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Deteccéo de Phyllosticta citricarpa em folhas e manejo da mancha preta dos
citros em limé&o verdadeiro

Autor: Marcos Alexandre Pivello
Orientador: Dr. Geraldo José da Silva Junior

RESUMO

O estado de S&o Paulo é o maior produtor nacional de limdo, com aproximadamente
70% da producdo, 853 mil toneladas da fruta. Dentre os fatores que afetam a sua producéo,
destaca-se a mancha preta dos citros (MPC), causada por Phyllosticta citricarpa, que provoca
gueda prematura e depreciacdo dos frutos para o comércio in natura. O manejo da MPC ¢
realizado pela integracdo de diferentes estratégias como o controle quimico, cultural,
bioldgico e fisico. O trabalho teve por objetivos: i) validar uma metodologia de deteccéao de P.
citricarpa em folhas de limédo verdadeiro e; ii) avaliar diferentes tipos de poda, manejo do
mato, agentes de decomposicdo de folhas ou inibidores da liberacdo de ascOsporos em
conjunto com o controle quimico no manejo da MPC em pomar de limdo verdadeiro. Em
casa-de-vegetacéo, folhas de liméo foram inoculadas com diferentes concentragfes de esporos
(10" a 10° conidios.mL™) de P. citricarpa e analisadas por PCR. No campo, mudas de limao
foram utilizadas como armadilha para capturar esporos por periodos de aproximadamente 10
dias de outubro de 2011 a marc¢o de 2012 e, em seguida as folhas foram coletadas e analisadas
por PCR. O experimento de manejo da doenca foi conduzido em pomar comercial de limao
verdadeiro “Eureka” no municipio de Barretos, SP. A area foi dividida em duas, com rocada
convencional ou ecologica do mato. Em cada area as podas foram feitas de 3 tipos: i)
convencional, ii) convencional + ramos secos ou, iii) convencional + ramos secos + remocao
dréstica no topo) e 4 tratamentos nas folhas caidas no solo: i) &gua, ii) ureia, iii) cloreto
benzalcdnio ou, iv) Trichoderma harzianum. O controle quimico com fungicidas foi
realizado em toda a area. Avaliou-se a incidéncia e a severidade da MPC em frutos e folhas e
a producdo de frutos. Foi possivel detectar P. citricarpa por PCR nas folhas de liméo
inoculadas com 3000 conidios. As folhas das mudas armadilhas apresentaram PCR positiva
apenas no més de janeiro de 2012. Dentre os tratamentos avaliados, o controle da MPC foi
mais eficiente e a produtividade das plantas foi maior nas areas onde se utilizou a rocadeira
ecologica. Os trés tipos de podas apresentaram resultados variaveis quanto ao controle da
MPC. Os produtos aplicados nas folhas ndo apresentaram efeito na reducdo da MPC.
Palavras-chave: Citrus limon, armadilha de esporos, controle cultural, poda, rogadeira
ecoldgica.
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Detection of Phyllosticta citricarpa on lemon leaves and citrus black spot
management in lemon orchard

Author: Marcos Alexandre Pivello
Advisor: Dr. Geraldo José da Silva Junior

ABSTRACT

Sdo Paulo State is currently the largest Brazilian lemon producer, with 70% of
production (853 000 tons). Among the factors affecting its production, there is a citrus black
spot (CBS), caused by Phyllosticta citricarpa, which provokes the premature fruit drop and
depreciation for fresh fruit market. CBS management is performed by integration of different
control strategies such as chemical, cultural, biological and physical. Thus, this study aims to:
1) validate a methodology for P. citricarpa detection in lemon leaves and, ii) evaluate
different types of pruning, weed management, lemon leaf decomposition agents or ascospores
release inhibitors along with chemical control for CBS management on lemon orchard. In
greenhouse, lemon leaves were inoculated in different P. citricarpa conidia concentrations
(10'-10° conidia.mL™) and analyzed by PCR. In orchard, the young lemon trees were used to
capture spores for 10-day periods from October 2011 to March 2012, and then the leaves were
collected and analyzed by PCR. The CBS management field trial was carried out in a Eureka
lemon orchard in the municipality of Barretos, S&o Paulo, Brazil. The area was divided into
two parts, with conventional or ecological mowing. In each mowing area three types of
pruning were done: i) conventional pruning, ii) conventional + dried twigs pruning or, iii)
conventional + dried twigs + top drastic removal pruning. In each pruning area four products
were sprayed on lemon fallen leaves: i) water, ii) urea, iii) benzalconic chloride or, iv)
Trichoderma harzianum. Chemical control with fungicides was performed in all area. CBS
incidence and severity were evaluated in fruits and leaves and the yield was evaluated per
tree. It was possible to detect P. citricarpa by PCR on lemon leaves inoculated with 3000
conidia. The P. citricarpa positive PCR was obtained only in young lemon trees kept in the
orchard in January 2012. Among the treatments evaluated, the CBS control was more efficient
and yield was higher in areas where the ecological mowing was used. The three types of
pruning showed variable results for CBS control. The products applied on fallen lemon leaves
showed no effect in reducing CBS.

Keywords: Citrus limon, spore trap, cultural control, pruning, ecological mowing.



1 INTRODUCAO

A agroindustria citricola brasileira destaca-se por ser responsavel por 60% da
producdo mundial de suco. O Brasil colheu na safra 2011/2012 mais de 19 milhdes de
toneladas de laranja, o que equivale a um ter¢o da producdo mundial (FNP, 2013). Além da
laranja o Brasil em 2011 produziu aproximadamente 1,1 milhdes de toneladas de lim&o. Essa
estimativa de producdo de limdo inclui as frutas citricas com suco muito acido, nela estdo
incluidos tanto os lim@es verdadeiros (Citrus limon) quanto as limas &cidas “Tahiti” (Citrus
latifélia) e “Galego” (Citrus aurantifolia) (IEA, 2013). A area colhida de lim&o nesta safra foi
de 47 mil hectares. O Estado de S&o Paulo, assim como na producdo de laranja, destaca-se
como o maior produtor nacional de limdo, com aproximadamente 70% da producao brasileira,
representando 853 mil toneladas da fruta em uma area de 28,8 mil hectares (BRASIL, 2013a).

Apesar desta importancia para o setor agricola nacional, a citricultura passa por
grandes dificuldades, principalmente relacionada a doencas, dentre elas, destacam-se o
huanglongbing (HLB) causado por Candidatus Liberibacter spp, o cancro citrico causado pela
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, a clorose variegada dos citros (CVC) causado
pela bactéria Xylella fastidiosa e a pinta preta ou mancha preta dos citros (MPC). A MPC,
causada pelo fungo Phyllostica citricarpa McAlp (teleomorfo: Guignardia citricarpa Kiely),
foi constatada no estado de S&o Paulo na década de 90 afetando limdes verdadeiros e
laranjeiras de maturacdo tardia na regido do municipio de Conchal (Goes & Feichtenberger,
1993).

Dentre os danos causados pela MPC, destaca-se a queda prematura de frutos que pode
causar reducdes severas na produtividade, a comercializacdo de frutos in natura de limdes
verdadeiros e laranjas que € prejudicada devido a presenca de sintomas MPC nos mesmos,
sendo o agente causal uma praga quarentenaria do tipo Al na Unido Europeia, 0 que restringe
a entrada de frutos sintomaticos nestes paises considerados livres desta doenca (Mendes &
Freitas, 2005).

A MPC produz dois tipos de indculos (esporos), a fase perfeita (sexuada) produz os
ascosporos e a fase imperfeita (assexuada) produz os conidios (Kotzé, 1981). Os ascOsporos
sdo formados em folhas citricas infectadas em decomposic¢do no solo, quando maduros sdo
ejetados sendo dispersos pelo vento, infectando ramos, frutos e folhas da mesma planta ou de
plantas vizinhas (Kotzé, 1981; Sposito, 2003; Sposito et al., 2007, 2008, 2011). Em frutos,
folhas e ramos secos sdo formadas lesGes que podem produzir em seu interior os conidios,

estes sdo dispersos a curta distancia pela agua de chuva, orvalho ou irrigacdo, podendo



infectar novos ramos, folhas e frutos, principalmente os localizados abaixo da fonte de
inoculo, aumentando a doencga na planta (Spdésito, 2003; Spdsito et al., 2011).

O controle da MPC ¢ baseado principalmente na eliminacéo, supressdo da formacao
ou impedindo a disseminacdo e posterior infeccdo destes dois tipos de indculo, conidios e
ascosporos (Scaloppi, 2010). O controle dos ascdsporos pode ser feito por meio da reducgdo da
queda de folhas, aceleracdo da decomposi¢do das folhas caidas no solo, barreira fisica com o
manejo do mato da entrelinha que dificulta a liberacéo e dispersdo ou remocédo dessas folhas
caidas (Almeida, 2009; FUNDECITRUS, 2008).

O manejo do mato nas entrelinhas com o uso da rogadeira ecoldgica apresentou bons
resultados na reducdo da severidade da doenca. Esta rocadeira langa a massa de mato cortada
sob a copa das plantas, formando uma barreira fisica sobre as folhas citricas caidas que
produzem os ascosporos (Rossetto, 2009).

O uso de decompositores de folhas, como a uréia entre outras formulagdes aplicadas
através de equipamentos como barras de herbicidas sdo técnicas que agregam no manejo da
doenca visando o controle de ascdsporos. No trabalho realizado por Bellotte (2006) foi
observado reducéo significativa da severidade da doenca utilizando como decompositores de
folhas a uréia, nitrato de célcio, calcario dolomitico, microorganismos eficazes e outros
produtos comerciais.

O controle da fase imperfeita (conidios) leva em consideracdo as lesdes formadas em
ramos secos, folhas e frutos e basicamente é realizado por meio do controle quimico com
fungicidas visando a protecao dos frutos e com poda de ramos secos das plantas que reduzem
a quantidade de ramos secos nas plantas (Scaloppi, 2010). A poda para 0 manejo de doencas é
uma importante medida sanitaria, onde sdo removidos da planta tecidos mortos, nos quais sao
produzidos conidios, que sdo possiveis focos de infeccdo da doenca (Rossetto, 2009).

A MPC ¢é uma doenga com controle complexo, em algumas areas o controle quimico
tem sido utilizado como estratégia Unica no manejo da doenca. Em limdo verdadeiro, o
controle da MPC se torna dificil devido a diferentes fatores tais como: floradas desuniformes
sendo necessario um maior numero de pulverizagfes para protecdo dos frutos, queda intensa
de folhas contribuindo para o aumento da producdo de ascosporos, grande quantidade de
ramos secos contribuindo para a producdo de conidios e freqiiente formacdo de lesGes em
folhas.

As pulverizacGes ainda sdo realizadas por meio do sistema calendario em funcdo de

ainda ndo existir uma metodologia eficiente para a quantificacdo dos dois tipos de inoéculo



(conidios e ascosporos) no campo. As armadilhas caca-esporos sdo utilizadas para este fim,
mas quantificam apenas os ascosporos do fungo, pois os conidios ndo sdo disseminados pelo
vento. Entretanto, essas armadilhas tém o inconveniente de detectar ascosporos de G.
citricarpa e também de outra espécie ndo patogénica de Guignardia, pois ambas apresentam
ascosporos indistinguiveis (Fourie et al., 2013). O emprego de outras estratégias de manejo
como o controle cultural, fisico ou biolégico em conjunto com o controle quimico tem sido
essencial para reduzir os danos causados por esta doenca.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivos: i) validar metodologia de deteccéo de
conidios e ascosporos de G. citricarpa conjuntamente no campo, em folhas de liméo
verdadeiro e; ii) avaliar o efeito de diferentes estratégias de manejo sobre o controle de MPC
em pomar comercial de limdo verdadeiro, utilizando diferentes tipos de podas, de manejo do
mato e agentes de decomposicdo de folhas ou inibidores da liberacdo de ascosporos em

conjunto com o controle quimico.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Consideracdes sobre Limé&o Verdadeiro (Citrus limon (L.) Burm. f.)

De origem controversa relacionada a sua taxonomia e histdria, acredita-se que o liméo
verdadeiro seja originario do Himalaia, dai levado para Europa nas épocas das cruzadas
religiosas (Webber, 1943) e para a América foi trazido pelas expedi¢des de Colombo em 1493
(Tolkowsky 1938; Sinclair 1984 apud Pio et. al., 2005).

Como caracteristica da planta do limoeiro, apresenta habito de crescimento ereto, com
bastante vigor que exige podas das plantas, normalmente ap6s o sétimo ano de cultivo do
pomar. Os frutos apresentam formato oblongo-elipsoide, variando o tamanho de acordo com a
variedade, e quando maduros ficam com a coloracdo da casca amarela (Donadio et. al., 1995).
A massa dos frutos varia de 120 a 220g, o teor de suco entre 45 e 55%, os s6lidos sollveis em
torno de 9% e a acidez em torno de 5,5% (Cardoso, 1998).

Os limoes estdo adaptados a regides de clima sub-tropical com temperaturas médias
inferiores a 20°C. Em regifes com maiores amplitudes térmicas o florescimento pode ser
desuniforme propiciando a colheita durante todo o ano (Coggins, 1984). Normalmente, a
época de colheita para estas variedades de limdo concentra-se da segunda quinzena do més de
abril até a primeira quinzena do més de agosto (Pio et al., 2005).

Entre as variedades mais cultivadas no mundo destaca-se a Eureka, Femminello,
Genova, Lisboa, Siciliano, Monachello, Vilafranca, Interdonato, Verna (Sinclair 1984; Saunt
1990 apud Pio et. al., 2005). No Brasil as variedades que vem sendo mais cultivadas séo o
Eureka, Femminello, Genova e Lisboa (Pio et. al., 2005). Estas variedades apresentam como
caracteristicas:

(i) Eureka — atualmente a variedade mais cultivada no Brasil. Comparada com a variedade

Lisboa, apresenta plantas com menor porte, menos enfolhadas e com poucos espinhos, 0s
frutos em sua maior parte sao distribuidos na parte externa da planta;

(i) Femminello — esta variedade apresenta como principal caracteristica plantas com porte
vigoroso, produtivas e com varios fluxos de florescimento, o fruto apresenta tamanho médio e
casca grossa;

(iii) Lisboa — apresenta plantas com porte médio a elevado, com muitos espinhos e folhagem
densa, os frutos estdo distribuidos na parte interna da copa da planta e compardo com 0s
frutos da variedade Eureka, apresenta casca ligeiramente mais rugosa;

(iv) Genova — apresenta plantas com porte menor que as variedades anteriores, com pouco

espinho e folhagem abundante, o fruto € formato mais arredondado e textura macia.



No estado de S&o Paulo os plantios localizados nas regites mais ao sul podem ser
afetados por geadas, uma vez que os limdes sdo muito sensiveis a temperaturas muito baixas.
Por outro lado, os plantios localizados mais ao norte do estado apresentam plantas com maior

vigor e menor longevidadade, sendo mais atacados por pragas (Pio et al., 2005).

2.2 Historico da mancha preta dos citros

A MPC dos citros € uma doenca de relevante importancia econémica para 0s paises
produtores de citros, destacando entre eles o Brasil, Argentina na regido de Tucuman,
importante produtora de lim3o, Africa do Sul, China e Australia (Laranjeira et. al., 2005). O
primeiro relato da doenca ocorreu em 1895 na Australia causando grandes perdas na producao
de frutos de laranja doce (Sutton & Waterston, 1966). Em 1925 a doenca foi relatada na
Africa do Sul (Doidge, 1929). Posteriormente, a MPC foi relatada em vérios outros paises da
Africa, Asia e América do Sul, incluindo importantes produtores como China, Argentina,
Uruguai e Brasil (Sposito, 2003). Em 2010 a doenca foi relatada na Flérida nos Estados
Unidos (Schubert et al., 2012)

No Brasil, foram nos estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Séo Paulo os
primeiros relatos da doenca (Laranjeira et. al., 2005). A doenca esta presente em todos 0S
estados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Costa et. al., 2003; Andrade et. al.,
2004; Baldassari et. al., 2004; Theodoro et. al., 2004 e Caixeta et. al., 2005) citados por
Scaloppi (2010). Na regido Norte esta presente em Rond6nia e no Amazonas (Gasparotto et
al., 2004). Em 2012 a doenga foi relatada no estado da Bahia na regido Nordeste do Brasil
(Silva et al., 2012).

2.3 Etiologia e epidemiologia da mancha preta dos citros

O agente causal da MPC, o fungo Phyllosticta citricarpa McAlpine, tem como forma
sexuada o fungo Guignardia citricarpa Kiely, que pertence ao filo ascomiceto (Kiely, 1949;
Baayen et al., 2002). Esse fungo produz dois tipos de indculos, na fase perfeita produz os
ascosporos e na fase imperfeita produz os conidios (Kotzé, 1981; McOnie, 1964).

A deteccgéo e confirmacdo da G. citricarpa como agente causal pode ser realizada por
meio de técnicas convencionais de cultivo em meio de cultura e analise em microscopio.
Entretanto, existe uma espécie endofitica de Guignardia que apresenta caracteristicas
morfologicas similares a espécie patogénica, podendo dificultar a diagnose correta da MPC.
Desta forma, a diagnose realizada por métodos moleculares passa a ser a mais segura, uma

vez que utiliza primers especificos para G. citricarpa (Baayen et al., 2002; Stringari et al.,



2009). Os primers utilizados para a caracterizagdo de G. citricarpa sdo GCP1 / GCP2
(Stringari et al., 2009) ou os primers PB-N-1TS-Gc / NP-Br-1TS-Gc¢” (Peres et al., 2007). Ja o
0s primers PB-N-ITS-Gm / NP-BR-ITS-Gm sdo utilizados para a deteccdo da forma
endofitica de Guignardia que em sua fase assexuada é denominada de P. capitalensis (Peres
et al., 2007; Stammler et al., 2013).

Em sua fase perfeita, esse fungo apresenta pseudotécio de forma globosa com ascas,
células em forma de saco, em formato de clava, arredondado e bitunicado na extremidade
superior. Internamente nas ascas sdo formados 0s ascOsporos, estes cobertos por uma massa
gelatinosa. Quando estes ascosporos (esporos sexuados) estdo maduros, sdo ejetados pelo
estiolo, dispersando o fungo por meio do vento (McOnie, 1964; Sivanesan, 1984).

Em sua fase imperfeita, as estruturas de frutificacdo sao representadas pelos picnidios,
estrutura globosa, semifechada, apresentando um poro na sua parte superior, dentro do qual
sdo produzidos conidios. Estes conidios apresentam formato ovoide a eliptico, emergem
através do ostiolo, sendo envoltos por uma mucilagem, que em condi¢fes naturais apresenta
coloracdo creme, estes dispersados a curtas distancias por respingos (Baldassari et al., 2001;
Feichtenberger et al., 1997)

Os esporos do fungo (ascosporos ou conidios) aderem sobre tecidos suscetiveis da
planta, germinam e produzem apressorios, que posteriormente penetram através da cuticula,
ndo necessitando de aberturas naturais nos tecidos para ocorrer & infeccdo (McOnie, 1967;
Kotzé, 1981). Através desta hifa, formada na regido entre a cuticula e a epiderme, o fungo fica
dormente por um periodo de até 12 meses até a expressdo dos sintomas em frutos citricos.
Esse longo periodo de incubacdo é uma caracteristica da MPC (Kotzé, 1981). Segundo
McOnie (1964), a maturagéo do fruto, com temperaturas acima de 21 °C e exposi¢do a intensa
radiacdo solar interrompe este periodo de dorméncia do fungo. Razdo que muitas vezes
justifica a expressdo de sintomas de MPC somente ao término do inverno ou apos a colheita
dos frutos.

Os frutos citricos s@o susceptiveis ao patdogeno durante todo o periodo de maturacéo
(Almeida, 2009, Aguiar et al., 2012). Uma vez a MPC estabelecida no pomar citrico, ndo ha
consenso sobre qual forma de esporos do fungo (conidios e ascosporos), € mais importante
para a dispersdo da doenca. Para as condicdes da Africa do Sul, segundo Kotzé (1981), os
ascosporos sdo os principais propagulos do fungo. Entretanto, para as condi¢des do Brasil, 0s

conidios estdo associados com o incremento da doenca (Spdsito et al., 2007, 2008, 2011).



2.4 Sintomatologia da mancha preta dos citros

O patogeno infecta e causa lesdes em frutos, folhas e ramos das plantas citricas. Para
laranjeiras doces 0s sintomas sdo visiveis e problematicos em frutos (Baayen et al., 2002),
para o limoeiro, além dos frutos sintomaticos, as folhas apresentam sintomas de infeccdo com
maior frequencia que as demais variedades (Kotzé, 1988).

No Brasil, a doenca apresenta seis tipos de sintomas, nomeados de acordo com a sua
caracteristica (Goes et al., 2000; FUNDECITRUS, 2008):
(i) mancha dura — este sintoma é o mais frequente da doenca, geralmente é o primeiro a
aparecer (Figura 1). As lesdes aparecem quando os frutos iniciam a maturacdo. Em frutos
maduros, aparece um halo verde ao redor da lesdo que apresenta centro deprimido de cor
marrom com pontuacdes escuras (estruturas onde os conidios sdo formados), ja nos frutos
mais verdes ocorre o inverso, um halo amarelo aparece circundando as lesdes. Este tipo de
sintoma também é constatado em folhas, podendo ocorrer nas duas faces da folha;
(ii) falsa melanose — este sintoma ocorre onde a doenca esta estabelecida ha algum tempo e 0s
frutos encontram-se com 4 a 5 meses apds a queda das pétalas, aparecem pequenas lesdes
com numerosos pontos escuros ao seu redor. Pode ser confundido com a melanose dos citros
causada pelo fungo Diaporthe citri, apesar da aparéncia, as textura das lesdes sao diferentes, a
MPC é de textura lisa e a melanose € aspera;
(iii) mancha rendilhada — apresenta lesdes superficiais de coloracdo marrom e de textura lisa,
sem bordas definidas que atingem grande parte do fruto. Estas lesGes aparecem em frutos
ainda verdes e a area lesionada fica amarela;
(iv) mancha trincada — ocorre em frutos ainda verdes, onde apresentam lesdes superficiais,
com manchas de aspecto oleoso e posteriormente proximo a maturacéo as lesdes apresentam
fendilhamentos (trincas);
(v) mancha sardenta — s@o lesbes pequenas levemente deprimidas e de coloracéo
avermelhada, aparecem em frutos maduros, estas lesbes podem coalescer aumentando seu
tamanho ou permanecerem estaveis, pequenas e individuais;
(vi) mancha virulenta — este sintoma pode alcangar grandes areas nos frutos, ocorrem
normalmente no final da safra com os frutos maduros, as lesdes aparecem devido a
coalescéncia de lesdes do tipo mancha sardenta e mancha dura, que ddo origem a grandes
lesGes deprimidas de centro acinzentado e bordas salientes, apresentando coloragéo escura

marrom ou vermelha, apresentando necrose na casca dos frutos.
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Figura 1 — Sintomas de mancha dura em frutos de liméo verdadeiro de area com alta pressdo
de indculo de Phyllosticta citricarpa e sem controle da mancha preta dos citros.

A temperatura elevada, a intensa radiacéo solar, séo fatores que favorecem a expresséo
dos sintomas da MPC (Feichtenberger, 1996). Quanto a manifestacdo dos diferentes tipos de
sintomas observados, pode estar relacionado a susceptibilidade dos tecidos, as condigdes do
clima e o tipo de indculo que causou o sintoma. Plantas mais velhas, debilitadas e estressadas
s80 mais sujeitas a expressao de sintomas do que as plantas sadias e vigorosas (Feichtenberger
et al., 2005).

2.5 Manejo da mancha preta dos citros

Segundo Kimati & Bergamim Filho (1996), a adocdo sistematizada e harmoniosa de
diferentes medidas de controle da doenca, visa suprimir ou desacelerar o ciclo das relacGes
patdgeno-hospedeiro.

O manejo da doenca visa eliminar ou minimizar a producdo das duas fontes de
indculo. Para atuar sobre os ascOsporos, pode-se fazer o manejo da vegetacdo local
(gramineas e leguminosas) em ruas de plantio, com uso de rogadeiras ecologicas; utilizar
decompositores de folhas como a uréia ou formulacbes prontas, aplicado por meio de
aplicadores de herbicida; eliminar as folhas com uso de rastelos mecéanicos conjugados com
trinchas ou reduzir a queda de folhas das plantas (Bellote, 2006; Almeida, 2009; Réssetto,
2009; Scaloppi, 2010). Para o caso dos conidios, ja que esses na sua maioria sdo formados em
galhos secos recomenda-se um bom manejo nutricional das plantas, controle de doencas que
causam a seca de ramos e poda de ramos ou galhos secos.



O emprego de pulverizacdo com fungicidas é outra forma eficiente de controle da
MPC (Scaloppi, 2010). Entre os fungicidas utilizados para o controle da doenca, dois tipos
sdo adotados, os protetores e 0s sistémicos (Almeida, 2009).

A adocdo de medidas integradas de manejo é necessaria para obtencdo de um bom
nivel de controle da doenca (FUNDECITRUS, 2008).

2.5.1 Podas

Prética cultural adotada na fruticultura desde a antiguidade, com o objetivo de intervir
no crescimento vegetativo e na produtividade das frutiferas, a poda consiste em remover uma
guantidade variavel de tecidos das plantas (Carvalho et al., 2005).

Entre os materiais utilizados para esta atividade, destacamos 0 uso de serras manuais,
tesouras manuais ou pneumaticas ou serras motorizadas (Réssetto, 2009). Dentre as diferentes
modalidades de podas realizadas nas plantas, pode se destacar quatros tipos, como sendo as
mais usadas nas plantas citricas, sendo elas; poda de conducdo e formacdo; poda de reducéo
de copa; poda de rejuvenescimento e poda de limpeza (Petto Netto, 1991; Carvalho et al.,
2005).

De acordo com as modalidades citadas acima, pode se destacar a poda de limpeza
como atividade de grande importancia para o0 manejo da MPC, pois neste tipo de poda, todos
0s ramos secos, doentes, com danos ou injurias causados por pragas, ou mal situados sao
eliminados, proporcionando uma melhor aeracdo da planta e melhorando as condicGes para 0s
tratos fitossanitarios (Petto Neto, 1991; Carvalho et al., 2005).

O tratamento de poda atua em conformidade com os principios de erradicacéo,
regulacdo e protegdo, dos principios gerais de controle de doencas estabelecidos por Whetzel
(Kimati et al., 2011), visto que esta préatica atua na reducdo de inoculo inicial, modifica o
microclima local tornando-o ndo propicio para o desenvolvimento do patdgeno e estabelece
uma barreira, com a eliminagdo de fontes de inoculo, entre as partes infectadas e suscetiveis
da planta. Estes principios sdo especificos para determinados grupos de doencas, mas
proporcionam a reducdo da incidéncia geral de doencas nos préximos ciclos produtivos
(Rossetto, 2009; Laranjeira et al., 2005).

Segundo Réssetto (2009), a poda vem se mostrando uma técnica promissora no
controle de doencgas dos citros. No caso da mancha preta, a poda deve ser efetuada

preventivamente no periodo de seca, nos meses de junho, julho e agosto.
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2.5.2 Manejo do mato da entrelinha com rocadeiras

Manejar a vegetacdo da entrelinha dos citros, em grande parte composta por plantas
invasoras concorrentes com a cultura, € uma pratica de manejo que auxilia na regulacédo de
alguns aspectos fisicos e quimicos do ambiente que influi no controle de patdgenos
(Laranjeira et al., 2005). O manejo de plantas invasoras ocorre em aproximadamente oito
meses por safra e apresenta baixo impacto na resposta produtiva da cultura, mas em longo
prazo pode apresentar respostas positivas associadas com a conservacao do solo e supressao
de pragas e doencas (Rigolin & Tersi, 2005).

O uso de rogadeiras dever ser aplicado no manejo das plantas invasoras quando elas
atingirem altura de 0,5 a 1,0 metro. Deve-se evitar repetir esta operacdo ao longo do ano, para
evitar compactacao e erosdo do solo e dar tempo para formacdo de massa verde, que retorna
ao solo como matéria orgénica reciclando minerais, e mantendo uma diversidade de espécies.
As rocadas freglientes tendem a provocar o desaparecimento de espécies mais sensiveis a esta
operacdo, principalmente as de folhas largas, favorecendo o desenvolvimento de gramineas
gue competem mais com a cultura por agua e nutrientes. Além disso, 0 mato formado na
entrelinha contribui para manter a diversidade de inimigos naturais de pragas e doencas
(Koller, 1994; Laranjeira et al., 2005; Rigolin & Tersi, 2005).

Seguindo esta estratégia de controle de plantas invasoras, e utilizando o modelo de
rocadeiras denominadas “ecologicas”, que langam a massa vegetal cortada sob a copa das
plantas, é possivel formar uma cobertura de massa vegetal sob a copa das plantas. A cobertura
morta depositada sob a copa das plantas contribui para reduzir niveis de varias doencas, entre
elas a MPC, em que os esporos sexuados (ascosporos) produzidos nas folhas caidas ao solo
sdo de grande importancia epidemioldgica (Réssetto, 2009). A cobertura morta sobre as
folhas infectadas por estes esporos acelera a sua decomposigdo, diminuindo
significativamente a producdo e dispersdo de ascdsporos, minimizando os niveis da doenca
(Laranjeira et al., 2005).

2.5.3 Decomposic¢do de materiais organicos

As transformacdes sofridas durante o processo de decomposicdo dos restos de plantas
originam parte da matéeria organica do solo, que é fonte de nutrientes para as plantas. A
decomposicéo esta diretamente relacionada a fatores como a quantidade de material organico
vegetal, a fertilidade do solo e fatores climaticos (Brown & Dickey, 1970; Malavolta &
Violante Neto, 1989).
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A velocidade de decomposicdo de residuos orgéanicos € regulada pela relacdo
carbono/nitrogénio (C/N), que sdo elementos que compBem estruturalmente os Orgaos
vegetais. Quanto maior for a concentracdo de compostos ricos em C, como exemplo a lignina,
maior é a relacdo C/N do material, consequentemente mais lenta e dificil serd a sua
decomposicdo (Bertol et al., 2004). A decomposi¢do de residuos organicos pode ser
determinada diretamente pela perda de peso ou por técnicas que utilizam elementos marcados,

que ao final do processo demonstre uma nova biomassa formada (Bellote, 2006).

2.5.4 Controle quimico

O controle de doencas pode ser realizado mediante uso de produtos quimicos. Para a
MPC, o controle quimico iniciou-se na década de 50, na Australia e Africa do Sul, com o uso
de fungicidas. Naquela época os principais fungicidas utilizados no controle da MPC eram 0s
cupricos (Calavan, 1960). Com o passar das décadas novos grupos foram surgindo. Na década
de 60 foram introduzidos os fungicidas ditiocarbamatos. Na década de 70 surgiram 0s
benzimidazois e, houve uma reducdo de 4 a 5 aplicacbes de ditiocarbamatos, para uma
aplicacdo de benzimidazol com bom controle da doenca (Kotzé, 1981). Porém, na década de
80 foram constatados isolados de P. citricarpa com resisténcia aos benzimidazdis na Africa
do Sul (Herbert & Grench, 1985). Na década de 90 surgiram as estrobilurinas que também
apresentavam bons niveis de controle da MPC (Schutte et al., 1996; Tollig et al., 1996).

Na citricultura brasileira, os fungicidas que proporcionam um bom controle de MPC e
sdo registrados no Ministério da Agricultura e Abastecimento, sdo os de acdo sistémica
(benzimidazois e estrobilurinas) e os de acdo protetora (cupricos e ditiocarbamatos)
(BRASIL, 2013b). As pulveriza¢Ges com fungicidas iniciam-se ap6s o florescimento, quando
as pétalas das flores comecam a cair e se inicia o0 desenvolvimento do fruto. Os talhfes devem
ser pulverizados, independente da intensidade de doenca. O nimero de aplicagdes pode variar
de acordo com histérico local da doenca, das condi¢cBes ambientais, da suscetibilidade da
variedade e do destino da fruta (FUNDECITRUS, 2008; Scaloppi, 2010).



12

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Deteccdo de Phyllosticta citricarpa em folhas de limdo verdadeiro e utilizagdo de
mudas como armadilha para monitoramento de inoculo no campo

3.1.1 Descricéo da &rea e delineamento experimental

Os experimentos de deteccéo de P. citricarpa em folhas de limdo verdadeiro foram
conduzidos no laboratério e casa de vegetacdo do Fundecitrus, Araraquara, SP, Brasil. O
monitoramento de indculo no campo, utilizando mudas como armadilha, foi conduzido em
pomar comercial de limdo verdadeiro ‘Eureka’ (Citrus limon (L.) Burm. f.), enxertado em
laranja azeda (Citrus aurantium L.), plantado em janeiro de 1998, com espagamento de 8,5 m
x 4,5 m, irrigado pelo sistema de tubos gotejadores, localizado no municipio de Barretos,

regido Norte do estado de Séo Paulo, Brasil.

3.1.2 Preparo da suspensao de conidios de Phyllosticita citricarpa

O isolado GC 33/05 de P. citricarpa foi cultivado em meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) por 21 dias a 25° C no laboratério do Fundecitrus. Apoés este periodo, os conidios
foram removidos da colbnia crescida do fungo, mediante a adicdo de 10 mL de agua
esterilizada, seguido de raspagem superficial com alca de Drigalsky. A suspensdo obtida foi

ajustada para as concentracdes de 10" a 10° conidios.mL™ , aferidas em camara de Neubauer.

3.1.3 Inoculacdo das diferentes concentragdes de conidios de Phyllosticta citricarpa em
folhas de liméo verdadeiro

Fragmentos de folhas de lim&o verdadeiro, proveniente de mudas da variedade Eureka,
mantidas em vasos com idade de18 meses, foram cortados com tamanho de 4 cm? (2 x 2 cm),
e inoculados com diferentes concentracdes de inéculo (10" a 10° conidios.mL™) de P.
citricarpa. Os fragmentos de folha foram acondicionados em placas de Petri e em seguida
inoculados com 100 pL de uma das suspensdes de inoculo preparadas, utilizando se pipetas,
formando uma gota sobre o fragmento de folha. Estes fragmentos foram mantidos em cdmara
Umida por um periodo de 24 horas, em seguida analisados utilizando a técnica da PCR,
visando estabelecer a concentracdo minima de indculo necessario para detec¢do do patdgeno
em folhas. O teste foi realizando em 5 repeti¢cdes para cada concentragcdo de inoculo, sendo
cada fragmento de folha uma repeticdo. O mesmo procedimento foi realizado em folhas
aderidas em mudas de limdo verdadeiro com idade de 18 meses. Para manutengdo da gota
sobre a folha, borracha adesiva quadrada de 2,5 x 2,5 cm com um orificio no centro de 1 cm

de diametro foi colada sobre a folha e a suspenséo foi adicionada no orificio. Em seguida o
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orificio foi coberto para formar uma cdmara Umida. Apos 24 horas, a borracha foi removida e
um fragmento de folha de 2 x 2 cm foi extraido no local da inoculacdo para a extra¢do de
DNA e analise por PCR. O teste foi realizando em cinco repeti¢fes para cada concentracdo de

inoculo, sendo cada folha uma repeticdo e uma folha por muda.

3.1.4 Utilizacdo de mudas como armadilhas para monitoramento de inoculo de P.
citricarpa, no campo

Mudas de liméo verdadeiro foram mantidas no campo sob a copa das plantas, por um
periodo de 10 dias e, apds este periodo as mudas foram substituidas por outras (Figura 2).
Cinco folhas de cinco mudas que permaneceram no campo em cada um dos periodos de 10
dias foram coletadas e a presenca do inoculo analisada por PCR, como forma de monitorar o
inéculo da MPC e definir o momento ideal para realizacdo das pulverizagdes. A primeira
exposicdo das mudas de limdo ao inoculo sob a copa das plantas foi realizada outubro de 2011
guando iniciou o periodo chuvoso na area. Este processo de exposi¢do foi repetido em

intervalos de 10 dias até o més de marco de 2012, totalizando 20 periodos de exposi¢ao.
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Figura 2 — Exposicdo de mudas de lim&o verdadeiro mantidas no campo como armadilha para
monitorar esporos de P. citricarpa, sob a copa de plantas de lim&o verdadeiro em
Barretos, SP.

3.1.5 Analise da presenca de P. citricarpa através da técnica da PCR

As folhas de limé&o verdadeiro inoculadas com esporos de P. citricarpa, em laboratorio
e casa de vegetacdo, com diferentes concentracdes de indculo e folhas das mudas utilizadas
como armadilha, acondicionadas sob a copa de plantas adultas de limdo verdadeiro no campo,
foram analisadas utilizando a mesma metodologia de extracdo e detecgdo pela técnica da PCR

no laboratdrio do Fundecitrus em Araraquara/SP.
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3.1.5.1 Preparo da amostra e extragdo de DNA

Para extracdo de DNA, as amostras de folhas com aproximadamente 0,5 g de material
vegetal foram picadas e acondicionadas em sacos plasticos com rede plastica em seu interior,
em seguida este material foi macerado em homogeneizador Homex (Bioreba, Suica) de
acordo com protocolo de extragdo com CTAB (Murray & Thompson, 1980), adaptado por
Teixeira et.al (2005, 2008). Para cada amostra foi adicionado 3 mL de solugdo tampéo para
extracdo de DNA com 0,02% de beta-mercaptoetanol. O macerado foi transferido para tubos
plasticos de 2 mL de capacidade, em seguida levado ao banho Maria a 65°C por 30 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 17.800 g por 5 minutos, terminado o processo de
centrifugacdo foram recuperados 0,9 mL do sobrenadante em novo tubo adicionando 0,9 mL
da mistura cloroférmio: alcool isoamil (volume/volume), em seguida homogeneizado o
conteudo, através da inversao dos tubos plasticos. Em seguida, foram centrifugadas a 17.800 g
por 5 minutos, resgatados 800 uL do sobrenadante, adicionando-se 0,6 do volume de
isopropanol (480 pL). As amostras ficaram em repouso por 30 minutos a 4° C negativos, em
seguida foram centrifugadas por 20 minutos a 17.800 g, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 1 mL de alcool 70% ao pelet sendo novamente centrifugado a 17.800 g por 10
minutos. Esta operacdo foi repetida por duas vezes. Apés centrifugacdo com etanol 70%, as
amostras ficaram secando por 6 minutos em evaporador rotativo a vacuo, a uma temperatura
de 38° C. Ap0s o processo de secagem das amostras, o DNA obtido foi hidratado com 50 pL

de agua.

3.1.5.2 Deteccéo de P. citricarpa através da PCR

Para deteccdo de P. citricarpa através da PCR, foi utilizado 2 uLL do DNA extraido no
processo anterior (item 3.1.5.1). O mix para reagao foi preparado para um volume de 20 pL,
contendo em sua composic¢éo, para uma amostra, tampdo da PCR (20 mM Tris-HCL (pH 8,0),
50 nM KCI), 0,2 mM de dNTP, 15 mM MgCl,, 10 uM do primer GCP1
(AAGTGTGAGTGTCGAAGGTGG), 10 uM do primer GCP 2
(GACGACTCGCTTTTCTACGGC) (Stringari et al., 2009), 0,8 U de Tag DNA polimerase
(5U/uL), completando com agua o volume de 20 pL.

A amostra pronta foi amplificada em termociclador (Eppendorf Master Cycler
Gradient) utilizando o programa GCP, com 1 ciclo a 94°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos
a 94°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto. Ao final deste processo as
amostras foram guardadas a 8° C até a eletroforese.
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Para a analise dos produtos obtidos na amplificacdo da PCR, foi realizada eletroforese
em gel de agarose a 1,5 % em tampao de Tris-acetato EDTA. A coloracdo do DNA foi feita
com uso de brometo de etideo e visualizado em transluminador com luz ultravioleta. Na

reacao foi utilizado um controle negativo, com agua, e controle positivo com DNA do fungo.

3.2 Efeitos de diferentes estratégias de manejo sobre o controle da mancha preta dos
citros em pomar comercial de lim&o verdadeiro.

3.2.1 Descricdo da area e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em pomar comercial de limdo variedade “Eureka”
(Citrus limon (L.) Burm. f.), enxertado em laranja azeda (Citrus aurantium L.), plantado em
janeiro de 1998 (14 anos de idade), com espacamento de 8,5 m x 4,5 m, irrigado pelo sistema
de tubos gotejadores, localizado no municipio de Barretos, regido Norte do estado de S&o
Paulo, Brasil.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com trés repeticdes
cada tratamento, no esquema de parcelas subdivididas. A area experimental foi dividida em
duas partes, sendo uma com manejo do mato com ragadeira convencional e a outra com
rocadeira ecoldgica. Cada parcela (tipo de poda) tanto na rogada convencional quanto na
ecoldgica foi composta por trés linhas de plantio. Dentro de cada parcela, 10 plantas por linha
em 3 linhas representaram as sub-parcelas (produtos aplicados no solo). A parcela Gtil dentro
de cada sub-parcela foi composta pelas quatro plantas centrais da linha central. (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo das parcelas e sub-parcelas na area experimental em pomar limao
verdadeiro em Barretos, SP.

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3

Podal Poda2 Poda3 Poda?2 Poda3 Podal Poda3 Podal Poda?

ROCADEIRA CONVENCIONAL

Agua* Uréia Fegatex
Uréia Trichodermil Agua
Fegatex Agua Trichodermil
Trichodermil Fegatex Uréia
ROCADEIRA ECO LOGICA
Agua Uréia Fegatex
Uréia Trichodermil Agua
Fegatex Agua Trichodermil
Trichodermil Fegatex Agua

“Aplicacdo de agua, uréia (10 kg.ha™), cloreto benzalconio (Fegatex, 2 L.ha™) ou Trichoderma harzianum
(Trichodermil SC, 1,0 L.ha™) em barra de herbicida em outubro/2011. O tratamento com Trichoderma foi
repetido em janeiro/2012.
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3.2.2 Poda das plantas de liméo verdadeiro

Foram realizados trés tipos de podas, no experimento (Figura 3), sendo cada tipo
considerado um tratamento. Poda tipo 1 (tratamento 1): poda convencional de topo e lateral
para reducdo de copa; Poda tipo 2 (tratamento 2): poda convencional + poda de limpeza de
ramos secos; Poda tipo 3 (tratamento 3): poda convencional + poda de limpeza de ramos
secos + poda de remocdo de ramos no topo da planta, permitindo a entrada de luz no interior
da copa.

A poda convencional (poda tipo 1) foi realizada em todos os tratamentos utilizando
um trator serra, marca MF, modelo 275, 4x4 com um equipamento de poda marca Ifl6. A
poda de limpeza de ramos secos foi realizada nos tratamentos 2 e 3 fazendo-se a retirada
manual dos ramos no interior da copa das plantas com auxilio de serrotes. A poda de remocao
de ramos internos no topo foi realizada apenas no tratamento 3 com o objetivo de abrir um
local para entrada de luz solar no interior da copa da planta. Todas as podas foram realizadas
de forma sequencial no més de junho de 2011. Para os trés tipos de podas, os ramos podados

foram depositados entre as linhas de plantio e posteriormente foram destruidos com auxilio de

rocadeira trincha.

Figura 3 — Diferentes tipos de poda em pomar liméo verdadeiro em Barretos, SP. Tratamento 1
(a esquerda), Tratamento 2 (no meio) e Tratamento 3 (a direita).

3.2.3 Decompositores de folhas ou inibidores da liberacéo de ascosporos

Foram utilizados quatro tratamentos de decomposi¢cdo de folhas ou inibicdo da
liberacdo de ascésporos, sendo: T1) uréia (10 kg.hal); T2) cloreto benzalconio, produto
comercial Fegatex (BR3 Agrobiotecnologia), na dose de (2L.ha); T3) fungo Trichoderma
harzianum produto comercial Trichodermil SC (ltafort e Bioprodutos), (1 L.hal); T4)
controle (adgua), que foram aplicados com pulverizadores de barras para herbicidas em
outubro de 2011 apos as primeiras chuvas. O tratamento T3 recebeu uma segunda aplicagédo
no més de janeiro de 2012. Utilizou-se volume calda de 800 L.ha™ para aplicacéo de todos os
produtos, aplicando antes da rogcagem do mato nas areas. Para a avaliagdo do efeito da uréia
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sobre a decomposic¢do de folhas, antes e 30 dias apds a aplicacdo dos tratamentos com uréia
ou 4gua, foram coletadas as folhas presentes na superficie de 1 m? (1 x 1 m) sob a copa das

plantas de limao e determinada sua massa.

3.2.4 Manejo das plantas daninhas por meio de ro¢cagem

O experimento contou com dois tipos de rocagem das plantas daninhas: com rocadeira
convencional ou com rogadeira ecologica, que lancou a massa vegetal cortada sob a copa das
plantas, com o objetivo de formar cobertura morta. Em todos os tratamentos, as rogadeiras
foram tracionadas pelo trator, marca Massey Fergusson (MF), modelo 265, 4x4, com
velocidade de trabalho de 3 km.h™. Para os dois tipos de rocagem foram utilizadas rocadeiras
marca Marchesan, modelo RC 2E 3.400 ecol6gica e modelo RC 3.100 convencional,
trabalhando a 540 rota¢des por minuto (rpm), na tomada de potencia (tdp) do trator.

A rocada foi realizada de acordo com o crescimento da vegetacdo natural do local,
sendo realizada no dia 6 de janeiro de 2012. A massa verde e a massa seca por metro
quadrado (m?) das plantas infestantes no momento da rocagem e a massa verde e a massa seca

por m? deslocada sob a copa das plantas pela rocadeira ecolégica, foram quantificadas.

3.2.5 Pulverizacoes

As pulverizacBes com fungicidas na parte aérea das plantas foram realizadas em toda a
area experimental com pulverizador Jacto, modelo Valéncia 4000, tracionado por um trator
MF 275 4x2. O conjunto trator-pulverizador foi calibrado para deslocar a uma velocidade de
3,0 km.h™. O pulverizador foi equipado com pontas de pulverizacdo de ceramica modelo
KGF, com presséo de trabalho de 120 libras.pol™ proporcionando um tamanho médio de gotas
de 220 micra, aplicando um volume de calda de 11 L.planta™ (3000 L.ha) que corresponde a
90 mL.m™ de copa.

A érea recebeu pulverizagdes com fungicidas para o controle quimico de MPC, onde
os fungicidas utilizados foram: oxicloreto de cobre (Recop, formulagdo pé molhavel, na dose
de 3,6 kg/2000 L de agua); estrobirulina: trifloxistrobina (Flint 500WG, 500 g/kg formulagé&o:
granulos dispersos em agua, na dose de 0,15 kg/2000 L de agua); benzimidazol: carbendazim
(Derosal 500 SC, 500 g/L, formulagdo suspensdo concentrada, na dose de 2L/2000 L de
agua), utilizando em conjunto aos fungicidas 6leo mineral emulsionavel Agefix na dose de 5
L/2000 L de agua. As pulverizagdes com fungicidas foram dispostas da seguinte forma: a 1°

de cobre no estadio de 2/3 das pétalas caidas dia 19 de agosto de 2011; a 2° de cobre + 5 L de
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6leo, 27 dias apos a anterior (DAA); 3% com trifloxistrobina + 5 L de 6leo, 26 DAA; a 42 com
carbendazim + cobre + 5 L de 6leo, 31 DAA; a 5% com trifloxistrobina + 5 L de 6leo, 33
DAA; a 62 com trifloxistrobina + cobre + 5L de dleo, 35 DAA; a 72 com trifloxistrobina +
cobre + 5L de 6leo, 30 DAA.

3.2.6 Avaliacdes

No més de abril de 2012, quando os frutos atingiram sua maturacdo final, foram
avaliadas a severidade (%) através da escala proposta por Spésito et. al. (2004) (Figura 4) e a
incidéncia de MPC em 400 frutos por tratamento dentro de cada sub-parcela em quatro
plantas na linha central, sendo 100 frutos por planta escolhidos aleatoriamente dos dois lados
das plantas. Nestas mesmas plantas foram avaliadas 50 folhas escolhidas aleatoriamente,
quantificando-se o nimero de lesdes de MPC por folha e porcentagem (%) de folhas com
lesbes de MPC.

Notas

% de area lesionada

Figura 4 — Escala diagramatica utilizada para avaliacdo da severidade doa sintomas da
mancha preta dos citros, adaptada por Spésito et. al. (2004).

Apos a avaliagéo visual dos frutos no campo, foram coletados 22 frutos por tratamento
dentro de cada sub-parcela, e enviado para o Laboratorio de Sanidade Vegetal “Dra Victoria
Rossetti” do APTA Regional em Sorocaba/SP, para teste de inducéo da expressdo de sintomas
com ethephon (Ethrel), seguindo a metodologia de Baldassari et al. (2007).

A colheita foi realizada no més de abril, onde avaliou-se a producdo total em
quilogramas de frutos por planta. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade e representados separadamente.

No més de janeiro de 2012 foi avaliada a producdo de massa verde da vegetacdo

intercalar local. A primeira avaliacdo dessa massa verde foi realizada antes da rogagem, por
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meio da pesagem da massa de 1 m? de 4rea da entrelinha. A segunda avaliacio foi feita logo
apos a rogagem, onde foi coletada a massa vegetal cortada e deslocada para a &rea sob a copa

das plantas, pesando-se a massa de 1m? de area préxima ao tronco das plantas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccdo de P. citricarpa em folhas de limao verdadeiro e utilizacdo de mudas como
armadilhas para monitoramento de inoculo no campo.

A técnica da PCR convencional foi eficiente para deteccdo de P. citricarpa nas folhas
de limdo verdadeiro inoculadas com diferentes concentragdes de inéculo (10 a 10°
conidios.mL™) em laboratério (Figura 5). Os resultados foram positivos para as maiores
concentracdes de conidios.mL™, ou seja, para as folhas onde foram utilizadas concentragdes
iguais ou superiores a 3 x 10* conidios.mL™ (100 pL = 3000 conidios), o resultado apontou a
presenca do fungo (Figura 5).

3.10° 3.10° 3.10° +) ()

(—*—w—*—w—‘_—w——*—\

320 pb

Lo B R . e 4 pt M 4

—

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose da PCR, utilizando o par de primers GCP1/GCP2
de P.citricarpa, das amostras de folhas de lim&o verdadeiro inoculadas com o
fungo em diferentes concentragdes de conidios. Bandas positivas para P.
citricarpa apresentaram tamanho de 320 pb.

Para as concentragdes iguais ou inferiores a de 3 x 10% conidios.mL™ (100 pL = 300
conidios) ndo foi possivel detectar a presenca do fungo, mesmo ciente que em menores
concentragdes, o fungo estava presente nas amostras. Assim, a deteccdo de P. citricarpa com
0 uso da PCR convencional somente serd possivel se a amostra contiver quantidades de
indculo acima de 300 conidios. Trabalhos futuros poderdo ser realizados a fim de avaliar este
procedimento com a técnica da PCR quantitativa e, assim, poder quantificar o inoculo nas

diferentes épocas do ano e aumentar a sensibilidade de deteccéo.
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Nas mudas utilizadas para monitoramento de inéculo de P. citricarpa no campo
somente entre 0 12° e 14° periodos de exposi¢do (7 a 31 de janeiro de 2012) foi possivel

detectar o fungo pela técnica da PCR (Figura 6).

Periodo 11 Periodo 12 Periodo 13 Periodo 14
——

320 pb

Periodo 15 Periodo 16 Periodo 17 Periodo 18

320 pb

(-) Periodo 19 Periodo 20 (-)(+)mix

320 pb

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose da PCR, utilizando o par de primers GCP1/GCP2
de P. citricarpa, das amostras de folhas de lim&o verdadeiro mantidas no campo
como armadilha em diferentes periodos de exposicdo sob a copa de plantas de
limdo verdadeiro em Barretos, SP. Bandas positivas para P. citricarpa
apresentaram tamanho de 320 pb.

Desta forma, foi possivel observar que as maiores concentragcdes de esporos foram
detectadas em janeiro de 2012, aproximadamente 90 dias ap6s o inicio do periodo chuvoso
que ocorreu em outubro de 2011 (Tabela 2). As amostras positivas foram observadas nos
periodos com o0s maiores regimes de chuvas, ou seja, as mudas da amostra 12 ficaram
expostas a 118 mm de chuvas ocorridos em 8 dos 11 dias, ja as mudas da amostra 13 ficaram
expostas a 174 mm de chuvas ocorridos em 10 dos 11 dias e as mudas da amostra 14 ficaram

expostas a 105 mm de chuvas em 5 dos 11 dias (Tabela 2).
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Tabela 2 — Descri¢do dos diferentes periodos de exposi¢do das mudas armadilhas no campo,
total de chuvas (mm) observada no periodo, nimero de dias com chuvas no
periodo e resultado da PCR realizada com as folhas das mudas armadilhas
mantidas em pomar comercial de limdo verdadeiro ‘Eureka’ em Barretos, SP em
2011 e 2012,

Total de chuva do Dias com chuva no

Periodo de exposicao Resultado da PCR?

periodo (mm) periodo
1 22/10a27/10 19 2 Negativo
2 29/10 a 08/11 6 2 Negativo
3 05/113a16/11 75 3 Negativo
4 12/11a22/11 115 4 Negativo
5 19/11 a 29/11 56 2 Negativo
6 26/11 a 06/12 46 4 Negativo
7 03/12 3 13/12 103 5 Negativo
8 10/12 a4 20/12 70 4 Negativo
9 17/12 a 27/12 48 4 Negativo
10 23/12 3 02/01 87 7 Negativo
11 30/12 a 09/01 85 3 Negativo
12 07/01a17/01 118 8 Positivo
13 14/01 a 24/01 174 10 Positivo
14 21/01 3 31/01 105 5 Positivo
15 28/01a7/02 12 2 Negativo
16 04/02 a 14/02 103 5 Negativo
17 11/02 a 21/02 71 6 Negativo
18 18/02 a 28/02 40 3 Negativo
19 25/02 a 06/03 23 2 Negativo
20 03/03 a 13/03 2 1 Negativo

# Negativo se refere a ndo formacdo de banda de 320 pb para Phyllosticta citricarpa como resultado da
eletroforese em gel de agarose da PCR nas cinco amostras. Positivo se refere a formacdo de banda em pelo
menos uma das cinco amostras de folhas. Nos periodos 12, 13 e 14 houve a formagdo de banda para 1, 2 e 2
amostras, respectivamente.

Os resultados da PCR das folhas de mudas armadilhas sob a copa das plantas no
campo mostraram que no periodo de janeiro houve uma maior concentra¢do de esporos do
fungo, uma vez que no presente trabalho somente amostras com concentragdes acima de 300
esporos foram detectados (Figura 5). Esses dados corroboram com os obtidos por Bellote
(2006), onde utilizando armadilhas caca-esporos, os autores observaram maiores indices de
deteccdo de ascosporos nos meses de novembro a janeiro, relatando que a maior liberacdo de
ascosporos ocorreu em periodos secos apés periodos de maiores precipitacdes pluviométricas
nestes meses. Entretanto, as armadilhas cacga-esporos ndo detectam os conidios produzidos na
copa das plantas. Com a técnica de mudas armadilhas proposta aqui, ambas as fontes de

inoculo foram consideradas, uma vez que as mudas estavam recebendo 0s ascAsporos que
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vinham das folhas caidas em decomposicdo e os conidios disseminados dos ramos e frutos
presentes na copa das plantas. A maior lavagem de ramos e frutos pela agua das chuvas no
més de janeiro provavelmente contribuiu para um aumento do depdsito de conidios sobre as
mudas armadilhas, uma vez que as plantas de limdo apresentam grande quantidade de ramos
Secos.

Durante os diferentes periodos de incubacdo das mudas armadilhas no campo
iniciados em outubro de 2011, podemos destacar também os periodos 4 e 7 de exposi¢éo onde
foram registradas precipitacdes superiores a 100 mm, mas a PCR foi negativa (Tabela 2). Esta
alternancia de periodos secos e Umidos pode ter contribuido para a formacgdo de ascosporos
que somados a producdo de conidios nos ramos e frutos atingiram os niveis de deteccdo por
PCR apenas nos periodos 12 a 14. Desta forma, podemos concluir que o periodo de maior
producdo de in6culo no campo ocorreu ho més de janeiro, em periodos com maior regime de
chuvas e maior quantidade de dias chuvosos. Entretanto, devido & baixa sensibilidade da
técnica, ndo se pode descartar a possibilidade de presenca do fungo em menores
concentracdes nas folhas das mudas em outros periodos de exposi¢do. Trabalhos futuros
poderdo ser realizados utilizando a PCR em tempo real, que é mais sensivel, a fim de
quantificar a quantidade de in6culo em cada periodo e correlaciona-la com os dados
climaticos. Somente assim, seré possivel fazer recomendacdes de pulverizagdes em pomares

citricos baseando-se na quantidade de inéculo do patdgeno.

4.2 Efeito de diferentes estratégias de manejo sobre o controle da mancha preta dos
citros em pomar comercial de lim&o verdadeiro.

Os resultados obtidos para os trés tipos de poda na rocada convencional encontram-se
na Figura 7. Para a maioria das variaveis analisadas ndo foram observadas diferencas entre o0s
trés tipos de poda utilizados, exceto para a variavel incidéncia em frutos avaliada no campo,
que foi menor nas podas do tipo 1 (convencional) e 2 (convencional + poda de limpeza)
(Figura 7C). Entretanto, vale ressaltar que, apds a inducdo da expressdo de sintomas com

ethephon, ndo houve diferencas significativas para os trés tipos de podas (Figura 7D).
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Figura 7 — Severidade e incidéncia da mancha preta dos citros em frutos no campo (A e C) e

apos inducdo de expressdo de sintomas com ethephon (B e D), nimero de lesbes
por folhas (E) e porcentagem de folhas com lesGes da doenca (F), ap6s diferentes
tipos de poda para rocada convencional em pomar comercial de limao verdadeiro
‘Eureka’ em Barretos, SP em 2011/2012. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A produtividade das plantas, nos tratamentos com os trés tipos de poda, dentro da

rogada convencional, também ndo diferiram entre si (Figura 8).
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Figura 8 —Producéo, em kg.planta™, para os diferentes tipos de poda na area com rogada
convencional em pomar comercial de limdo verdadeiro ‘Eurcka’ em Barretos,
SP em 2011/2012. NS= diferenca ndo significativa entre as médias analisadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na &rea com a rocada ecoldgica apenas o tratamento com a poda tipo 1 reduziu a
severidade da doenca em frutos no campo, diferindo significativamente das podas 2 e 3 Figura
9A. Entretanto, esta diferenca ndo foi observada apds a inducdo de expressdo de sintomas
com ethephon. Para as demais variaveis analisadas, ndo houve diferenca entre os tipos de

podas (Figura 9).
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Figura 9 — Severidade e incidéncia da mancha preta dos citros em frutos no campo (A e C) e
apos inducdo de expressdo de sintomas com ethephon (B e D), nimero de lesdes
por folhas (E) e porcentagem de folhas com lesbes da doenca (F), apds
diferentes tipos de poda para rogada ecoldgica em pomar comercial de limao
verdadeiro ‘Eurcka’ em Barretos, SP em 2011/2012. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A produtividade das plantas, para os tipos de poda, dentro da rocada ecoldgica,
apresentou valores muito proximos entre si, notando que na poda 1 houve uma producao

pouco maior que as podas 2 e 3 (Figura 10).
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Figura 10 —Producdo, em kg/planta, para os diferentes tipos de poda na area com rocgada
ecoldgica em pomar comercial de limao verdadeiro ‘Eureka’ em Barretos, SP
em 2011/2012. NS= diferenca ndo significativa entre as médias analisadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Comparando os dois tipos de rocada, convencional e ecoldgica, dentro de cada tipo de

poda, 1, 2 e 3, foi possivel observar que a rocadeira ecoldgica reduziu a severidade de frutos

no campo em relacdo a rogadeira convencional na poda tipo 1 (Figura 11A). Para os dados de

incidéncia de frutos com sintomas no campo, a rogadeira ecoldgica foi mais eficiente que a

convencional para a poda 3 (Figura 11F) e o contrario foi obtido para a incidéncia na poda
tipo 2 (Figura 11E).
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Figura 11 — Severidade e incidéncia de mancha preta dos citros em frutos no campo para 0s
tratamentos com diferentes tipos de podas, nas areas rocadas com rogadeira
convencional ou ecoldgica em pomar comercial de limdo verdadeiro ‘Eureka’
em Barretos, SP em 2011/2012. Poda 1 (A e D), poda 2 (B e E) e poda 3 (C e F).

de probabilidade. NS= diferenca ndo significativa entre as médias.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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Para os dados de severidade e incidéncia em frutos ap6s inducdo da expressdo de
sintomas da doenga com ethephon, nota-se que assim como ocorreu no campo, a rocada
ecologica foi mais eficiente que a convencional em reduzir a severidade da MPC no
tratamento com poda do tipo 1 (Figura 12A). Para as demais podas, ndo foram observadas

diferencas entre os tipos de rogcada (Figura 12).
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Figura 12 — Severidade e incidéncia de mancha preta dos citros em frutos ap6s inducdo da
expressao de sintomas com ethephon para os tratamentos com diferentes tipos de
podas, nas areas rocadas com rogadeira convencional ou ecoldgica em pomar
comercial de limio verdadeiro ‘Eureka’ em Barretos, SP em 2011/2012. Poda 1
(AeD),poda2 (BeE)epoda3(CeF). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS= diferenca néo
significativa entre as médias.

Analisando o numero de les6es por folhas e a porcentagem de folhas com lesdes, nos
tratamentos, nota-se que a rocada ecolégica na podas do tipo 1 e 3, diferiram
significativamente da rogcada convencional, apresentando menor porcentagem de folhas com
lesGes e menor nimero de lesdes por folhas (Figura 13). Os dados seguem a mesma tendéncia
apresentada anteriormente para a severidade da doenca em frutos no campo, que tambem

apresentaram menores areas lesionadas de frutos na rogada ecologica.
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Figura 13 — Numero de lesGes por folha e porcentagem de folhas com lesdo de mancha preta
dos citros nos tratamentos com diferentes tipos de podas, nas areas rogadas com
rocadeira convencional ou ecoldgica em pomar comercial de limao verdadeiro
‘Eureka’ em Barretos, SP em 2011/2012. Poda 1 (A e D), poda 2 (B e E) e poda
3 (C e F) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. NS= diferenca ndo significativa entre as médias.

Comparando os tipos de rocada (ecolégica x convencional), nota-se maior
produtividade das plantas, nas areas tratadas com rogadeira ecoldgica nas podas tipo 1 e 3
(Figura 14A e 14C). Para a poda tipo 2, a diferenca observada na producdo das plantas nas

duas modalidades de rocada nao foi significativa (Figura 14B).
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Figura 14 - Producdo, em kg.planta™, para diferentes tipos de podas nas &reas com rogadeira
convencional ou ecoldgica em pomar comercial de limao verdadeiro ‘Eureka’
em Barretos, SP em 2011/2012. Poda 1 (A), poda 2 (B) e poda 3 (C). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. NS= diferenca ndo significativa entre as médias.
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Na literatura, diferentes trabalhos tém demonstrado a eficiéncia do uso das rogadeiras
ecoldgicas que proporcionam uma barreira fisica que dificulta a dispersdo dos ascosporos do
fungo G. citricarpa, desta forma diminuindo a dispersdo do patdgeno. No Brasil, reducdes
significativas na severidade e incidéncia da MPC foram obtidas para a rocadeira ecoldgica
guando comparada com a rogadeira convencional, que projeta menores quantidades de massa
vegetal sob a copa das plantas (Bellote, 2006; Rossetto, 2009). Nestes trabalhos o uso de
cultivos intercalares se mostrou eficientes na producdo de massa e formacéo de barreira fisica
para os ascosporos. Resultados similares foram obtidos na Africa do Sul, onde a sobreposicéo
de material vegetal sobre folhas de citros caidas também contribuiram para reduzir a
intensidade da doenca (Schutte & Kotzé, 1997). Além da rogadeira ecolégica, Scallopi (2010)
verificou que uso de rastelo mecanico e trincha em conjunto com controle quimico da doenca,
também ¢ eficiente para o0 manejo da MPC, auxiliando na reducdo da incidéncia e severidade
da doenga.

Considerando-se que o tratamento nutricional foi semelhante para todas as areas do
experimento e ndo foi realizada analise de solo apds utilizacdo de rogadeira e decompositores
ou inibidores de liberacdo de ascosporos, pode- se atribuir este aumento de produtividade na
area manejada com rocadeira ecoldgica ao incremento da matéria organica sob a copa das
plantas. Com o passar do tempo essa massa vegetal lancada pela rocadeira ecoldgica vai
sendo incorporada ao solo pelos organismos e posteriormente se transforma em matéria
organica, que € a principal fonte de nutrientes como o nitrogénio, o enxofre, o fosforo e
proporciona o aumento da capacidade de troca de cations (CTC) do solo (Cora, et al., 2005).

Em nosso trabalho, a massa verde presente na entrelinha da area experimental antes
da rocada em janeiro variou de 2490 a 3050 g de fitomassa.m™ de area. Valores similares aos
encontrados por Rossetto (2009) em pomar de laranja doce em dezembro. Entretanto, a massa
verde do mato que foi depositada sob a copa das plantas de limdo com a rogada ecoldgica
variou de 1050 a 1150 g de fitomassa.m™ de area (Figura 15), enquanto no trabalho de
Rossetto (2009) a massa depositada foi proxima a massa presente antes da rocada. Como as
plantas de limdo sdo relativamente grandes, a area ocupada pela copa da arvore que recebera a
massa verde normalmente € maior que a area ocupada pelas plantas infestantes na entrelinha
que formam essa massa verde, condicdo esta, diferente das observadas em pomar de laranja
doce.

Vale ressaltar que as chuvas iniciaram em outubro e a rocada ecoldgica na area em

estudo foi realizada em janeiro. Provavelmente, melhores resultados poderiam ser alcangados
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se as rogadas tivessem sido realizadas antes, pois a liberacdo de ascosporos foi iniciada com o
inicio das chuvas e presenca de periodos secos e Umidos ocorrendo alternadamente.
Entretanto, devido a grande quantidade de folhas de limao caidas no solo, seria necessaria
uma maior quantidade de massa da entrelinha para cobri-las. Essa quantidade dificilmente
sera obtida com vegetacdo espontanea rocada ecologicamente antes do periodo chuvoso. Para
0 aumento dessa massa na entrelinha, uma opgéo seria o plantio de culturas intercalares, mas
em pomares de liméo essa préatica pode ser dificultada devido a necessidade de realizacéo das
podas com posterior trituracdo dos ramos na entrelinha, operacdo esta que, indiretamente

trituraria as plantas infestantes que estariam produzindo a massa na entrelinha dos pomares.

Figura 15 - Vista geral da massa vegetal de ocorréncia espontanea em pomar comercial de
limdo verdadeiro ‘Eureka’, antes da rogada (& esquerda) e material vegetal
depositado sob a copa das plantas apds realizar rocada ecolégica (a direita), em
Barretos, SP em 2012

Dentre os produtos utilizados para decomposicdo de folhas caidas ou inibicdo da
liberacdo de ascOsporos no presente trabalho, nenhum deles diferiu significativamente do
tratamento onde foi utilizada a &gua como controle para as diferentes varidveis analisadas de
intensidade de doenga das plantas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Severidade (% éarea lesionada de frutos), incidéncia (% frutos com sintomas),
namero de lesdes por folhas e porcentagem de folhas com lesdes, apds aplicacéo
de produtos visando a decomposicdo de folhas ou inibicdo de esporulacdo em
pomar de limao verdadeiro ‘Eureka’ em Barretos, SP em 2011/2012,

Tratamentos® Severidade em Incidéncia de N2 de lesdes por Folhas com

frutos (%) frutos (%) folhas LesGes (%)

Agua 2,34 ™ 13,59 " 2,85 " 60,31 "
Uréia 2,18 11,04 2,42 53,84
Cloreto benzalconio 2,23 13,06 2,78 58,26
Trichoderma 1,85 11,38 2,57 55,21

*NS = ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

'Aplicacdo de agua, uréia (10kg.ha™), cloreto benzalconio (Fegatex, 2L.ha™) ou Trichoderma harzianum
(Trichodermil SC, 1,0L.ha™) em barra de herbicida em outubro/2011. O tratamento com Trichoderma foi
repetido em janeiro/2012.

Apesar de ndo diferir significativamente da &gua, vale ressaltar que, os tratamentos
com ureia e Trichoderma apresentaram 0s menores valores para todas as variaveis de
severidade e incidéncia da doenca em frutos e folhas de limdo. A massa das folhas coletadas
sob a copa das plantas de limdo antes e apds a aplicacdo de uréia apresentou grandes
variacdes, sendo que 30 dias apds a aplicacdo, a massa foi reduzida de 7 a 36% nas diferentes
areas, ndo sendo observada uma diferenca entre as areas com diferentes rocadas (dados nédo
mostrados). No trabalho realizado por Bellote (2006), a ureia foi eficiente na reducdo da
severidade da doenca em frutos de limdo. Portanto, a época ou 0 nimero de aplicacGes de
cada produto podem estar envolvidos na eficiéncia dos mesmos nos diferentes pomares. Aqui
neste trabalho foram realizadas apenas uma aplicacdo de uréia e cloreto benzalconio em
outubro e duas aplicacdes de Trichoderma em outubro e janeiro.

A queda de folhas em limao é bem superior quando comparada com laranja e, este
fator pode ter comprometido a eficiéncia dos produtos aplicados sobre elas em funcéo da

quantidade de folhas acumuladas no solo no momento de cada aplicagdo (Figura 16).
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Figura 16 - Massa de folhas caidas ao solo em pomar comercial de limdo verdadeiro
‘BEureka’ apds realizar os tratamentos de poda, antes da aplicacdo dos
decompositores ou inibidores de esporulacdo (a esquerda) e trinta dias apds a
aplicacdo dos decompositores ou inibidores de esporulacdo (a direita), em
Barretos, SP em 2011/2012.

Em pomares de limédo verdadeiro alguns fatores favorecem a producao de in6culo nas
plantas, sendo eles, a grande quantidade de ramos secos formada na copa, a expressiva queda
de folhas no solo, a producéo de sintomas em folhas e frutos e as varias floradas ao longo do
ano, que propiciam a formagéo de frutos de diferentes idades na planta. Todos esses fatores
normalmente ocorrem de forma simultdnea em pomares adultos, onde houve acumulo de
indculo ao longo dos anos, tornando a MPC uma doenga muito agressiva e de manejo

complexo nessas areas.
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5 CONCLUSOES

1.  Atécnica da PCR ¢ eficaz para deteccdo de Phyllosticta citricarpa em folhas de limao

verdadeiro contendo mais de 300 esporos;

2. A metodologia de monitoramento de indculo de Phyllosticta citricarpa no campo com
utilizacdo de mudas de limdo verdadeiro como armadilhas e PCR convencional, foi

eficaz;

3. As podas de ramos secos e abertura de topo das plantas foram eficientes em reduzir a
intensidade da mancha preta dos citros nos frutos e nas folhas de plantas de limao

verdadeiro, sem interferir na producéo das plantas;

4.  Arocadeira ecoldgica foi mais eficiente em comparagdo com a convencional na reducéo

da severidade e incidéncia da mancha preta dos citros;

5. A utilizacdo de uréia, cloreto benzalcénio em uma aplicacdio e o Trichoderma
harzianum em duas aplicacdes ndo foram eficientes em reduzir a intensidade da mancha

preta dos citros em pomar de liméo verdadeiro, para as condicGes deste trabalho.
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