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1. Resumo
Mancha marrom de alternaria, causada pelo fungo Alternaria alternata, € uma doenca que afeta a
maioria das tangerinas e seus hibridos, provocando desfolhas, seca de ramos e a queda prematura
de frutos. As medidas de controle baseiam-se, principalmente, no uso de fungicidas. O controle
biolégico é uma alternativa para impedir o desenvolvimento e a germinacao do patdgeno. Este projeto
teve por objetivos: (i) avaliar a sensibilidade de isolados de A. alternata ao fungicida do grupo
dicarboximida (lprodione); (ii) verificar a influéncia de 65 isolados de B. subtilis, no crescimento
micelial. Para o ensaio de sensibilidade do patégeno ao fungicida, 26 diferentes isolados de A.
alternata foram cultivados em meio BDA com as doses 1, 10, 100, 1.000 ppm do fungicida
(Iprodione). Para os ensaios de influéncia no crescimento micelial, utilizou-se a técnica de cultivo
pareado B. subtilis e A. alternata. O teste de germinag&do constituiu de laminas com Agar-Agua em
que foram depositados 20uL do patdégeno (1x10* esporos/mL) e antagonista (1x10’ufc/mL), a
avaliacdo foi pela quantificacdo dos esporos germinados, 16 horas apdés a montagem do ensaio.
Pelos resultados obtidos, a maioria dos isolados de A. alternata ndo apresenta sensibilidade na
concentracdo de 1lppm do fungicida. Os testes da influéncia de B. subtilis sob A. alternata
demonstraram que, os isolados ACB-90 e ACB-21 apresentaram as maiores porcentagens de

inibicdes do fitopatdgeno.
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2. Abstract

Spot of alternaria brown, caused by the fungus Alternaria alternata, is a disease that affects the
majority of tangerines and hybrids, causing fall of leves, dry branches, and premature fruit drop. The
measures of control are based mainly in use of fungicides. The biological control is an alternative to
prevent the development and germination of the pathogen. This project had the objectives: (i) assess
the sensitivity of isolates of A. alternata fungicide to the group dicarboximide (Iprodione), (ii) assess
the influence of 65 isolates of B. subtilis, in mycelial growth. To test the sensitivity of the pathogen of
the fungicide, 26 different isolates of A. alternata were cultivated in the midst BDA with the
concentration 1, 10, 100, 1,000 ppm of fungicide (Iprodione). For the tests of influence in mycelial
growth has used up the technique of cultivation paired B. subtilis and A. alternata. The test was the
germination of slides with agar-Water in which they were deposited 20 u L of the pathogen (1x104
spores / mL) and antagonist (1x107ufc/mL), the assessment was the quantification of spores
germinated, 16 hours after the assembly of the test. Those results, most isolates of A. alternata
showed no sensitivity to the concentration of 1 ppm of fungicide. Tests of the influence of B. subtilis
under A. alternata showed that the isolated CBA-90 and CBA-21 had the highest percentages of the

disqualifications pathogen.

3. Introducéo

Apesar da importancia da cultura, o setor citricola enfrenta sérios problemas fitossanitarios, e dentre
estes, encontra-se a doengca mancha marrom de alternaria (MMA), causada pelo fungo Alternaria
alternata. As medidas de controle baseiam-se, principalmente, no uso de fungicidas, porém, em
condicbes favoraveis de ocorréncia da doenca, sdo necessarias varias aplicacbes dos produtos, o
gue além de onerarem os custos de producdo, podem levar a contaminacdo do meio ambiente e, ao
surgimento de resisténcia por parte do patégeno os mais fungicidas utilizados para controle da
doenca. Diante disso, 0 presente projeto de pesquisa teve por objetivos: (i) avaliar a sensibilidade de
diferentes isolados de Alternaria alternata aos principais fungicidas utilizados para o controle da
doenca em tangerinas e seus hibridos; (ii) verificar a influéncia de 65 isolados de B. subtilis, isolados
de folhas e flores de citros de diferentes municipios do estado de Sao Paulo, no crescimento e na

germinacdo de A. alternata.



4. Material e Métodos

4.1. Avaliacdo da sensibilidade de isolados de  Alternaria alternata ao fungicida empregado no
controle.

No presente ensaio, foram empregados dezenove isolados de A. alternata, obtidos em pomares
citricos de diferentes regifes localizadas no estado de Sdo Paulo. Os isolados foram testados quanto
a sensibilidade do principal fungicida utilizado para o controle da doenga (Iprodione), foi utilizada a
metodologia descrita por EDGINTON et al. (1971), modificada por MENTEN et al. (1976). Os
tratamentos foi constituido pelo fungicida do grupo da dicarboximida (iprodione), nas concentracdes
0, 1, 10, 100, e 1000 pg/mL. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial com cinco repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri. Para
avaliacdo da sensibilidade foi determinada a porcentagem de inibicdo das col6nias do patdégeno. As

avaliacBes foram realizadas aos 7 dias apo6s incubacao.

4.2. Influéncia dos agentes de controle bioldégico (  ACBS) no crescimento micelial e germinacao
de A. alternata

Os 65 isolados de B. subtilis, que foram testados neste trabalho, pertencem a cole¢céo de bactérias
antagobnicas do Centro APTA Citros Sylvio Moreira. Para estudar o efeito antag6nico dos possiveis
agentes de controle biolégico sobre o crescimento das colonias de A. alternata, foi utilizada a técnica
de cultivo pareado em placa de Petri, contendo BDA (DENNIS & WEBSTER, 1971). Para avaliar a
influéncia dos isolados de B. subtilis sobre a germinacao de A. alternata, os diferentes ACBs foram
repicadas para placas de Petri contendo BDA e incubadas por dois dias, em estufa para BOD, a 27
°C, fotoperiodo 12/12h. Conidios do fitopatdgeno foram produzidos em meio de cultura, seguindo a
metodologia adotada por CANIHOS et al. (1999). Para estudar a inibicdo da germinacéo dos conidios
do fitopatégeno, aliquotas de 20uL, dos possiveis antagonistas (1x10’ ufc/mL) e do fitopatdgeno
(1x10*conidios/mL) foram depositadas nas areas demarcadas de laminas previamente preparadas,
contendo agar-agua. Para o tratamento testemunha foram colocadas aliquotas de 4gua no lugar dos
ACBs. As laminas foram incubadas em estufa para BOD, na temperatura de 27°C, no escuro por
dezesseis horas. A avaliacao foi através da contagem de conidios germinados num total de 100
conidios, avaliados ao acaso, efetuando-se o calculo da porcentagem de germinagéo. Foi utilizado o

delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento composto por cinco repeticdes.



5. Resultados e Discussao

5.1 Avaliacdo da sensibilidade de isolados de  Alternaria alternata aos fungicidas empregados
no controle.

De acordo com os dados das Tabelas 1 e 2, observa-se que, de um modo geral os isolados de A.

alternata que foram submetidos a cultivo em meio de cultura contendo concentracdes de 1000 ppm e

100 ppm, ndo apresentaram crescimento micelial, porém nas concentracfes de 10 ppm e 1 ppm,

obtivemos isolados que apresentaram crescimento micelial.

TABELA 1. Sensibilidade de isolados de Alternaria alternata aos fungicidas empregados no controle.
Média do Crescimento Micelial (cm)
Tratamentos T 3703 TO0403 L2304 T0803 T2403 T2603 L2604 T3603 A-1 MI-2

Test. 3,56 3,55 1,70 3,08 264 400 230 460 295 7,60
1ppm 1,82 1,85 000 1,89 1,30 1,27 106 154 187 0,00
10ppm 000 106 o000 o000 O000 o000 o000 0,72 0,00 0,00
100ppm 000 o000 o000 000 o000 000 000 o000 0,00 0,00

1000ppm 000 000 o000 OO0 000 OO0 000 0,00 0,00 0,00

TABELA 2. Sensibilidade de isolados de Alternaria alternata aos fungicidas empregados no controle.
Média do Crescimento Micelial (cm)
Tratamentos T4303 MBA-3 MI-03 Al-4 A2-1 T4103 L2707 MBA-2 MBA-1

Test. 8,00 6,75 7,30 8,93 4,95 7,90 4,60 6,60 4,39
1ppm 0,27 0,00 0,62 0,00 0,25 0,00 0,00 1,80 0,00
10ppm 0,42 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 1,90 0,00
100ppm 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1000ppm 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Os resultados foram semelhantes aos obtidos por HUANG & LEVY (1995), que caracterizaram
isolados de Alternaria brassicicola resistentes ao iprodione, uma vez que a maioria dos isolados

apresentou colénias menores que os isolados selvagens em meio BDA.

5.2. Influéncia dos ACBs no crescimento micelial e germinacdo de A. alternata

De acordo com o demonstrado na Tabela 3, podemos observar os isolados de B. subtilis (ACB-16,
ACB-21, ACB-25, ACB-90) foram os mais promissores, promovendo maiores percentuais de inibicdo
da col6nia de A. alternata. De acordo com BETTIOL e colaboradores (1997), B. subtilis em especial, é

considerado como agente antagdnico promissor a fungos e bactérias fitopatogénicas.



TABELA 3. Influéncia dos agentes de controle bioldgico (ACBs) no crescimento micelial de Alternaria alternata

TRATAMENTOS % DE INIBICAO TRATAMENTOS % DE INIBICAO  TRATAMENTOS % DE INIBICAO

TEST. 0,00 A TEST. 0,00 A TEST. 0,00 A
ACB-84 7,32 AB ACB-47 16,12 AB ACB-54 20,41 AB
ACB-02 7,88 ABC ACB-23 20,33 BC ACB-09 24,88 AB
ACB-79 8,32 ABC ACB-43 20,91 BC ACB-20 27,75 ABC
ACB-91 8,45 ABCD ACB-12 27,18 BC ACB-22 42,42 BCD
ACB-82 8,62 ABCD ACB-01 27,82 BCD ACB-46 42,58 BCD
ACB-80 8,93 ABCD ACB-07 30,00 cD ACB-26 44,98 BCD
ACB-27 9,50 ABCD ACB-53 39,00 DE ACB-19 46,25 BCD
ACB-87 9,51 ABCD ACB-17 44,31 EF ACB-41 53,43 BCD
ACB-77 9,69 ABCDE ACB-18 47,20 EFG ACB-45 55,82 BCD
ACB-76 10,08 ABCDE ACB-AP-3 48,53 EFG ACB-10 69,22 cD
ACB-71 10,25 ABCDE ACB-44 49,00 EFG ACB-16 70,02 D
ACB-63 10,45 ABCDE ACB-52 49,77 EFG ACB-21 70,81 D
ACB-88 10,48 ABCDEF ACB-28 50,62 EFG
ACB-74 11,42 ABCDEFG ACB-11 50,64 EFG
ACB-72 13,22 ABCDEFGH ACB-42 50,64 EFG
ACB-60 15,53 ABCDEFGHI ACB-13 50,83 FG
ACB-89 15,57 ABCDEFGHI ACB-48 51,16 FG
ACB-83 15,57 ABCDEFGHI ACB-BTHD-567 52,45 FG
ACB-73 17,22 ABCDEFGHIJ ACB-08 54,12 FG
ACB-64 17,75 ABCDEFGHIJ ACB-24 54,12 FG
ACB-78 18,54 BCDEFGHI ACB-15 54,91 FG
ACB-69 20,89 BCDEFGHN ACB-25 57,31 G
ACB-65 21,87 BCDEFGHIJ
ACB-59 25,36 CDEFGHIJ
ACB-66 26,41 DEFGHIJK
ACB-81 27,69 EFGHIJK
ACB-70 28,50 FGHIJK
ACB-67 28,77 GHIJK
ACB-75 28,86 GHIJK
ACB-57 29,01 GHIJK
ACB-86 29,47 HIJK
ACB51 30,01 HIJK
ACB-56 30,49 HIJK
ACB-58 30,51 HIJK
ACB-68 32,97 1JK
ACB-85 33,75 JK
ACB-90 43,95 K

De acordo com os dados da Tabela 4, podemos observar que houve inibicdo no percentual de
germinacdo dos esporos de A. alternata variando de 19,05% (ACB-58) até 56,39% (ACB-90), em

relacéo a testemunha.



TABELA 4. Influéncia dos agentes de controle bioldgico na germinacéo de A.alternata

TRATAMENTOS ESPOROS GERMINADOS (%)
Testemunha 90,17 A

ACB-58 73,00 B

ACB-BTHD567 60,17 BC
ACB-24 58,17 BC
ACB-25 57,67 BC
ACB-11 56,50 C
ACB-51 55,33 CD
ACB-15 52,50 CDE
ACB-08 51,17 CDE
ACB-68 50,67 CDE
ACB-21 47,00 CDE
ACB-56 47,00 CDE
ACB-48 46,83 CDE
ACB-28 46,00 CDE
ACB-85 40,17 DE
ACB-90 39,33 E

7. Concluséo
Concluimos que A.alternata apresenta sensibilidade ao iprodione apenas na concentracdo de 1ppm e

B. subtilis demonstrou in vitro, ser um promissor agente de controle biolégico contra o fitopatégeno.
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