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RESUMO

O Brasil € um dos maiores produtores de citros do mundo e doencas de pos
colheita como o bolor verde, causado pelo fungo Penicillium digitatum, causam
prejuizos na comercializacao de frutos, e 0 seu controle acarreta aumento de custos
na producdo. Conjuntamente, a crescente preocupagdo com as consequéncias,
tanto ambientais como na salde humana, pelo uso de fungicidas no controle de
doencas, abre uma demanda por alternativa aos agroquimicos. Os fungos do género
Muscodor se destacam pela sua producdo de compostos organicos volateis (COVS)
com atividade antimicrobiana, podendo ser uma possivel alternativa ao uso de
fungicidas. Trés isolados deste género, LGMF1254, LGMF1255 e LGMF1256, do
Laboratério de Genética de Microrganismos, apresentaram resultados promissores
em ensaios de antagonismo contra P. digitatum em testes em placas de Petri com
divisédria. Destes, o isolado LGMF1256 causou inibi¢éo total do patégeno, motivando
outros experimentos para testar sua capacidade de inibir o crescimento do patégeno
utilizando outros substratos para o crescimento de Muscodor, sendo estes, aveia e
trigo, e em ensaios com frutos de laranja. No ensaio com substratos alternativos, o
isolado LGMF1256 também causou inibicdo total do crescimento do patdégeno,
comprovando a atividade antimicrobiana dos COVs. Nos testes com laranjas de
producédo organica, a inibi¢cao foi significativa (67,02%), demonstrando que o isolado
LGMF1256 € o mais promissor para futuros ensaios de controle da doenca bolor
verde. Com uso em frutos embalados ou armazenados em ambiente fechado,
durante o transporte, por exemplo, esse isolado pode no futuro ser uma alternativa

aos fungicidas atualmente utilizados.



ABSTRACT

Brazil is one of the greatest producers of citrus in the world, and post-harvest
diseases, like the green mold, caused by Penicillium digitatum, is the main cause of
production losses, and the control of this disease generates increase on production
expenses. Also, the increasing concern on the usage of fungicides on environment
and human health, brings a need for alternatives to agrochemicals. The fungi of
genus Muscodor are highlighted for their production of volatile organic compounds
(VOCs) with antimicrobial activity, being a possible alternative to the usage of
fungicides. Three isolates of this genus, LGMF1254, LGMF1255 and LGMF1256,
from Laboratory of Genetics of Microrganisms (LabGeM), presented promising
results in antagonism assays against P. digitatum in tests in Petri dishes with
division. Amidst them, the isolate LGMF1256 caused total inhibition of the pathogen,
motivating the continuation of experiments to determine its capacity to inhibit the
pathogen using other substrate for the development of Muscodor, oat and wheat, and
assays with orange fruits. In assay using alternative substrates, the isolate also
showed total inhabitation of the pathogen, attesting its VOCs antimicrobial activities.
In tests with orange fruits from organic production, the inhibition was significant
(67,02%), proving that the isolate LGMF1256 is the most promising for future control
assays of the green mold disease. With usage in packed fruits or storage fruits,
during transportation for example, this isolate might, in the future, be an alternative to

fungicides used nowadays.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores de citros e também é o maior
produtor de laranja do mundo (USDA, 2017). Entretanto a ocorréncia de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos prejudica as taxas de produtividade e o
controle dessas doencas encarece a sua producdo (PENA, et al. 2016). Entre os
fitopatdgenos mais importantes esta o fungo Penicillium digitatum, causador da
principal e mais agressiva doenca de poés-colheita em citros, o bolor verde (BV)
(FORNER et al. 2013), que apodrece o fruto, inviabilizando a sua comercializagéo e
consumo. Essa doenca é controlada atualmente por meio de fungicidas; entretanto,
pela preocupacdo com o meio ambiente, a saude do consumidor e a selecado de
cepas resistentes a agroquimicos, é necessario o desenvolvimento de alternativas a
eles (DROBY et al. 2016).

Uma possivel alternativa aos fungicidas € a biofumigacéo. Inicialmente
descrita como aproveitamento da decomposicdo de Brassica spp., ho controle de
infestacdo de nematoides de solo (ANGUS et al. 1994). A descoberta da producéo
de compostos organicos volateis (COVs) por fungos com atividade bioldgica,
inspirou uma nova abordagem da biofumigacdo (MERCIER, JIMENEZ, 2004). O
género Muscodor; descrito pela primeira vez em 2001 (WORAPONG et al. 2001),
atualmente possui 21 espécies validadas no MycoBank (http://www.mycobank.org).
Este género destaca-se pela producdo de COVs com atividade bioldgica, entre elas,
atividade antifingica sobre patégenos agricolas (MERCIER, SMILANICK, 2005). Os
COVs produzidos por isolados de Muscodor spp. ndo inibem fungos pertencentes ao
mesmo género, caracteristica que facilita a bioprospeccao de novas espécies (EZRA
et al. 2004, KUDALKAR et al., 2012, PENA et al. 2016). O isolado obtido por Pena et
al. 2016, Muscodor sp. LGMF1254, mostrou atividade antagonista contra o0s
patdégenos Penicillium digitatum e Phyllosticta citricarpa, causadores das doencas
bolor verde (BV) e mancha preta dos citros (MPC) respectivamente. Os isolados
obtidos por Pena et al. 2018, Muscodor sp. LGMF1255 e LGMF1256, tém
demonstrado resultados ainda mais promissores contra P. digitatum, podendo ser

uma possivel alternativa ao uso de agroquimicos no transporte de citros.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos do género

Muscodor isolados no Brasil contra o fitopatégeno de citros Penicillium digitatum.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antagonista dos Compostos Organicos Volateis
produzidos pelos isolados de Muscodor LGMF1254, LGMF1255 e
LGMF1256 contra Penicillium digitatum em meio Batata Dextrose Agar
como substrato.

Estimar a persisténcia da atividade antagonista dos COVs produzidos
pelo isolado Muscodor LGMF1256 contra Penicillium digitatum,
utiizando aveia e trigo como substrato para o crescimento de
Muscodor.

Determinar a capacidade inibitoria do desenvolvimento dos sintomas
do Bolor Verde em laranjas infectadas artificialmente com P. digitatum

na presenca de Muscodor LGMF1256.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Citrus sp.

Os citros abrangem as plantas pertencentes aos géneros Citrus, Fortunella e
Poncirus, e alguns hibridos, todos pertencentes a familia Rutaceae (MATTOS
JUNIOR et al., 2005). E uma das culturas de maior importancia econdmica no
mundo, sendo os maiores exemplos a laranja (C. sinensis), o limao (C. limonum), e a
tangerina (C. reticulata) (LIU, et al. 2012). O Brasil € um dos lideres mundiais na
producdo de citros, e o maior produtor de laranjas do mundo (FAO, 2016; USDA,
2017). Os citros podem ser consumidos in natura ou processados, sendo este ultimo
0 destino de aproximadamente um terco da producdo mundial de laranja (USDA,
2006). A origem dos citros € controversa, entretanto, 0 mais aceito € que s&o
originarios da Asia (LIU, et al. 2012). Historicamente, o consumo de laranja se
popularizou pela sua propriedade anti-escorbuto, consumida pelos marinheiros
durante as grandes navegacoes (LAWS, 2013).

O Liméo foi introduzido no mediterrdneo por volta do século VIII, enquanto a
laranja s6 é encontrada em registros posteriores o século XV (DUARTE et al. 2016).
Que por sua vez, foi introduzida nas Américas pelos portugueses e espanhdis por
volta do século XVII (LIU et al., 2016).

3.2. Penicillium digitatum

Penicillium digitatum é um Ascomycota, pertencente a familia Trichocomaceae,
sendo essa familia de grande importancia tanto positiva quanto negativa para a
humanidade (HOUBRAKEN, SAMSON, 2011). O género é historicamente conhecido
pela descoberta do antibidtico penicilina, por Alexander Fleming, pelo seu uso na
producdo de queijo e por ser um importante patégeno de pré e poés-colheita
(VISAGIE et al. 2014).

P. digitatum é o patdégeno de pdos-colheita de maior importancia para citros, pois
causa o bolor verde, podendo representar até 90% das causas de perda da safra
(MARCET-HOUBEN et al. 2012). Para que ocorra o desenvolvimento da doenca, é
necessario que ja haja algum tipo de injuria na casca, seja causada por algum
agente no campo, ou apenas pela manipulacdo ou transporte (BROWN,

CHAMBERS, 1996). Nos 3 primeiros dias 0s sintomas ainda ndo sao visiveis na
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fruta, podendo espalhar a doenca para outras frutas durante armazenagem (PALOU,
2014) por ser julgada como saudavel. A partir do terceiro dia € possivel ver uma
area branca com textura algodonosa, que posteriormente tera coloracao verde-oliva
(PALOU, 2014). Atualmente a doenca € prevenida através de fungicidas, entretanto,
a selecdo de cepas resistentes aos agroquimicos, como também o0s riscos
ambientais e de saude causado por residuos desses produtos sdo uma crescente
preocupacao (SHARMA et al. 2009).

3.3. Controle Biolégico

O controle biolégico de pragas e doencas passou a ser foco dentro das
pesquisas agricolas por conta da demanda de alimentos sem residuos de
agroquimicos. No Brasil especificamente, os primeiros bioinseticidas surgiram na
década de 50, e o controle por acdo antagonista, no inicio da década de 90
(BETTIOL et al. 2009). Os organismos que se destacam no controle biolégico sédo os
fungos entomopatogénicos e os fungos endofiticos (ESPOSITO, AZEVEDO, 2010).
O biocontrole por fungos possui diferentes tipos de mecanismos, podendo ser por
competicdo, onde um dos fungos cresce mais eficientemente que o outro (MELO;
AZEVEDO 1998); por parasitismo, no qual ele terd o hospedeiro como fonte de
nutrientes, e na antibiose, o organismo produz metabdlitos que acabam por inibir o
desenvolvimento de outro (AMORIM et al. 2010). Os fungos do género Muscodor,
apresentam acéao de inibicdo a diversos patdgenos, tanto humanos quanto vegetais
(DAISY et al. 2002, STROBEL, 2011).

3.4. Compostos Organicos Volateis (COVs)

Alguns microrganismos, principalmente fungos, sédo produtores de COVs
(ROBINSON; PARK, 1966). Desde essa descoberta, na década de 60, um dos
maiores focos de pesquisa na area vem sendo a procura por outros fungos
produtores de COVs, assim como a composi¢cdo desses compostos. Os COVs sao
resultado de processos metabdlicos de plantas, bactérias ou fungos, como
fermentacdes anaerdbicas e degradacdo de substancias organicas complexas
(INSAM; SEEWALD, 2010). Fungos do género Fusarium, (ROBINSON; PARK, 1966)
e do género Muscodor (STROBEL et al. 2001; WORAPONG et al. 2002), sao

produtores desses compostos volateis. Desde entdo, pesquisas vem sendo feitas
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sobre o efeito destes COVs em outros fungos, como a inibicdo de esporos. O termo
esporostatico passou a ser usado para descrever fungos que paravam de produzir
esporos por conta de alguma inibicdo, seja ela da prépria colénia ou proveniente de
outras colonias (ROBINSON; PARK 1966).

3.5. Biofumigacao

A Biofumigacao é uma alternativa a utilizacdo de quimicos toxicos no controle
de doencas de poés-colheita, que por sua vez ja possui pouca variedade, sendo o
mais utilizado dioxido de enxofre (MERCIER, JIMENEZ, 2004). Os tecidos de
Brassica spp. sdo ricos em glucosinolatos, que ao serem hidrolizados tornam-se
Isotiocianatos biodegradaveis e de baixa persisténcia no solo (GIMSING,
KIRKEGAARD, 2009), e como apresentam atividade biologica, sdo usados no
controle de infestacdo de nematoides em culturas (ANGUS et al. 1994). Na
micologia, essa técnica ganhou uma nova abordagem com a descricdo de Muscodor
albus (GOMES, et al.,, 2015), consistindo no uso dos COVs produzidos para o
controle de doencas de pos-colheita. A vantagem dessa técnica além da néo
utiizacdo de componentes potencialmente toxicos, por ser volatil, consegue
preencher a totalidade do espac¢o de armazenagem, evitando novos contatos com o
estoque para posterior fumigacdo (MERCIER, JIMENEZ, 2004; GOMES, et al.
2015).

3.6. Muscodor sp.

Muscodor é um género de fungos endofiticos pertencente a familia
Xylariaceae, que tem até o momento 21 espécies validadas, sendo que o primeiro
fungo do género Muscodor, M. albus, foi descrito em 2001 (WORAPONG et al.,
2001). Os primeiros isolados deste género obtidos no Brasil foram utilizados no
presente trabalho. Estes foram isolados de folhas de Laranjeira doce (Citrus sinensis
— LGMF1254) e de Aroeira, (Schinus terebinthifolius Raddi — LGMF1255 e
LGMF1256) (PENA, 2014; PENA, et al. 2018). As caracteristicas marcantes desse
fungo séo seu micélio branco, e o fato de ndo produzir esporos, mas a caracteristica
de maior interesse € sua producdo de volateis que inibem o crescimento de outros
fungos que ndo sejam do seu género, ajudando na bioprospecc¢éo para identificacdo
de novas espécies e no controle biolégico (EZRA et al. 2004, KUDALKAR et al.
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2012). O isolado LGMF1254, quando cultivado em meio BDA por 10 dias, tém o
Thujopseno, Cedrino e Azulino como os COVs com maior representatividade em
analises de cromatografia gasosa e espectrometria de massas (PENA, et al. 2016).
O Thujopseno ja é descrito com poder antimicrobiano (KUDALKAR et al. 2012),
sendo, provavelmente, um dos responséveis pela acdo antifingica ja demonstrada
por LGMF1254 (PENA, et al. 2016).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material biologico

O patogeno Penicillium digitatum LGMF1507 (Genbank: KY978834) foi isolado
de uma laranja de mercado com sintomas do bolor verde, e foi identificado por
sequenciamento de DNA da regido Internal Transcribed Spacer (ITS). O isolado
Muscodor sp. LGMF1254 (Genbank: KT956909) foi isolado de folhas saudaveis de
Citrus sinensis (PENA et al., 2016). Este isolado foi inoculado em placas de Petri
com meio BDA nos isolamentos subsequente, tendo ac&o seletiva para obtencéo
dos isolados Muscodor sp. LGMF1255 (Genbank: KY924493) e Muscodor sp.
LGMF1256 (Genbank: KY924494), ambos obtidos de Schinus terebinthifolius Raddi.
Todos estes isolados estédo depositados na colecdo microbioldgica do Laboratério de
Genética de Microrganismos (LabGeM) da UFPR.

4.2. Ensaios de antagonismo em BDA

Foi vertido meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) pH 5,8 em placas de
Petri de plastico com divisoria, onde de um lado foi repicado um plug de 5 mm de
didmetro de micélio do fungo antagonista do género Muscodor (LGMF1254,
LGMF1255 ou LGMF1256). As placas foram incubadas em B.O.D. ajustada para a
temperatura de 25 °C por cinco dias. Entdo, do outro lado da placa foi transferido um
pequeno repique a partir da camada superficial esporulada da colénia do patégeno
Penicillium digitatum. O controle consistiu em placas contendo apenas o patdgeno,
sem nenhum agente inibitério. As placas foram vedadas com uma fita de 100 mm X
25 mm de Parafilm® e uma tira de 25 mm x 282 mm de fita adesiva. Foram feitas 10
placas de cada condicdo. Foi feito registro fotografico todos os dias por 5 dias, a
area de crescimento das colénias foi medida com o auxilio do programa ImageJ
(SCHNEIDER et al. 2012).

4.3. Antagonismo utilizando grao como fonte de nutriente

Foram postos 75 g do gréo (gréo de trigo ou floco de aveia) junto com 150 mL
de 4gua destilada em frascos Béqueres de 1 L e autoclavados uma vez por dia, em
dois dias consecutivos, e deixados em repouso por dois dias. Metodologia adaptada

de Mercier, Jimenez, 2004. Depois, com o0 auxilio de uma espatula de metal
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autoclavada, o grao autoclavado foi transferido para um dos lados das placas de
Petri de plastico com diviséria, e do outro lado foi vertido meio BDA pH 5,8. Em
seguida foi depositado um plug de 5mm de Muscodor sp. LGMF1256 em um dos
lados da Placa. Foram utilizados trés grupos: o controle positivo consistiu no uso de
meio BDA com indculo do patdgeno, e do outro lado, o meio de cultivo (BDA, gréao
de trigo ou flocos de aveia) sem agente inibidor. O grupo controle negativo consistiu
no uso de BDA dos dois lados, havendo o patégeno de um lado, e 0 antagonista
previamente inoculado no outro. O grupo tratamento consistiu no antagonista
inoculado previamente sobre o grao (trigo ou aveia) e o patdgeno inoculado sobre
BDA. As placas foram incubadas em B.O.D. 25 °C por cinco dias. Sendo entéo,
transferido um pequeno repique a partir da camada superficial esporulada da colénia
do patégeno P. digitatum no outro lado da placa. As placas foram vedadas com uma
fita de 100 mm x 25 mm de Parafilm®, e uma tira de 25 mm x 282 mm de fita
adesiva. Foram feitas 10 placas de cada condicdo. O registro fotografico ocorreu
todos os dias por 5 dias, sendo a area de crescimento das colbnias medidas com o
auxilio do programa ImageJ (SCHNEIDER et al. 2012).

4.4. Antagonismo em frutos destacados

Metodologia adaptada de Lopez-Pérez et al. 2014. O fungo antagonista
Muscodor sp. LGMF1256 foi inoculado em trés pontos equidistantes com inoculos de
5mm de didmetro em placas de Petri de plastico com meio BDA pH 5,8 e incubado a
25°C. O experimento foi realizado apés o isolado ter ocupado pelo menos 80% da
superficie da placa de Petri, ocorrendo aproximadamente no 15° dia apds a
inoculacdo. Foram utilizadas 20 laranjas var. Pera de producdo organica. A
desinfestacao superficial dos frutos foi realizada imergindo-as em alcool 70% por um
minuto, seguido por solug&o de hipoclorito 2,5 % por trés minutos, novamente alcool
70% por 30 segundos, seguido de agua destilada por seis minutos, e novamente
agua destilada por seis minutos. Em seguida foram feitas injurias nas laranjas com
uso de objeto perfurante e inoculados sobre as injurias 10 pL de solucdo de esporos
de Penicillium digitatum com concentracdo 108/uL em camara de Neubauer. Foram
utilizados potes de plastico de 11 cm de diametro e 8 cm de altura, esterilizados por
exposicao a raio ultravioleta germicida durante 30min, para entdo os frutos serem

alocados. O grupo controle possuiu apenas as laranjas artificialmente infectadas em
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potes de plastico vedados com fita adesiva, e o grupo tratamento possuiu as laranjas
artificialmente infectadas junto da placa, sem a tampa, com 0 antagonista
LGMF1256 no pote de plastico vedado com fita adesiva. A documentacao fotografica
foi realizada diariamente por 5 dias, e 0 acompanhamento por inspecédo visual
continuou até o 10° dia. As taxas de crescimento foram avaliadas com o auxilio do
programa ImageJ (SCHNEIDER et al. 2012).

4.5. Andlise estatistica

A partir dos dados obtidos pelas medicoes no ImageJ (SCHNEIDER et al.
2012), foi aplicado analise de variancia e o teste de Tukey pelo programa Assistat
7.7 (SILVA, AZEVEDO, 2016) e com os resultados, foi confeccionado o grafico de

crescimento do controle e dos tratamentos no Microsoft Office® Excel 2016.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios de antagonismo em BDA

Apos os cinco dias de experimento, pode-se observar que houve influéncia dos
isolados de Muscodor sp. sobre o desenvolvimento de Penicillium digitatum (Tabela
1). Nos tratamentos houve um retardo no crescimento da colénia, comparando com
o controle (Gréfico 1). O isolado LGMF1254 apresentou inibicao significativa apenas
no segundo dia, j& o isolado LGMF1255 apresentaram inibicdo do patégeno a partir
do 3° dia. Ao longo do 4° dia, diferentemente do controle, as colonias néao
desenvolveram a coloracao verde-oliva caracteristica da sua esporulacdo. Dentre os
trés isolados, o LGMF1256 se mostrou 0 mais eficiente, inibindo por completo o
desenvolvimento do patdgeno. Posterior observacéo, envolvendo a realocacdo de
indculos de P. digitatum do experimento, para placas de Petri sem o0 antagonista,
observou-se que o isolado teve uma atividade fungistatica. O género Muscodor é o
mais estudado no uso de COVs para controle de doencas de pdés colheita, tendo
suas espeécies descritas com capacidade de inibir e matar fungos de diversos
géneros, inclusive Penicillium (MARI et al. 2007). Sua eficiéncia como controlador
bioldgico depende de diversos fatores, como meio de cultivo, método de aplicagéo, e
condicBes ambientais (TALIBI et al. 2014), apresentando bons resultados a 25°C, e
menor eficiéncia a baixas temperaturas, sendo ineficiente aos 3°C (MARI et al.
2007). Devido a esses resultados promissores, o isolado LGMF1256 foi selecionado

para 0s proximos ensaios.

Tratamentos Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Controle 0,04320 ab 1,00140 a 3,15480a 7,82540 a 10,2610 a
LGMF1254 0,03060 ab 0,66300 b 2,83160a 6,21980ab  8,26180 a
LGMF1255 0,04520a 0,66268 b  2,55800a 4,67640 b  4,63480 b
LGMF1256 0,00540 b 0,00540 <c¢ 0,00920 b 0,00920 c¢ 0,00920 c

Tabela 1: Dados do teste de Tukey (p <0,05) ao decorrer de cinco dias de analise a partir
das éareas do grupo Controle e dos grupos tratamentos (LGMF 1254, LGMF1255 e
LGMF1256) do antagonismo dos isolados de Muscodor com o fungo fitopatogénico

Penicillium digitatum.
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Grafico 1: Crescimentos das areas (cm?2) do grupo controle e dos grupos tratamentos
(LGMF1254, LGMF1255 e LGMF1256) do Penicillium digitatum em culturas de crescimento

pareado com isolados do género Muscodor.

5.2. Antagonismo utilizando grdo como fonte de nutriente

Como demonstrado anteriormente, o isolado LGMF1256 inibiu o patdgeno em
BDA no controle negativo do experimento (Tabela 2). Consecutivamente, o
antagonista crescendo em grao (trigo ou aveia) também apresentou inibicéo total do
patogeno ao longo dos cinco dias de observacdo (Tabela 2, Figura 1). A
composicdo do meio de cultivo tem grande importancia nos volateis produzidos
(EZRA, STROBEL, 2003), no ensaio consistindo na realocacdo de inéculos de
P. digitatum do experimento, para placas de Petri sem o antagonista, demonstrou
atividade fungicida sobre o patégeno, quando em BDA, LGMF1256 teve atividade
fungicida. Em gréo de centeio (Poaceae) Muscodor albus é descrito produzindo um
total de 28 COVs (MARI et al. 2007), entre eles, a maior quantidade de &cido
isobutirico, um dos responsaveis pela sua atividade antimicrobiana, ja registrada
anteriormente (MERCIER, et al. 2007).

P. digitatum (cm?)

Meio
Controle 18.96 a
PDA 00.01 b
aveia 00.03 b
trigo 00.04 b

Tabela 2: Dados do teste de Tukey (p <0,05) apenas no 5° dia sob as condigbes Controle

(apenas P. digitatum) e tratamentos em teste de antagonismo com o isolado LGMF1256.
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Figura 1: Experimento de antagonismo utilizando grdos como meio de cultivo de Muscodor
LGMF1256 no quinto dia de avaliacdo, Controles positivos (A, B, C), controle negativo (D) e
tratamentos (E e F). Sendo utilizado como meio de cultivo do patégeno sempre BDA, e para

0 antagonista BDA (A e D), flocos de aveia (B e E) e grdo de trigo (C e F).

5.3. Antagonismo em frutos destacados

Buscando alcancar condigcbes proximas a realidade numa situacdo de
armazenagem, se fez necessario a experimentagcdo utilizando frutos. A perfuracao
da casca, dando ao patdégeno acesso ao albedo da laranja, garantiu 0 sucesso no
estabelecimento da doenca (Figura 2) (LOPEZ-PEREZ, et al. 2014). As taxas de
crescimento no controle e no tratamento foram equiparadas até o segundo dia de
experimento, sendo possivel verificar o descompasso de crescimento no terceiro dia
de avaliagédo, porém, ainda sendo estatisticamente iguais. A partir do quarto dia que
a diferenca estatistica entra o tratamento e o controle € visivel (Tabela 3, Gréfico 2,
Figura 2). Sendo, no quinto dia, a lesdo causada por P. digitatum 67,02% menor na
presenca de Muscodor LGMF1256. A dispersdo aérea dos COVs de Muscodor sp.

sem necessidade de contato com o fruto € o principal fator que torna o seu uso no
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controle de patégenos de pds colheita vantajoso (MERCIER, JIMENEZ, 2003). A
diferenca nos resultados in vitro para o resultado in vivo pode derivar da diferenca de
espaco entre o pote e a placa de Petri, havendo uma menor concentracdo dos
COVs. Entretanto, estes resultados demonstram que o isolado LGMF1256 possui

eficiéncia em minimizar o desenvolvimento da doenca.

Tratamento dial dia 2 dia 3 dia 4 dia5b
controle 0,8774 3,6744 9,1682 18,2994 25,2052
1256 0,6816 2,37473 3,9476 6,9894 8,3174

Tabela 3: Crescimentos (em cm?) do grupo controle e do grupo tratamento LGMF1256 do P.
digitatum in vivo em laranjas variedade Pera, no qual a diferenca no desvio padrédo do

tratamento e do controle é verificado a partir do 4° dia.

Lesao causada por P. digitatum em frutos destacados
35

30
25

=
20 & controle

cm?

15 #1256

10
29

b

O Lo o :::::l-:i:: ":.\ o
dial dia 2 dia 3 dia 4

o
o
w

Gréafico 2: Tamanho em &rea (cm?2) da lesao de bolor verde, causada pelo P. digitatum, em
laranjas destacadas, do grupo controle contendo apenas o patégeno inoculado, e do grupo
tratamento contendo o patdgeno infestando o fruto na presenca de Muscodor LGMF1256,

ao longo de cinco dias.
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Figura 2: Fotos das laranjas var. Pera, infectas no controle (A, B e C) e do tratamento com o
isolado LGMF1256 (D, E e F), no 4° dia (A e D), no 5°dia (B e E) e no 6° dia (C e F).
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6. CONCLUSOES

A crescente preocupacdo com o uso de agroquimicos e seus residuos refletem
em uma necessidade a outras formas de manejar doencas que acometem plantas
de interesse econdémico. Os fungicidas, além de terem efeito seletivo em cepas
resistentes aos seus principios ativos, deixam residuos que tém impactos negativos
no ecossistema e na saude humana. Por outro lado, compostos de origem natural
tem menos chance de serem prejudiciais e residuais no ecossistema. O controle
biol6gico por meio dos COVs produzidos pelos fungos do género Muscodor vém
sendo descrito como uma possivel alternativa aos fungicidas utilizados atualmente.
Pela andlise dos experimentos conduzidos neste projeto, observou-se que 0s
isolados do género Muscodor utilizados apresentam grande potencial na inibicdo de
P. digitatum, causador da doenca que € uma das principais causas de perdas na
citricultura. Em especial, o isolado LGMF1256 demonstrou ag&o inibitoria promissora
sobre o crescimento do patdégeno. E os resultados demonstrados nos cultivos em
graos e nos testes em frutos demonstra que esse isolado seria um bom candidato
para uso no controle biolégico desse patdgeno durante seu transporte, minimizando

perdas e possivelmente, diminuindo custos de manejo.
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