUS JR, 2006) em
espectrofotdbmetro a 600 nm.

Apos a inoculacdo as folhas foram distribuidas sobre uma bancada e

realizou-se apulverizacdo do biofertilizante (ativado e microfiltrado) e a testemunha
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com &gua filtrada sobre as folhas com pulverizador costal pressurizado por COo,
equipado com barra composta por um bico, com ponta de pulverizacdo, valvulas
antigotejo, capa tipo rosca, anéis de vedacao e filtros malha 80, posicionada a 0,5 m da
superficie do alvo. A ponta utilizada foi de jato plano com pré-orificio modelo ADI
11002, com presséo de trabalho 414 kPa, vazdo correspondente a 0,91 L min™ e taxa de
aplicagdo de 100 L ha™. Foram aplicados os produtos ativado e filtrado nas doses: dose

comercial (DC) 10 L ha™, meia dose 5 L ha™, uma dose e meia 15 L hae testemunha

(M,

Apés a aplicacdo esecagem das folhas, as mesmas foram mantidas em tubo
Falcon de 50 mL, contendo 1,5 mL de agua destilada. As avalia¢cdes ocorreram aos 10,
15 e 20 dias apds a inoculagdo (DAI), através da afericdo do tamanho das lesdes com
auxilio de paquimetro com precisdo de 0,05 mm.Foram realizadas quatro repeti¢cdes

com o biofertilizante filtrado e quatro repeti¢cbes com o biofertilizante ativado.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, fatorial 4 x 2 x
2,quatro doses de biofertilizante (0, 5, 10 e 15 L ha™) associado a dois modos de
preparo (ativado e microfiltrado) em duas variedades (Folha Murcha e Pera) com
parcelas subdivididas no tempo para avaliacdo das lesdes (aos 10, 15 e 20 dias apds a

inoculacdo), com quatro repeticoes.

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05)
e a homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, as médias dos fatores qualitativos foram comparadas
pelo teste Tukey enquanto as médias dos fatores quantitativos foram comparadas por
analise de regressao.
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Figura 3Folhas destacadas da variedade Pera com oito perfura¢Ges (inoculagdo Xcc
306) e armazenadas em tubo falcon de 50 mL, com 1,5 mL de agua destilada. Figura A
(folhas destacadas com 8 inoculagbes por agulha), Figura B (Folhas destacadas

armazenadas em tubo falcon com 1,5 mL de agua destilada).

A) B)

Fonte: Reis, 2017.
3.5 Resultados e Discussao

Na obtencéo da flora microbiana, foram observados apenas microrganismos
do tipobacilos e leveduras. Ndo foram observados crescimento de microrganismos com
atividade amilolitica, celulolitica, proteolitica. Os resultados para microrganismos
como: Actinomicetos, Pseudomonas fluorescens, Solubizadores de fosfato, Bactérias
heterotréficas e fixadores de nitrogénio, também foram negativos.Os resultados foram

confirmados através da analise de coloracdo de Gram.

Os resultados obtidos referentes a analise in vitro do tamanho de colénias
em mm, na presenca das composicdes (ativada, microfiltrada e testemunha) do
biofertilizante testado de acordo com a analise de variancia (ANOVA) na Tabela 2, em
todos os isolados estudados houve diferenca estatistica entre a composicdo do

biofertilizante, de acordo com teste F a 1% de probabilidade.
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Tabela 2 Andlise de variancia da inibicdo do crescimento in vitro de fitopatdgenos na
presenca de biofertilizante, em fungcdo da composicdo do biofertilizante, ativado ou

filtrado e do isolado dos patdgenos.

Isolados

2 8 11 306 649

GL F p- F p- F p- F p- F p-

valor valor valor valor valor

Trat. 2 *4,39 0,0467 **13,01 0,0022 **13,81 0,0018 **65,67 0,0000 **10,03 0,0051

cv 18,65 12,72 10,47 8,72 14,81
(%)

' variavel transformada por (x+1)*°; UFC: Unidade formadora de col6nia. “Significativo pelo teste F a
1% de probabilidade.

Os dados de acordo com o tamanho de UFC referente a interacdo da
composicdo do biofertilizante (ativado e filtrado), se encontram na Tabela 3. Os
resultados obtidos demonstraram que as duas composi¢fes do produto testado

apresentaram menores didametros de les6es quando comparados com a testemunha.

Tabela 3Diametro de unidade formadora de col6nia (UFC), em mm, em funcdo da

composicao do biofertilizante, ativado ou filtrado, no meio de cultura, in vitro.

Isolado Testemunha Ativado Filtrado
2 6,22 B 455 A 4,46 A
8 7,36 B 5,47 A 476 A
11 6,66 B 520 A 459 A
306 4,81 B 323A 6,70 C
649 6,70 B 4,77 A 4,39 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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Para o isolado Xcc 306, utilizado como isolado padrdo da
bactériaX.citrisubsp. citri, observou-se que houve diferenga quanto ao tamanho de UFC
entre os tratamentos com o produto ativado e produto filtrado. O produto ativado inibiu
o0 desenvolvimento da bactéria (3,22 mm), quando comparado ao produto filtrado (6,70
mm), onde o diametro de UFC foi maior que o dobro, quando comparado ao tratamento
ativado. Este comportamento observado pode estar relacionado ao fato da composigéo
filtrada, por ndo conter microrganismos antagonistas e toda composi¢do quimica do
produto ser mantida, pode favorecer o desenvolvimento do patégeno (D’ANDREA,
2002).

Figura 4 Diametro de coldnias deXanthomonascitrisubsp. citri (isoladoXcc 306) com

composicao do biofertilizante ativado (produto comercial) e testemunha.

Fonte: Reis, 2016.

Entre os demais isolados de X.citrisubsp. citrindo obteve diferenca
estatistica entre as composic¢des ativada e microfiltrada, isso pode estar relacionado que
para a filtracdo do produto comercial, primeiro tenha que passar pela a ativagdo do
mesmo por um periodo de no minimo 5 dias, portanto 0s microrganismos presentes na

solucdo podem produzir metabolitos secundarios durante esse tempo, que nos quais
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passam pela filtragdo compondo a composi¢do do microfiltrado utilizado. Entretanto o
biofertilizante utilizado por possuir pH é&cido (4 a 4,5), pode tornar o ambiente
desfavoravel para o crescimento bacteriano.De modo geral, o pH ideal para o

crescimento bacteriano variaentre 6 a 7.

A composicdo ativada teve efeito antagonista ao crescimento bacteriano,
diminuindo o didmetro das coldnias. Devido a resisténcia de muitos patégenos ao uso
de agrotoxicos, os biofertilizantes podem ser um auxiliador no controle de doencgas. Por
apresentar uma ampla comunidade bacteriana, como actinobactérias, fungos
filamentosos, Bacillus e entre outros, com acdo antagonista a patdgenos (FERRARI et
al., 2012; KUPPER et al., 2006; TRATCHeBETTIOL, 1997).

A analise de variancia dos resultados obtidos pelo método de folha destacada na
Tabela 4, houve interacdo significativa tanto na parte abaxial, quanto adaxial em relagédo
a Variedade x Concentragdo e Composi¢do (produto ativado e microfiltrado) X

Concentracéo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 Anélise de variancia da inibigdo do crescimento in vivo de fitopatdgenos com
0 uso de biofertilizante, em funcdo da composicéo do biofertilizante, ativado ou filtrado,

sua concentracdo e variedade do citros.

Abaxial Adaxial

Fator de variacao GL Fc p-valor Fc p-valor
Variedade 1 3545 70,0000 54,42 "0,0000
Composicao 1 16,69 70,0002 12,83 70,0008
Concentrago 3 91,54 70,0000 77,51 ~0,0000
Variedade*Composicao 1 131 0,2585 0,47 0,4953
3

3

3

Variedade*Concentracio 8,00 70,0002 14,93 "0,0000
Composicdo*Concentragdo 6,17 70,0012 3,81 0,0157
Variedade*Composi¢ao*Concentracdo 0,76 05200 1,32 10,2792
Erro 1 48
DAI
DAI*Variedade

2 184 01639 1,36 0,2628
2 148 02325 4,11 70,0194
DAI*Composi¢édo 2 198 01442 1,37 0,2592
DAI*Concentracdo 6 037 08937 1,15 0,3403
DAI*Variedade*Composicao 2 0,72 04895 0,24 0,7904
DAI*Variedade*Concentragédo 6 184 00986 1,49 0,1911
DAI*Composi¢do*Concentragao 6 039 08853 0,25 0,9587
DAI*Variedade*Composi¢cdo*Concentragédo 6 0,39 0,8852 1,27 0,2770

Erro 2 96
CV 1 (%) 14,83 13,90
CV 2 (%) 11,95 13,05

! Significativo a '5% e ~ 1% de probabilidade pelo teste F.

Os resultados evidenciaram que a resisténcia das variedades de citros e 0s
microrganismos presentes no biofertilizante, sdo fatores diretos para a inibicdo do
desenvolvimento das lesbes de cancrose. As variedades estudadas apresentaram
diferenca estatistica entre si, quando comparadas com diferentes concentracGes do
produto testado, os resultados da testemunha comprovam essa diferenca. Sendo que em
diferentes concentracGes, a dose comercial obteve os melhores resultados. De acordo
com a analise de varidncia, os dias apds inoculacdo (DAI) apresentou diferenca

estatistica na face adaxial da folha quando comparado entre as variedades (Tabela 4).

De acordo com a variedade e a dosagem utilizada, o didmetro de lesdo (mm)
apresentou diferenca significativa tanto na face abaxial, quanto adaxial da
folha(Figura 5).
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Figura 5 Didmetro de lesdo de Xanthomonascitrisubsp. citri nas faces abaxial (A) e
adaxial (B) de folhas destacadas, em fungdo da concentragdo e composi¢do do

biofertilizante, e da variedade de laranja doce.
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Portanto pode-se afirmar através dos resultados obtidos, que existe diferenca
de resisténcia entre as variedades. A variedade Pera por apresentar menores diametros
de lesdes no tratamento testemunha (dose 0 L ha™) demonstrou ser mais resistente do
que a variedade Folha Murcha. Vargas et al. (2013) encontraram resultados semelhantes
ao comparar diferentes variedades: a Pera apresentou menor grau de severidade de
acordo com o desenvolvimento do patdégeno, podendo considera-la resistente.
Gongcalves-Zuliani et al (2016) ao testar a resisténcia de nove genotipos diferentes de
laranja doce, também constataram menor grau de severidade do cancro citrico em
relacdo a variedade Pera IAC.A variedade Folha Murcha apresentou maior diametro de
lesbes que a variedade Pera (Figura 5), tanto na face adaxial (32% maior), quanto na

face abaxial (27% maior).

Analisando-seos valores na face abaxial, os didmetros das lesdes
apresentaram-se maiores, isso se explica que pelo fato da face abaxial possuir uma
maior concentracdo de estdmatos. Estas aberturas naturais favorecem a penetracdo da
bactéria, contribuindo para que a lesdo nessa face da folha tenha um desenvolvimento
avancado quando comparada com a face adaxial (Figura 5).Gongalves-Zuliani et al
(2016) através do método de folha destacada, também constataram os sintomas iniciais
das lesdes de cancro na face abaxial da folha, com pustulas esbranquicadas e que ao
final de seu experimento as lesdes passaram a coloracdo marrom escuro e se espalharam

para outra face da folha.

Na dosagem comercial de (10 L ha™) o didmetro de lesdo foi equivalente
entre as variedades, demonstrando um efeito satisfatério para o desenvolvimento de
microrganismos de biocontrole. Fazendo um comparativo com o controle quimico a
base de cobre, estudos realizados por BEHLAU et al (2007) demonstraram uma
diminuigéo de severidade da doenga em 37% com o controle a base de cobre. Entretanto
conciliando o auxilio do biofertilizante com a diminui¢cdo do tamanho de leséo e o

controle quimico, essa taxa de severidade pode ser ainda menor.

Quando comparado diferentes composi¢Ges do biofertilizante (Ativado e
Microfiltrado), os resultados obtidos demonstram uma diferenca significativa ao

tamanho de leséo causado pelo patdgeno nas duas faces da folha (Figura 6).
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Figura 6 Didmetro de lesdo de Xanthomonascitrisubsp. citri nas faces abaxial (A) e
adaxial (B) de folhas destacadas, em fungdo da concentragdo e composi¢do do
biofertilizante, ativado e microfiltrado, em relacdo as médias de didmetro de lesdo das

duas variedades testadas.
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Para as diferentes dosagens testadas, a dose comercial (10 L ha™) do
biofertilizante ativado quando comparada ao didmetro de lesdo, apresentou melhores
resultados. Esses resultados sugerem que 0s microrganismos ativos na composi¢do do
produto, e pela caracteristica &cida do produto,tornam o ambiente desfavoravel para o
desenvolvimento da bactéria causadora do cancro citrico. Mesmo possuindo alta acidez,
as lesdes na concentracdo filtrada apresentaram maiores diametros, por se tratar de um
adubo bioldgico, fornece nutrientes e auxilia no desenvolvimento do patégeno. Portanto
0s agentes de biocontrole presentes na concentracdo ativada proporcionaram uma
competicdo com o0 patégeno, inibindo seu desenvolvimento. Esses agentes de
biocontrole causam uma competicdo nutricional com o patégeno,interferindo no seu

desenvolvimento e sem causar danos a planta (ULLOA-OGAZ et al., 2015).

Kupperet al (2006) também observaram que doses de biofertilizantes no
controle da mancha preta do citros acima da dosagem comercial, ndo significam um
melhor controle da doenca, resultados semelhantes aos obtidos no controle da

X.citrisubsp. citri.

O aumento da concentragdo e o periodo de fermentacdo para ativacdo do
produto podem interferir no desenvolvimento dos microrganismos. Por possuir alta
concentracdo de leveduras, importantes para a fermentacdo e ativacdo de outros
microrganismos como actinomicetos, importantes antagonistas para o crescimento e
desenvolvimento de fungos e bactérias, a concentracdo ativa faz com que esses agentes
de biocontrole tenham atuacdo direta no desenvolvimento fitopatogénico(MEDEIRQS;
LOPES, 2006; SILVA et al., 2007).

A aplicacdo de produtos organicos varia de 0,1 a 5% do produto diluido em
agua, devido a elevada composicao de nutrientes e de microrganismos que em excesso
podem provocar estresse na planta, prejudicando sua produtividade (PINHEIRO;
BARRETO, 1996; MEDEIROS; LOPES, 2006).
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Figura 7Teste de inoculacdo de Xantomonascitrisubsp. citriem folhas destacadas da
variedade Pera com aplicacdo do biofertilizante em dose comercial (DC) ativado (A),

testemunha (B) e filtrado (C).
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Fonte: Reis, 2017.
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Quando comparados os DAI nas duas faces da folha de acordo com a média
geral do tamanho de leséo entre as variedades testadas, a face abaxial ndo apresentou
diferenca estatistica entre as variedades, ja na face adaxial a variedade Pera, apresentou

menores diametros de lesdo conforme os dias foram aumentando (Figura 8).

Figura 8 Diametro de lesdo de Xanthomonascitrisubsp. citri na face adaxial de folhas
destacadas, comparada com os dias ap0s a inoculacdo de duas variedades de laranja

doce (Folha Murcha e Pera)
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A variedade Folha Murcha apresentou uma média de diametro de lesdo maior do
que a média da variedade Pera. Os resultados apresentados por Gongalves-Zuliani et al
(2016) comparando a resisténcia de diferentes variedades de laranja doce,
demonstraram que a variedade Pera IAC, houve modificagdes no diametro da lesdo
entre 7 e 13 DALI. Ja nos resultados apresentados, a variedade Pera ndo houve alteracdes
no didmetro da lesdo. Portanto o biofertilizante aplicado sobre as lesdes pode interferir
no desenvolvimento do patégeno.Uma das hipdteses que pode ser trabalhada, é de que o
fator pH e os agentes de biocontrole tenham interferido na divisdo celular da bactéria
fitopatogénica, impedindo o seu desenvolvimento e consequentemente o tamanho das
pustulas.

Varios citricultores utilizam o biofertilizante testado em suas lavouras, porém

nédo existe uma comprovacao cientifica do seu mecanismo de ac¢do na cultura. Um dos
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motivos pode ser que pelo fato da sua alta acidez e por se tratar de um produto
fermentado, essas variacdes podem causar um estresse na planta, interrompendo seu

processo vegetativo e acelerando o reprodutivo, portanto a frutificacdo € acelerada.
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4 CONSIDERACOESFINAIS

Os resultados apresentados demonstraram que o biofertilizante, pode atuar
como um auxiliador no controle do patdgeno, pois sua composicdo possui efeito de
inibicdo no desenvolvimento da bactéria. Entretanto, o uso de biofertilizante para
controle do cancro citrico ainda é pouco estudado.

Nas avaliagdes em folhas destacadas, os resultados demonstraram que a
escolha de variedades mais resistentes € de grande importancia para 0 manejo da doenca
e gue a composicdo ativada do produto, pode diminuir o tamanho de lesdo ocasionado
pela bactéria. Portanto se torna uma alternativa sustentavel para auxiliar no manejo da

doenca.

O uso de biofertilizantes deve ser testado em diferentes métodos de
aplicacdes e fases de controle do patégeno, acreditando-se de que os agentes de
biocontrole possam reforcar o controle de diferentes patégenos causadores de doencas

prejudiciais a agricultura.

Portanto o biofertilizante pode atuar como um auxiliador no controle do cancro
citrico, um controle biol6égico que pode ser conciliado com o quimico, visando menores

prejuizos causados pela doenga na cultura.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que no teste in vitro do tamanho de unidades formadoras de col6nias
(UFC) em mm, o biofertilizante na composicao ativada, prejudicou o desenvolvimento
da bactéria Xanthomonascitrisubsp. citri.

No teste in vivo em folhas destacas, a variedade Folha Murcha demonstrou ser
mais suscetivel ao patégeno e que em dose comercial (DC), o biofertilizante tanto na
sua composicao ativada, quanto microfiltrada, pode ser um auxiliador no controle da

doenca.
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