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Resumo

ABREU, G.F. Bioprospecg¢ao de macroalgas marinhas e plantas aquaticas para o
controle da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) do feijoerio (Phaseolus
vulgaris L.). Dissertacdo de mestrado. 2005.

Realizou-se bioprospeccdo de espécies de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas com o objetivo de encontrar pelo menos um extrato eficiente para o
controle da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) do feijoeiro. Para tanto,
foram coletadas e identificadas 17 espécies de macroalgas marinhas:
Acanthophora spicifera, Bostrychia sp., Bryothamnion seaforthii, Bryothamnion
triquetrum, Centroceras clavulatum, Cheilosporum  sagittatum, Codium
isthmocladum, Codium sp., Enteromorpha sp., Enteromorpha lingulata, Gracilaria
tepocensis, Hypnea spinella, Lithophyllum sp., Petalonia sp., Sargassum
stenophyllum, Ulva lactuca, Ulva fasciata; e duas espécies de plantas aquaticas:
Lemna sp. e Spartina juncea. Posteriormente, o material foi seco em estufa e os
compostos foram extraidos em etanol e concentrados por evaporacdo. Os
extratos foram testados in vitro, avaliando a influéncia sobre o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) em meio de cultura, sobre a
germinagcao de conidios e o padrdao de germinagdo conidial (PGC) de C.
lindemuthianum, em laminas escavadas. Em ambos os testes, a concentracao
utilizada foi de 50 mg peso seco/ mL. Realizaram-se também testes em casa-de-
vegetacdo onde os extratos foram testados por meio de pulverizagdes preventivas
em plantas de feijoeiro cv. Uirapuru com posterior inoculagéo dessas plantas com
uma suspensao de C. lindemuthianum (1,2x10° conidios/ mL). Para a verificagdo
do efeito local e residual, plantas tratadas foram inoculadas 4 horas e 7 dias apoés
o tratamento, respectivamente, e foram avaliadas as plantas inteiras. Para a
verificacao do efeito sistémico, plantas tratadas foram inoculadas 7 dias apdés o
tratamento e somente o trifélio ndo tratado foi avaliado. A severidade da
antracnose foi avaliada aos 5 e 11 dias apds inoculagdo. O extrato de H. spinella
apresentou forte agdo sobre o crescimento vegetativo de C. lindemuthianum,
reduzindo o IVCM em 74% comparado a testemunha. Os extratos de Lemna sp. e
S. stenophyllum inibiram a germinacdo de conidios de C. lindemuthianum em
100% e 99%, respectivamente. Nos testes in vivo, verificou-se que sob efeito local
o extrato de B. seaforthii reduziu 35% a severidade da antracnose aos 11 d.a.i..
Embora sem apresentar efeito local, o extrato de Ulva fasciata reduziu 24% a
severidade da antracnose aos 11 d.a.i. sob efeito residual e 42% a severidade da
antracnose aos 5 d.a.i. sob efeito sistémico. A inducdo de resisténcia foi
considerada para explicar a redugcdo de doenca pelo extrato de Ulva fasciata.
Dados de avaliagbes in vitro ndo correlacionaram com os dados obtidos nos
experimentos com plantas.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, algas
marinhas, plantas aquaticas, bioprospecc¢ao, doencas de plantas, controle de
doencas.



Abstract

ABREU, G.F. Bioprospecting of marine macroalgae and aquatic plants to control
the anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) in bean plants (Phaseolus
vulgaris L.). M.Sc. dissertation. 2005.

A bioprospecting work was performed with species of marine macroalgae and
aquatic plants, in order to screen at least an extract able to control the bean
anthracnose. For that, it was collected and identified 17 marine macroalgae
species, i.e. Acanthophora spicifera, Bostrychia sp., Bryothamnion seaforthii,
Bryothamnion triquetrum, Centroceras clavulatum, Cheilosporum sagittatum,
Codium isthmocladum, Codium sp., Enteromorpha sp., Enteromorpha lingulata,
Gracilaria tepocensis, Hypnea spinella, Lithophyllum sp., Petalonia sp., Sargassum
stenophyllum, Ulva lactuca, Ulva fasciata as well as two aquatic plant species, i.e.
Lemna sp. and Spartina juncea. Thereafter, these species were dried in a chamber
and, their compounds were extracted with ethanol and concentrated by solvent
evaporating. The extracts were tested in vitro for evaluating the effect of them on
the mycelial growth velocity index (IVCM) in culture medium and the conidial
germination as well as the pattern of conidial germination (PGC) of C.
lindemuthianum in well slides. The extract concentration used in both tests was
always 50 mg dry wheight/ mL. Experiments were also carried out under
greenhouse conditions where bean plants cv. Uirapuru were previously sprayed
with the extracts and inoculated with a conidial suspension of C. lindemuthianum
(1,2x10° conidia/ mL). To verify the presence of local effect and residual effect,
treated plants were inoculated 4 hours and 7 days after treatment, respectively,
and whole plants were evaluated. To investigate the systemic effect, treated plants
were treated 7 days after treatment, but the disease was evaluated only on the
non-treated uppermost three-leaflet leaf. Anthracnose severity was determined on
5" and 11" day after inoculation (dai). The extract of H. spinella presented a
strong action towards the mycelial growth of C. lindemuthianum, reducing the
IVCM by 74% when compared to the control. The extracts of Lemna sp. and S.
stenophyllum inhibited the fungus conidial germination by 100% and 99%,
respectively. In greenhouse tests the B. seaforthii revealed local effect, reducing
the disease severity by 35% on the 11 dai. Although without showing local effect,
the extract of Ulva fasciata reduced the anthracnose severity on the 11" dai by
24% in whole plants and on the 5" dai systemically by 42% as well. The induction
of resistance was taken in consideration to explain the disease severity reduction
by the extract of Ulva fasciata. In vitro data did not correlate with those obtained
from greenhouse experiments.

Key-words: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, seaweeds, aquatic
plants, bioprospecting, plant diseases, plant protection.



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

No Brasil, estudos com algas marinhas estdo gerando conhecimento
cientifico util em diversas areas, tais como: na Farmacologia, identificando
compostos com atividade antiviral e anticancer (Frugulhetti et al. 2005; Romanos,
2005); na area ambiental, como formadoras de fluxo bioldgico através de
corredores ecoldgicos marinhos (Alves, 2005), e para o monitoramento e previsao
de impactos ambientais (Pupo, 2005); na area socio-econdmica, implementando a
producao de algas para gerar renda adicional em atividades maricultoras (Reis,
2005); na agricultura, utilizando extratos de macroalgas para protecdo de plantas
contra patdégenos (Stadnik, 2005), entre outras linhas de pesquisa relevantes.

Atualmente, o Brasil possui aproximadamente 800 taxons de macroalgas
marinhas identificadas em sua flora litordnea. O uso desse recurso natural
apresenta grande potencial para a agricultura. Em paises da Europa e nos
Estados Unidos produtos comerciais a base de algas ja vém sendo utilizados com
sucesso como bioestimulantes e bioprotetores de plantas, e/ou fertilizantes e
condicionadores de solo.

O cultivo do feijoeiro apresenta grande importancia econémica para o pais,
pois € um alimento presente na grande maioria das residéncias dos brasileiros.
Varias doencgas interferem na produtividade dessa leguminosa, destacando-se a
antracnose. O agente causador da antracnose do feijoeiro, Colletotrichum
lindemuthianum, ¢ um patdgeno agressivo e causa grandes perdas nos cultivos
comerciais do Sul, Sudeste e Cerrado. Devido a existéncia de muitas racas
fisiologicas e a alta taxa de variabilidade do patégeno, o melhoramento genético
na busca de resisténcia a doenga possui €ficiéncia limitada. Diante da auséncia de
cultivares de feijoeiro resistentes para todas as regides produtoras,
frequentemente sdo aplicados fungicidas na prevengcdo da doenca. Uma vez
instalada a campo e com alta severidade, a antracnose € dificiimente controlada
pela aplicacdo de fungicidas, tornando-se uma pratica além de pouco eficiente,
dispendiosa. O controle alternativo por meio de aplicagcdo de extratos de

macroalgas marinhas pode vir a colaborar no manejo integrado e/ou ecolégico da



antracnose do feijoeiro, de uma forma menos impactante ao agroecossistema e
também, levando ao consumidor um alimento livre de agrotoxicos.

Para a realizagdo de prospecgdao de extratos etandlicos de macroalgas
marinhas que passam a ter efeito na protecdo de plantas € necessario que a
espécie vegetal, o patdgeno e o patosistema atendam a requisitos como: espécie
vegetal de crescimento rapido e ciclo curto; uma cultivar estavel e com alta
suscetibilidade a inoculagado do patdégeno; e o patdgeno tem que ser agressivo e
passivel de conservacao e crescimento in vitro. O patossistema “antracnose x
feijoeiro” e a cultivar de feijao Uirapuru, para Santa Catarina, atendem tais
exigéncias.

Visando selecionar no minimo um extrato etandlico de macroalga marinha
para controlar a antracnose do feijoeiro comum, o presente trabalho teve como

objetivos:

e Testar in vitro o efeito dos extratos etandlicos de macroalgas marinhas e
plantas aquaticas sobre o crescimento micelial e sobre a germinagao de

conidios de C. lindemuthianum.

e Estudar o efeito local (em tecido foliar diretamente tratado), residual e
sistémico da aplicagdo dos extratos no controle da antracnose do feijoeiro

comum.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Bioprospeccao

A bioprospeccao pode ser entendida como a busca e coleta de material
biolégico para fins comerciais, como a exploragdo da biodiversidade, e
eventualmente a exploragdo do conhecimento indigena ou tradicional, ou ainda
como a pesquisa de recursos bioldgicos e genéticos, e seus conhecimentos
associados (Assad, 2002).

A bioprospeccao é capaz de proporcionar beneficios para a humanidade, ao
mesmo tempo em que para um grande numero de industrias agrega-se valor
comercial a atividades relacionadas & biodiversidade. E crescente o interesse nos
recursos provindos da bioprospeccdo pelas industrias de cosméticos, de
fitomedicamentos, quimicas, alimentares e agropecuarias. Além das industrias,
podem ser incluidos no processo as instituicbes de pesquisa, as universidades, as
populagbes locais e as ONGs (Organizagbes nao governamentais). Recursos
gerados pela bioprospeccao podem possibilitar a geragdo sustentavel de renda
para as populacdes locais, como forma de financiamento para a conservacio da
biodiversidade (Assad, 2002).

Sobre os problemas atuais da bioprospeccao brasileira, Assad (2002) levanta
que a capacidade técnico-cientifica e juridico-institucional ndo tem sido suficiente
para instituir de forma regularizada a prospecg¢ao da biodiversidade no pais. Prova
disso € a quase inexisténcia dessas atividades no contexto brasileiro. Na pratica, o
que se tem observado, de uma parte, € o uso comercial da biodiversiade
brasileira, sem a caracterizagao da atividade junto a érgdos competentes; e, de
outra, as reacdes adversas de eventuais parceiros da atividade da bioprospeccao
(povos indigenas, populagdes locais que ha tempos tém relagdo com determinado
recurso de biodiversidade), por ndo verem seus interesses atendidos, nao
participarem da particdo dos beneficios provindos da ativ idade, ndo terem acesso
a tecnologia e beneficios gerados. Vale salientar que as informagdes fornecidas

por tais parceiros tiveram grande importancia no produto final da atividade.



Para solucionar tais problemas, Lapa (2004) aponta o financiamento pelas
agéncias federais a cientistas académicos e a industria farmacéutica para o

desenvolvimento de novos produtos provindos da bioprospecgao.

2.2. Consideragoes gerais sobre a cultura do feijoeiro

O género Phaseolus pertencente a subclasse Rosidae, ordem Fabales e
familia Fabaceae (Cronquist, 1988). O numero de espécies de Phaseolus pode
variar de 31 a 52 espécies, sendo que somente cinco séo cultivadas: P. vulgaris
L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman.
O centro de origem do feijoeiro € o Continente Americano, embora suas espécies
estejam amplamente distribuidas pelo mundo, entre as zonas temperadas dos
hemisférios Norte e Sul (Debouck, 1991; 1999).

A produgao mundial de feijao (Phaseolus vulgaris L.) € da ordem de 18,9
milhdes de toneladas. O Brasil € o maior produtor mundial de feijao (3-4 milhdes
de toneladas) (FAO, 2004; Agrianual, 2005) com produgéao atingindo de 15-20 %
da producao mundial.

A producgao de feijao no Brasil sofre, porém, muitas oscilagdes. Assim por
exemplo, registrou-se na safra das aguas de 2003/04 quebra significativa da
producao nas regioes produtoras. Contudo, o bom resultado da safra do Parana e
Séao Paulo acabou compensando essa quebra. A safra da seca também foi muito
prejudicada pelo clima, em especial na regido Sul, e no Sudeste, afetando de
modo significativo a qualidade do produto colhido. Ha indicios de menor colheita
na terceira safra do Centro-Sul e na safra das aguas de 2004/05, por desestimulo
ao plantio, devido a queda dos preg¢os nos meses precedentes. Desse modo, €
provavel maior equilibrio entre oferta e demanda, favorecendo quem insistir no

negocio (Agrianual, 2005).

Ha problematica com a antracnose do feijoeiro nos cultivos de inverno, onde
o plantio e as fases fenoldgicas iniciais da cultura coincidem com a época de
baixas temperaturas e umidade alta, devido a necessidade de sucessivas
irrigacdes. Os estados brasileiros que praticam cultivo de inverno séo relacionados

por Stone & Sartorato (1994), sendo eles: Parana, Sao Paulo, Minas Gerais,



Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul. Esses estados cultivam o
feijoeiro por praticamente o ano todo, utilizando-se de alta tecnologia de irrigagao,
principalmente sob pivé central. Nesse caso os melhores precos sao alcangados
na safra de inverno, pois poucos produtores detém as condi¢des tecnoldgicas
necessarias para o cultivo nessa época.

O Estado de Sao Paulo encontra-se entre os maiores produtores brasileiros
desta leguminosa, com as regides produtoras obtendo até trés colheitas anuais
(adguas, seca e inverno), num sistema quase que continuo de plantio (lto et al.,
2003).

2.2.1. O Feijoeiro em Santa Catarina

Dentre os produtos agricolas produzidos em Santa Catarina, o feijao
destaca-se pela importancia econdmica e social, por representar uma fonte de
renda para grande numero de produtores e por ser a principal fonte de proteinas
para a populacdo de baixa renda. A importancia econémica da cultura fica
evidenciada pelo fato de 60% da produgao estadual ser comercializada em outros
estados, principalmente em S&o Paulo (Hemp & Massignma, 2003).

Com uma producédo anual entre 290 a 340 mil toneladas, Santa Catarina
participa com cerca de 12% da produgao nacional de feijao. Em éarea, o feijao é
atualmente a segunda cultura mais cultivada em Santa Catarina, sendo superada
apenas pelo milho. Nos ultimos anos a area de feijao tem oscilado entre 350 a 400
mil hectares. Dentre os produtos agricolas produzidos no estado, o feijoeiro
comum € o 3° em termos de Valor Bruto da Produgéo (VBP), logo apés do fumo e
do milho. Na safra 1992/93, o fumo em folha participou com 31% do VBP, o milho
em grao com 28% e o feijao com 10% (Instituto Cepa, 1994). Na mesorregiao
Oeste Catarinense, o maior destaque cabe a microrregido de Chapeco, embora as
outras microrregides também apresentem valores expressivos. No Norte
Catarinense destaca-se a microrregido de Canoinhas e a mesorregido Serrana
(Planalto), essas duas microrregides, destacam-se pela area e quantidade

produzida no cultivo da "safra". Outro aspecto a observar é que a produgao



catarinense de feijao esta distribuida em duas épocas ou periodos de
semeadura/cultivo. A primeira, denominada de "safra" (aguas), corresponde ao
periodo de semeadura entre os meses de agosto a dezembro e compreende as
maiores areas e volumes de produgdo. A segunda época, conhecida como
"safrinha" (seca), corresponde a semeadura nos meses de janeiro e fevereiro e é
menor em termos de area cultivada e produgdo. A quantidade produzida neste
cultivo corresponde a cerca de 30% da obtida na "safra" (Hemp & Massignma,
2003).

A producgao catarinense de feijao vem oscilando com tendéncia a decrescer.
Ha cinco anos colhia-se 13% mais feijao. Mas apds ter atingido seu ponto mais
baixo em 2001, esta producdo da sinais de recuperagao (8% nos dois ultimos
anos), ainda que insuficientes para alcangar os patamares dos dois primeiros anos
do periodo. Positivamente relacionado houve crescimento expressivo em
produtividade (17% entre os dois ultimos anos e 63% em cinco anos) (Silva,
2003).

O feijao na regido oeste de Santa Catarina apresentou desempenho razoavel
na primeira safra 2003/2004. Nas microrregides de Curitibanos e dos Campos de
Lages, onde o cultivo € mais tardio, as estiagens provocaram perdas significativas.
Em razado disso e de leves prejuizos em outras microrregides, a produgao estadual
caiu de um potencial de 151,4 mil para apenas 177,3 mil toneladas. A falta de
chuva também prejudicou a safrinha, seja no montante da area prevista para o
plantio, seja no que tange ao desenvolvimento das lavouras. A area plantada, que
inicialmente foi esperada em 41 mil hectares, ficou em 35 mil hectares. A
producdo projetada em 43,24 mil toneladas situou-se em apenas 29,5 mil

toneladas; ou seja, apresentou um decréscimo de 31,8% (Brugnago, 2004).



2.3. Antracnose do Feijoeiro

2.3.1. Etiologia

O fungo causador da antracnose do feijoeiro é o Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc.&Magn) Scrib. pertencente a classe Deuteromycetes,
ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae. A fase perfeita desse fungo,
conhecida como Glomerella cingulata (Ston.) Spaud & Scherenk f.sp. phaseoli
Kimati, pertence a classe Ascomycetes e a ordem Diaportales (Vale et al, 1997).

O fungo é patogénico a muitas espécies de leguminosas, tais como,
Phaseolus lunatus, P. acutifolius, P. coccineus, P. aureus, P. limensis, Vigna

unguiculata e Vicia faba (Vale et al., 1997).

2.3.2. Sintomas

As lesdes de antracnose estabelecem-se preferencialmente sobre as
nervuras da face inferior da folha e dos peciolos, causando maceragcdo dos
tecidos, devido a destruicdo da integridade estrutural da lamela média (Schwartz,
1991). Com o colapso do sistema de feixes vasculares nas nervuras e peciolos
das folhas infectadas, ocorre uma descontinuidade do fluxo normal de agua e
fotoassimilados para as diversas regides da folha. A reducao da translocacao de
fotoassimilados resulta no acumulo de carboidratos que, por sua vez, causa
diminuicdo da taxa de assimilacdo de CO, (Neales & Incoll,1968).

Quando a doencga afeta plantulas, observam-se lesdes pequenas de
coloragao marrom ou preta nos cotilédones. O hipocétilo pode apresentar lesdes
alongadas, superficiais ou deprimidas, podendo ocorrer o estrangulamento do
hipocétilo e morte da plantula. Lesdes produzidas no caule e nos peciolos séo
alongadas, escuras e as vezes deprimidas. Nas vagens, s&o geralmente circulares
e deprimidas, de coloragdo marrom, com o0s bordos escuros e salientes,

circundados por um alo pardo-avermelhado. As lesdes nas vagens podem ainda
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apresentar o centro de coloragdo mais clara ou rosada, devido a esporulagdo do
fungo. As lesdes podem coalecer e cobrir parcialmente as vagens. Sementes
infectadas sdo geralmente descoloridas e podem apresentar lesdes levemente
deprimidas e de coloragdo marrom (Bergamim Filho et al., 1995).

A producdo de conidios e a infeccdo da planta sao favorecidas por
temperaturas entre 13 e 26°C, com o6timo em 17°C. Umidade relativa maior que
92% (ou agua livre) é requerida durante a germinagao de conidios, incubacéo e
esporulacdo. Chuvas moderadas e intervaladas, particularmente se forem
acompanhadas de vento, sdo essenciais para disseminacdo local de conidios e
desenvolvimento de epidemias severas (Schwartz, 1991). Nestas condicbes
ambientais e sobre cultivares suscetiveis, semeados com sementes infectadas,

pode causar redugdes de até 100% no rendimento da cultura (Chaves, 1980).

2.3.3. Mecanismos de resisténcia do hospedeiro e de ataque do patégeno

As espécies de Colletotrichum possuem diversas estratégias para a invasao
dos tecidos do hospedeiro, desde hemibiotréfico intracelular a necrotrofico
subcuticular/intramural. O patégeno desenvolveu uma série de estruturas
infectivas como tubos germinativos, apressorios, ganchos de penetragéo,
vesiculas infectivas, hifas primarias e secundarias (O’Connell et al., 2000).

Os esporos de C. lindemuthianum possuem uma capa esponjosa,
porosamente estruturada, semelhante a camada manoprotéica da Candida
albicans. A capa do esporo é composta por uma série de glicoproteinas, incluindo
ainda polissacarideos, como a quitina e a 3-1-3 glucana. No processo infectivo, o
conidio adere a cuticula e germina produzindo o tubo germinativo, este se
diferencia formando o apressério. Da base dos apressérios emergem as hifas de
penetracdo que penetram diretamente na cuticula. Ha relatos de que também ha a
penetracdo através dos estdmatos. Apartir desse momento ha duas vias, a
hemibiotréfica intracelular e a necrotréfica subcuticular (O’Connell et al., 2000).

Muitas espécies iniciam a infecgcdo através da fase biotréfica, introduzindo

hifas primarias intracelulares. Posteriormente vem a fase necrotrofica, destrutiva,
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associada a hifas secundarias que colonizam os tecidos do hospedeiro (O’Connell
et al.,2000).

No patossistema antracnose/feijoeiro, em cultivares suscetiveis, as células
penetradas se mantém inicialmente vivas, apresentando suas ultraestruturas do
citoplasma acumulando compostos vitais e aptas a plasmalise. Durante a fase
biotréfica, a membrana plasmatica e o protoplasma da célula do hospedeiro
expandem e invaginam em torno da vesicula infectiva e da hifa primaria, e uma
camada matricial interfacial é depositada entre a parede celular do fungo e a
membrana plasmatica do hospedeiro. A matriz € composta de polissacarideos e
glicoconjugados com grupos de hidroxilas. Apos 24 horas a penetragdo a
membrana plasmatica do hospedeiro perde a integridade das fungdes, degenera e
morre. As hifas intracelulares comecam a retirar nutrientes das células mortas,
iniciando a fase necrotrofica. Células morrem, mas nao ha indugcdo dos
mecanismos de defesa, sintomas macroscopicos comegam a aparecer, como
manchas necroticas marrons. Hifas primarias continuam os processos biotroficos
simultaneamente (O’Connell et al., 1987 e 2000).

Hifas secundarias atuam colonizando o tecido intra e intercelularmente. As
paredes celulares do hospedeiro sado degradadas sob acdo de enzimas
depolimerizadoras, matando mais rapidamente as células e potencializando a fase
necrotréfica. Inicia-se a apresentacdo de sintomas tipicos e a produgao de
compostos de defesa, mas o crescimento do fungo nao é afetado, pois as células
que produzem os compostos estdo sendo mortas antes que haja o acumulo das
substancias em concentragdes letais ao fungo (O’Connell et al., 2000).

A pectina, heteropolimero metiolado ligado ao acido a-1-4 galactonurdnico, é
o polimero predominante na parede celular das plantas. Contribui como barreira
mecanica a fitopatdbgenos, por isso, muitos patdgenos secretam enzimas
pectinoliticas, como a poligalacturonase, pectina metil esterase, pectato liase ou
pectina liase. Essas enzimas depois de secretadas inter e intracelularmente pelos
patdbgenos causam maceragdo dos tecidos. As enzimas tém dupla relagdo de
patogenicidade com o hospedeiro, induzindo a degradacdo dos tecidos e

expressao génica de defesa (Dumas et al., 2000).
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2.3.4. Inducao de resisténcia

Na inducédo a resisténcia, a planta tenta barrar a penetragao do apressoério e
o crescimento das hifas do fungo através da oposig¢ao/barreira aos pontos de
tentativa de invasdo, como a parede celular e o nucleo da célula do hospedeiro.
Quando ocorre a invasao a planta dispde ainda da Resposta hipersensitiva (HR),
onde sacrifica as células ao redor da invaséo (Cloud & Deverall, 1987).

Elicitores ativam genes que codificam proteinas das células da parede celular
do hospedeiro, tais como glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGP),
fenilalanina amonia-liase (PAL), calcone sintetase (CHS). Concomitantemente ha
uma rapida acumulacdo de mRNAs. As atividades de defesa sdo transmitidas
intercelularmente e endogenamente a toda a planta, sinalizando uma resposta
sistémica de defesa (Lawton & Lamb, 1988). Tepper et al. (1989) observaram
niveis diferenciados de acumulo de sintatos fendlicos em diferentes cultivares de
feijoeiro, e que nem sempre havia relagcdo entre este acumulo e realmente a
producao de fitoalexinas, dando indicios de intima relagdo de especificidade entre
planta/patogeno.

Filtrados de culturas de C. lindemuthianum elicitaram in vitro a atividade do
MmRNA polissomal, que vem a codificar a biosintese de fitoalexinas como a
fenilalanina amonia-liase (PAL), sintese de chalcona, e calcone isomerase
(Handam & Dixon, 1987). Também trabalhando com preparados de
C.lindemuthianum, Rogers et al. (1988) observou o acumulo de peroxidados de
lipidios, de pigmentos de lipofuscina (LFP) e malondialdeido em células de tecido
de feijoeiro. Apos 6 horas a inoculagdo houve a produgdo e acumulo de
fitoalexinas, com Kievitone, faseolina e faseolinaisoflavonona. As fitoalexinas e o
LFP s&o ativados apds as explosdes oxidativas, onde participam os compostos de
xanthina oxidase.

C. lindemuthianum secreta a endopoligalacteronase (endoPG), quando em
meio de cultura contendo pectina. Essa enzima quebra a ligacdo a-(O)-D-

galactonurase com homogalacturonana e polimeros de pectina, produzindo acidos
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mono-, di-, e trigalctoranicos como produtos finais da hidrélise. O processo de
parasitismo a endoPG pode ser inibido pela proteina de inibicdo de
poligalactorunase (PGIP). Purificados de endoPGs extraidos da raga B de C.
lindemuthianum estimulam a biosintese de proteinas relacionadas a patogénese
(PR) (Dumas et al.,2000).

Foram quantificados as PR proteinas, 3-1-3 glucanase e quitinase, e também
0 acido salicilico (SA) glicosilado, tratados quimicamente com acido 2,6-dichloro-
isonicotinico e em folhas infectadas por C. lindemuthianum . Os resultados obtidos
foram: Um dia apds tratamento a quitinase aumentaram em ambos os
tratamentos. As duas PR proteinas aumentaram cinco dias apods tratamentos.
Plantas inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum tiveram aumento e
acumulo de acido salicilico (SA) glicosilado nas primeiras folhas trifoliadas apds
sete dias do tratamento e na segunda inserg¢ao de folhas trifoliadas, esse acumulo
foi aos 13 dias (Dann et al., 1996).

A ativacao da transcricao da quitinase é muito rapida, cinco minutos apds a
elicitacdo de defesa em feijoeiro, inicia-se a producdo e acumulo da quitinase nas
células do hospedeiro. Tem-se 0 maximo acumulo do composto apds duas horas
a elicitacdo. Analisando-se hibridos de cDNA quitinase em alguns fragmentos
genbmicos de cultivares de feijoeiro, sugere-se que haja alguns genes envolvidos
na transcricao da quitinase no genoma do feijoeiro (Hedrick et al., 1988).

Ha o efeito de monbémeros de acgucares, presentes no compartimento
apoplastico de células de plantas, sobre a expressao génica do endoPG. Agucares
neutros, como a arabinose e rhamnose, sao fortes indutores de producgao celular

de endoPG, mais especificamente da endoPG, clpg? (Dumas et al., 2000).

Purificados de endoPG e fragmentos pecticos sdo absorvidos com certa
facilidade pela parede celular de plantas hospedeiras. Em resposta as endoPG, ha
0 aumento da atividade de -1-3 glucanase e quitinases (tidas como proteinas PR)
caracterizando a elicitagdo a indugdo de resisténcia no patossistema

feijoeiro/antracnose (Dumas et al., 2000).

Estudando o efeito da temperatura de inoculagao de C. lindemuthianum na

producao de elicitores nao especificos ao patéogeno. Leina & O’Connell (1995)
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observaram que lesdes foram mais severas em infecgao a 25°C, do que a 17°C. A
temperatura de infecgdo tem relacdo com a resposta de severidade a antracnose
em feijoeiro. Os diferentes cultivares de feijoeiro apresentam respostas
particulares a inoculagdo de uma mesma raga. Nao se observou especificidade
raca — cultivar, no entanto, a extensdo da lesdo da doencga variou entre os
diferentes cultivares inoculados pela ragca gamma, indicando que nas interacdes
de compatibilidade entre patdégeno-hospedeiro ha a producdo de elicitores nao

especificos ao patégeno.

2.3.5. Presenca e importancia de racas

As ragas 65 e 81 pertencem ao grupo de ragas disseminadas amplamente no
Brasil, o grupo Alfa. Isso demonstra a adaptacao dessas racas, facilitada pelo livre
comeércio de graos entre os estados, e pelo fato de muitos produtores reutilizarem
seus graos para futuros plantios em uma mesma area, o que aumenta o potencial
de in6culo do patégeno de uma safra para outra. Ressalta-se a importancia de
monitorar as ragas do C. lindemuthianum, principalmente nas regides onde a
antracnose pode apresentar alta taxa de progresso (Talamini et al, 2004). Rava
(1994) constatou que as ragas 65 e 89 apresentam maior distribuicado geografica
nas regides produtoras do feijoeiro comum no Brasil.

Relatou-se no Brasil a presenca das racas alpha, delta, epsilon, kappa,
lambda e quatro novas racas, a zeta, eta, teta e mu de C.lindemuthianum
(Menezes et al., 1988).

Balardin (1990) no estado de Santa Catarina, estudou a variabilidade do C.
lindemuthianum, e reuniu os isolados em oito grupos. As ragas identificadas foram:
alfa-brasil, alfa, alfa-brasil tipica, epsilon, kappa, Ba-l e um isolado novo. Nenhum
isolado foi patogénico as cultivares diferenciadores Kaboon, TO, TU, Pl 207-262,
G 2338, AB 136 e G 2333.

No Rio Grande do Sul a raca de C. lindemuthianum observada com mais
frequéncia foi a brasileiro |, seguida das racas 65 (epsilon), 31 (capa), 453 (zeta),

17 (alfa), 23 (delta), 73 e 55. Racgas 17 (alfa) e beta, anteriormente relatadas como
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abundantes, tem sido observada em baixa incidéncia ou mesmo nao tém sido
detectadas. Por outro lado a identificagdo das ragas 31 (capa), 55 (lambda), 73 e
453 (zeta) € um indicativo do aumento da populagdo de alelos uteis para
patogenicidade ou mesmo o surgimento de novos genes capazes de quebrar a
resisténcia de genes amplamente utilizados em programas de melhoramento
(Balardin, 1997).

Estudos de Carbonell (1999), objetivando identificar as ragas fisiolégicas de
C. lindemuthianum existentes no Estado de Sao Paulo, identificaram nove racas
(23, 31, 65, 73, 81, 87, 89, 95, 127), predominando as ragas 65, 81 e 89.

Dos 17 cultivares de feijao preto recomendados para a regiao sul do Brasil,
testados sob inoculagdo de diversos patotipos de C. lindemuthianum,
encontraram-se cultivares resistentes a todos os diferentes patétipos, estes
podendo ser utilizados como fonte de resisténcia em programas regionais de

melhoramento genético (Emygdio et al., 1998).

2.3.6. Perspectivas de controle da doenga

2.3.6.1. Melhoramento genético

A exacerbada utilizagao de fungicidas, o monocultivo, a ampla distribuicdo
das culturas comerciais pelo mundo, a restrita gama de variedades cultivadas, tém
exercido pressao na recente histéria evolucionaria das espécies de Colletotrichum.
A reducédo da diversidade genética das culturas favorece a selegao de linhagens
clonais do fungo (Cannon et al., 2000).

A piramidacao de genes maiores de resisténcia é a forma mais apropriada de
resisténcia por um maior periodo de tempo. O patégeno normalmente consegue
superar a resisténcia localizada em um pool génico. O piramidagdo de genes em
diferente l6cus pode ser uma estratégia para obtengéo de resisténcia duravel por

mais tempo (Melotto et al., 2000).
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2.3.6.2. Controle Quimico

O controle quimico da antracnose do feijoeiro é feito através de tratamento
de sementes e pulverizagbes na parte aérea da planta. Bianchini et al. (1995),
recomendam a aplicagcdo na parte aérea com produtos como mancozeb,
carbendazin, tiofanato metilico+chlorothalonil, trifenil 6xido de estanho, trifenil
acetato de estanho, chloratalonil; e tratamento de sementes com captan e
tiofanato metilico. A eficiéncia de pulverizagdes de fungicidas no tratamento de
sementes de feijdo requer varias repeticoes, elevando o custo de produgao
(Freitas, 2003). Ito et al. (1986) afirmam que o tratamento de sementes € limitado
no controle de certos patéogenos, sendo que nenhum dos fungicidas aplicado em
seu experimento reduziu a porcentagem de sementes infectadas com
Colletotrichum lindemuthianum. Uma série de ensaios com defensivos agricolas
mostram que a severidade de antracnose pode ser reduzida com pulverizaces
foliares de: strobirulina, pyraclostrobin, sozinhos ou combinados com
epoxiconazole (Rava, 2002); ou, tebuconazole + fentin hydroxide, azoxystrobin e
fentin hydroxide (Barros et al. 1999); ou, azoxystrobin (60g i.a./ ha); trifloxystrobin
(62,5 a 100 g i.a./ ha); trifloxystrobin+propiconazole (125+187,5g i.a./ ha). Ou,
rotagcado de fungicidas com carbendazim (500 g a.i./ha) e fluquinconazole (62,5 g
i.a./ ha) (Oliveira, 2003). O fungicida manzate 800 (mancozeb a 1,6 g i.a./ ha) com
o adjuvante Max Oleo controlou 83,3% (Alleoni & Passos, 2000) e o trifenil
hidroxido de estanho 300g e azoxystrobin 120g apresentou controle superior a
70% (Picinini & Fernandes, 2000).

O controle da antracnose se da de forma preventiva ao estabelecimento da
doenca. Normalmente aplicado como sugere Oliveira (2003), em trés aplicagdes
preventivas, em intervalos de 15 dias, a partir de 30 dias apO6s emergéncia das
plantulas. Fungicidas sistémicos tém efeito curativo apenas quando séo aplicados
até 2 dias apos infecgéo (Cantieri et al., 1998), ou seja, depois do estabelecimento
da doencga quaisquer aplicacbes de defensivos s6 vem a aumentar o dispéndio

financeiro com a cultura, assim aumentando o prejuizo ocasionado pela doenca.
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Levando em conta a biodiversidade e a conservacdo do meio ambiente,
optar por controles alternativos ao controle quimico € uma forma de diminuir os
impactos da agricultura na natureza. Sendo que os defensivos acima listados,
utilizados no controle da antracnose do feijoeiro apresentam as mais diversas

formas de impacto ao meio-ambiente.

2.4. Utilizacao de algas marinhas na agricultura

Um indicativo da nossa incipiente exploracdo de algas marinhas na
agricultura é a presenca do Brasil em apenas uma das citagdes da Tabela 1. O
cultivo de algas marinhas no Brasil foi iniciado no litoral do Nordeste, em 1998, por
intermédio da FAO (Organizacdao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura). Na premissa sécio-econdmica de substituir as importagdes brasileiras
de Agar-Agar e carragenana, e também, engajando o pescador nas artes dos
cultivos aquaticos, transformando pescadores em maricultores. Atualmente o
“Projeto Algas” produz Gracilaria birdiae e pesquisa sobre a Hypnea sp. (Carvalho
Filho, 2004). Segundo o autor “O Brasil tem como fazer uma alga de grande
qualidade por ser um pais tropical e ter muito sol para ajudar nesse trabalho”.
Devido a mao-de-obra barata no pais, nosso custos de producdo sao menores
comparados aos outros paises produtores, possibilitando ao Brasil oferecer ao
mercado externo um produto com prego competitivo. Horta Junior et al. (2001)
afirmam que o potencial brasileiro € enorme, levando em conta a extensa faixa
litoranea e que as macroalgas sdo organismos muito diversificados e de
ocorréncia frequente em ambientes marinhos, especialmente no litoral sul-

brasileiro.
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Tabela 1. Géneros de algas marinhas utilizadas na agricultura e os paises
envolvidos no cultivo.

Africa do Sul Ecklonia maxima; Laminaria schinzii

Alasca Alaria fitulosa; Nereocystis luetkaena

Australia Macrocystis pyrifera

Brasil Sargassum spp.

Canada Ascophyllum nodosum; Fucus gardneri; Nereocystis luetkaena

Chile Ahnfeltia plicata; Ascophyllum nodosum

China Ascophyllum nodosum

Filipinas Laurencia papillosa; Hydroclathrus clathratus

Franca Lithothamnion corallioides; Ascophyllum nodosum,; Fucus spp.

Irlanda Lithothamnion corallioides

Italia Ulva spp.

Kenya Dictyosphaeria cavernosa, Halymenia venusta; Laurencia
papillosa

Nova Zelandia Gracilaria chilensis

Portugal Enteromorpha spp.; Ulva spp.; Gracilaria spp.
Ucrania Lithothamnion corallioides; Phimatotithon calcareum
Vietna Sargassum spp.; Turbinaria spp.

Baseada em Zemke-White&Ohno (1999); Talamini & Stadnik (2004).

Em estudos realizados por Pascholati (1997) sobre os efeitos de
cianobactérias (algas azul-verdes) na germinacao e formacgao de apressorios por
Colletotrichum graminicola e Hemileia vastatrix. Verificou-se que a Anabaena sp
reduziu a germiancado dos conidios de C. graminicola, porém nao interferiu na
formacéo de apressorios. Por sua vez, as preparagdes de Limnotrix planctonica,
Merismopedia tenuissima, Pseudanabaema galeata e Rhabdogloea brasilica
reduziram a germinagao dos urediniosporos € a formagao de apressérios por H.
vastatrix. Concluiu-se que as cianobactérias podem interferir no desenvolvimento

de fungos fitopatogénicos.
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Leonetti et al. (2003) avaliando o efeito de extratos etandlicos obtidos das
macroalgas marinhas Cheilosporum sagitattum, Gracilaria tepocensis, Ulva
fasciata e Codium decorticatum no controle de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (crestamento bacteriano do feijoeiro), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (cancro bacteriano do tomateiro) e Erisiphe polygoni (oidio do
feijoeiro), concluiram que nenhum dos extratos afetou o crescimento de X
axonopodis e C. michiganensis. Lima-Filho et al. (2002), também n&o
encontraram efeito de Ulva fasciata sobre bactérias. No entanto, o extrato de Ulva
fasciata reduziu em 80% o numero de colénias de Oidio nas plantas de feijoeiro.
Os demais extratos nao demonstraram efeito. Leonetti et al. (2003) testaram o
efeito da Ulva fasciata para o controle de oidio em duas cultivares de feijoeiro
(Carioca e FT-Bonito) e verificaram redugdo da severidade do oidio, porém
somente para efeito local. O extrato da alga nao afetou o Oidio de modo sistémico

quando as inoculagdes foram feitas nove dias apés a pulverizagao do extrato.

O extrato da alga Ulva fasciata também reduziu o indice de velocidade de
crescimento micelial e a germinacdo de conidios de Colletotrichum
lindemuthianum, agente etioldgico da antranose do feijoeiro (Talamini et al., 2004;
Abreu et al., 2005). Loffaguem et al. (2004) em experimento de campo com a
cultivar Uirapuru de feijdo (altamente suscetivel a antracnose nas regides de
Petrolandia e Campos Novos — SC), observaram que em parcelas que receberam
pulverizagdes a cada 30 dias com o extrato de Ulva fasciata, houve reducido de
50% na severidade da antracnose em relagdo a testemunha, superando o efeito
da aplicacao de fungicida. Loffaguem acredita que, nesse caso, o extrato da alga
tenha atuado como indutor de resisténcia. Pode-se também encontrar bioatividade
em bactérias associadas a Ulva sp., Egan et al. (2000) isolaram bactérias da
superficie de Ulva reticulata e encontraram forte atividade sobre larvas de
poliqueta que se alimenta dessa alga.

Em estudos com espécies de Sargassum no controle de doencas radiculares
do girassol, Ara (1996) concluiu que a incorporagdo no solo de algas marinhas
Sargassum tenerrumum, S. swartzii, S. wightii e agentes de biocontrole

Paecilomyces lilacinus, Pseudomonas aeruginosa, Bradyrhizobium japonicum,
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reduziu a infecgdo radicular de Macrophomina phaseolina e Fusarium solani. S.
swartzii e S. wightii aumentaram a infecgdo por Rhizoctonia solani . O controle
completo de F. solani e o controle mais eficiente de M. phaseolina e F. solani
foram combinando S. swartzii e P. lilacinus, quando comparado a seus usos
separados. A utilizacdo de algas marinhas promoveu maior crescimento da

fitomassa.

Extratos etandlicos de Laminaria japonica e Undaria pinnatifida estimularam
o desenvolvimento de hifas e o crescimento vesicular-arbuscular de fungo
micorrizico (Gigaspora ramisporophora) em raizes de plantas citricas (Kuwada et
al., 1999).

A aplicagcdo de extrato de Ascophyllum nodosum diminuiu o numero de
juvenis de segundo estagio e de ovos de Meloidogyne javanica e M. incognita em
raizes de tomateiro. Plantas de Arabidopsis thaliana tratadas com extrato tiveram
diminuicdo na colonizagao por fémeas de M. javanica em raizes (Jenkins et al.,
1998). Paracer et al. (1987) demonstraram que o extrato de Spatoglossum
schroederi, em concentrado aquoso de 1,0 a 0,50%, apresentou efeito direto sobre
alguns géneros de nematdides matando espécies de Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. acrita e Hoplolaimus galeatus. Também constatou-se que extratos de
Spatoglossum schroederi, Botryocladia occidentalis e Bryothamnion triquestrum
reduzem significativamente o numero de galhas em raizes de tomateiro quando
usados como condicionadores de solo entre 0,5 - 1% peso de alga/ peso de solo,
causadas por M. incognita.

O extrato da macroalga marrom Ascophyllum nodosum foi testado na
pimenteira e na videira para controlar mildios, causados respectivamente por
Phytophtora capsici e Plasmopara viticola. Ambos os parasitas foram controlados
com a pulverizacao foliar do extrato dessa espécie de macroalga. Nos tecidos
foliares de pimenteira, a atividade soluvel das peroxidases e a concentracado da
fitoalexina capsidiol foram altamente incrementadas. Por isso, os autores
concluiram que a aplicagao de extratos de Ascophyllum nodosum atua como

indutor de resisténcia (Lizzi et al., 1998). Jenkins et al. (1998) detectou os
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seguintes compostos no extrato de Ascophyllum nodosum: acido betaino gamma -
aminobutirico, acido betaino delta -aminovalérico e glicinobetaina.

A aplicagdo preventiva de 1% de extrato liquido de algas mostrou-se
eficiente contra Pythium ultimum em Brassica oleracea var. capitata (Dixon &
Walsh, 2004).

Pensando (1984), na Costa Francesa do Mediterraneo, testou extratos
etandlicos de 31 espécies de algas marinhas, contra fungos e bactérias Gram- e
Gram+, (causadores de dermatofitoses e candidiase em humanos, leveduras e
decompositores de matéria-organica). Os extratos de Zanardinia prototypus,
Cystoseira stricta, C. compressa inibiram o crescimento das diferentes bactérias;
Dictyota dichotoma, D. lineares, Dilophus fasciola inibiram o crescimento da
maioria dos fungos; Hypnea musciformis, Falkenbergia rufolanosa, Laurencia
obtusa, Nereia filiformis, Sporochnus pedunculatus tiveram atividade significante
contra fungos e bactérias. Neste trabalho, os melhores resultados foram
observados pela aplicagao dos extratos preparados com algas em maximo estadio
vegetativo. O controle foi mais efetivo sobre bactérias gram positivas, mesmo fato
observado por outros autores. Magallanes et al. (2003) encontraram atividade
antibacteriana, em cepas clinicas das algas coletadas no Peru: Grateloupia
doryphora, Prionitis decipiens, Petalonia fascia, Bryopsis plumosa, Ahnfeltiopsis
durvellaei. Houve grande atividade dos extratos etandlicos dessas algas sobre
bactérias Gram positivas, neste trabalho ndo houve bioatividade em bactérias

Gram negativas, fato também observado por Del Val et al. (2001).

ApoOs a prospecgao de 28 espécies de algas marinhas das llhas Canarias
levantando a producdo de compostos antibactericidas e antifungicos, Del Val et al.
(2001) encontraram nas algas Asparagopsis taxiformis e Cymopolia barbata, forte
acao contra amplo espectro de microrganismos.

Vlachos et al. (1997) fizeram a bioprospecc¢ao antibidtica de 56 espécies de
algas coletadas na costa leste e oeste da Africa do Sul, e verificaram que, entre os
extratos etandlicos testados, o da alga marrom Zonaria subarticulata mostrou mais
amplo e intenso espectro de atividade antimicrobiana. Ja Abouriche et al. (1999) e

Bennamara et al. (1999) identificaram na alga marrom Cystoseira tamariscifolia
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diferentes compostos bioativos, entre eles, o diterpendide metoxifurcarenoma, o
qual mostrou forte atividade contra os fungos fitopatogénicos vasculares Fusarium
oxysporum e Verticillium albo-atrum, e a bactéria Agrobacterium tumafaciens. A
partir da alga marrom Jolina laminarioides isolou-se o fucosterol, que inibiu o
crescimento de fungos (Rahman et al., 1997). Horikawa et al. (1996) isolaram trés
substancias antibacterianas da alga vermelha Laurencia okamurae que ocorria no
Japao. Ja Konig e Wright (1997) identificaram a partir de uma espécie semelhante
Laurencia obtusa que ocorre no Caribe, alolaurinterol. Esse composto apresentou
atividade contra diversos fungos fitopatogénicos, entre eles, Ustilago violacea e
Fusarium oxysporum. O extrato metandlico, a fragdo acetato-etilico e quatro
esterdis isolados de uma alga verde Chara wallichii mostraram, embora em
diferentes graus, atividade contra diferentes espécies de bactérias e fungos
(Khalig-uz-Zaman et al. 2001).

Cluzet et al. (2004) monitoraram a expressdao de 152 genes de alfafa a
elicitacdo ao extrato de Ulva sp. em resposta a infecgao de Colletotrichum trifolli,
causador de antracnose. O extrato da alga eficientemente elicitou multiplas
respostas de defesa, estas sendo: a biosintese de fitoalexinas, de proteinas
relacionadas a patogénese (PRPs) e protéinas de parede celular. A resposta de
maxima eficiéncia ocorreu dois dias ap6s elicitagdo com 500 ug/ mL, aplicado em
pulverizagao foliar. Nao se constatou fitotoxicidade do extrato, nem alteragao do

metabolismo primario da planta devido sua aplicagao.

A laminarina, o oligbmero -1,3 glucano naturalmente abundante nas algas
marinhas marrons, elicitor de variadas reacbes de defesa no fumo, confere
resisténcia ao agente da doengca da podriddo mole, Erwinia carotovora. Os
polissacarideos presentes nas algas marrons sdo reconhecidos e elicitam sinais
de defesa em plantas terrestres. Isso acontece pela laminarina ser uma estrutura
analoga a linear R-1,3 glucano, um oligossacarideo naturalmente envolvido nos
mecanismos de reconhecimento natural célula a célula, nas interagdes de planta-
patdgeno, e também exdgenos (resultantes da degradagao das paredes celulares
de fungos) ou endogenos (calose fragmentada) no hospedeiro. Ainda a laminarina

e os oligbmeros de laminarina sao potentes elicitores de defesa, ambos nas
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dicotiledbneas (tomate e feijao) e nas monocotiledéneas (trigo e arroz). Esse
poderoso R3-1,3 glucano torna-se importante, ferramenta alternativa para o controle
de doengas nas culturas agrondmicas (Klarzynski, 2000). Mercier et al. (2001)
elicitou defesa em folhas de fumo com a aplicagédo de carragenana, polissacarideo
extraido de algas marinhas. Foi observado apds a aplicagdo de carragenana a
codificacdo de vias metabdlicas de etileno, acido jasmbnico e acido salicilico,

como também a producgao local de quitinase e inibidores de proteinases.

Polissacarideos isolados de Ulva lactuca promoveram diminuicdo na
reproducao de particulas virais humanas e avicolas (lvanova, et al. 1994).

Aglutininas presentes na fragdo protéica extraida do extrato de Hypnea
musciformis possuem propriedades antifungicas, inibindo a germinacdao do
fitopatégeno C. lindemuthianum e do fungo dermatdfito Trichophyton rubrum (Melo
et al.,, 1997). O mecanismo antifungico de agao da aglutinina é elucidado pela
ligagdo da aglutinina a camada de quitina presente nas paredes celulares da hifa
do fungo, inibindo a sintese de quitina necessaria para o crescimento de novas
hifas.

Fattorusso et al. (1986) extrairam os diterpenos Dictyol A e Dictyol B de
Dictyota dichotoma. Também Faukner et al. (1977), estudando espécies de

Dityotales, encontraram nos extratos, diterpenos com atividade antibiotica.

Em testes em feijoeiro com o produto comerial Roots™ (Lisa Products
Corp.,New Haven, Coon.), uma mistura de propriedades de acidos humicos,
extratos de algas marinhas, thiamina, e acido ascérbico, relataram aumento de
peso fresco das vagens (Russo & Berlyn, 1992). Nao foram observadas diferengas
no crescimento vegetativo e a agua contida nas vagens manteve-se similar nos
tratamentos. O bioestimulante ndo funciona usualmente como regulador de
crescimento. Nenhum horménio sintético de plantas foi adicionado. Roots™
contém extratos de algas marinhas e estas sao conhecidas por conter citoquininas
naturais. De qualquer maneira, a citoquinina (0,1 mg/ L) esta contida na solugéo
de trabalho recomendada por Roots™ (10ml de Roots™ por litro de agua). Essa é

provavelmente uma quantidade muito baixa para exercer um efeito biolégico
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quando adicionado ao solo, embora seja suficiente na atividade em cultura de
tecidos e hidroponia.

Trés diluicdes do produto comercial AlgaenzimswI foram testadas por
Martinez-Louzano et al. (2000) em cinco variedades de feijao (Negro, Bianco,
Pinto Americano, Bayo and Peruano) em aplicagdes via solo, na semeadura. Bayo
e Peruano foram as que apresentaram a melhor resposta em desenvolvimento e
crescimento quando tratadas com AIgaenzimsTM. Quando o produto foi aplicado na
semeadura e 15 dias depois, via solo e via foliar, observou-se um aumento no
numero de nos e alongamento entre insergdes de nos.

Os produtos a base de extrato de algas, Maxicrop® (a base de extrato de A.
nodosum) e Seasol®, ndo tiveram influéncia na produtividade do morangueiro
(Washington, 1999). Eris et al. (1995) testaram Maxicrop® e observaram aumento
de produtividade, peso e tamanho de frutos, sdlidos soluveis totais em fruto, e
clorofila nas folhas de pimenteira.

A utilizacdo do produto comercial a base de extratos de algas, N PROTM
(registrada por Grupo Roullier) aumentou a atividade de nitrato reductase,
indicando efeito estimulante em plantas crescendo em condicbes nutritivas
adversas, principalmente em deficiéncia de nitrogénio (Durand et al., 2003).

A utilizacdo de extratos de algas e acidos humicos aumentou a resisténcia
dos gramados a seca (Zhang & Ervin, 2004).

Koo & Mayo (1994) constataram aumento de 10-25% em produtividade e
diminuicdo de queda de frutos em plantas de citrus com a aplicacdo aérea de
extratos de algas. Em relacdo a qualidade de frutos, tem-se observado que a
pulverizagdo aérea com extrato de algas aumentou a coloragdo avermelhada de
macgas em cultivo organico (Marangoni et al., 2004). Em cultivo convencional
Malaguti et al. (2002) encontraram o mesmo resultado para a cultivar Mondial

Gala, mas inverso para Fuiji.
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3. METODOLOGIA

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e em casa-de
vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa

Catarina.

3.1. Obtencao e conservacgao do isolado de Colletotrichum lindemuthianum

Utilizou-se o isolado monospdrico (Labfitop 001-03) da raca 73 de C.
lindemuthianum, obtido a partir de vagens de feijoeiro com sintomas de
antracnose, originadas de lavoura severamente infectada, localizada no municipio
de ltuporanga — SC (Loffaguen et al., 2005).

O isolado original do fungo foi conservado a longo prazo em agua pelo
método Castellani (1939). Para a execugao dos testes in vivo e in vitro, discos de
9mm da cultura fungica monospérica foram transferidos para 10 placas de Petri
com meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar, Biolife), as placas foram
incubadas por 10 dias, a 21°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds o crescimento do
fungo, as placas foram mantidas a 6°C. Estas placas foram utilizadas em
repicagens de discos de cultura para vagens (obtencdo de conidios) ou para

placas de Petri (testes de crescimento micelial).

3.2. Coleta e preparo dos extratos etanodlicos de macroalgas marinhas e
plantas aquaticas

Esse trabalho de bioprospeccdo de macroalgas foi autorizado pelo
Departamento de Patrimonio Genético do Ministério do Meio Ambiente no ambito
da deliberagdao numero 195 (autorizagao 016/2007).

As algas foram coletadas durante as horas de maré baixa, na zona
intermarés, conforme recomendacédo de Magallanes et al. (2003). A abrangéncia
da area de coleta foram os costées rochosos, nos contornos das praias da ilha de
Floriandpolis, com coletas mais concentradas na praia de Ponta das Canas. Para
tanto, utilizou-se uma faca de mergulho para desprendé-las da rocha e sempre se

coletaram pequenas quantidades, para causar o0 minimo impacto as comunidades
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que ali interagem. Depois de coletadas, as algas foram acondicionadas em sacos
plasticos e transportadas imediatamente para o laboratério para lavagem e
selegdo. O periodo de coleta foi compreendido entre outubro de 2002 e agosto de

2004. As algas e plantas aquaticas coletadas encontram-se listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Classificagao das espécies de macroalgas marinhas e plantas aquaticas

coletadas, quanto ao filo, familia, local e época de coleta.

Espécie Filo Famila Local, més e ano de coleta

Acanthophora RhodophytaR Rhodomelaceae Ponta das Canas, abr/04

spicifera

Bostrychia sp. Rhodophyta” Rhodomelaceae Ponta das Canas, abr/04

Bryothamnion Rhodophyta" Rhodomelaceae Ponta das Canas, jul/03

seaforthii

Bryothamnion Rhodophyta” Rhodomelaceae Jodo Pessoa/PA, mar/04

triquetrum

Centroceras RhodophytaR Ceramiaceae Ponta das Canas, abr/04

clavulatum

Cheilosporum Rhodophyta” Corallinaceae Armagéo, out/02

sagittatum

Codium Chlorophyta" Codiaceae Ponta das Canas, abr/04

isthmocladum

Codium sp. Chlorophyta" Codiaceae Ponta das Canas, abr/04

Enteromorpha sp. Chlorophytav Ulvaceae Lagoa da Conceigéo, jan/04;
Ponta das Canas, abr/04

Enteromorpha Chlorophytav Ulvaceae Mole, mar/02; Ponta das

lingulata Canas, out/03

Gracilaria Rhodophyta" Gracilariaceae Armagcao, out/02; Ponta das

tepocensis Canas, out/03

Hypnea spinella Rhodophyta” Hypneaceae Sambaqui, abr/04

Lemna sp. Anthophyta” Lemnaceae Paulo Lopes, abr/04

Lithophyllum sp. Rhodophyta” Corallinaceae Ponta das Canas, out/03

Petalonia sp. Heterokontophyta"  Scytosiphonaceae  Ponta das Canas, out/03

Spartina juncea Anthophyta” Poaceae Ponta das Canas, abr/04;
Sambaqui, abr/04

Sargassum Heterokontophyta"  Sargassaceae Ponta das Canas, out/03

stenophyllum

Ulva lactuca Chlorophytav Ulvaceae Ponta das Canas, out/03

Ulva fasciata Chlorophyta Ulvaceae Mole, ago/03 e 2004; Ponta

das Canas, abr/04; Armacao,
out/02

M

= algas marrons; V= algas verdes; R= algas vermelhas; P= planta aquatica.
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As espécies coletadas foram lavadas em agua corrente, selecionadas quanto
a mistura de espécies e separadas de particulas solidas, como conchas e pedagos
de rocha. A identificacdo foi realizada pelo Dr. Paulo A. Horta Junior do
Departamento de Aquicultura da UFSC.

As algas e plantas aquaticas foram secas em estufa, a 50°C por 48 horas. O
material seco foi finamente macerado em liquidificador. O p6 seco de cada alga foi
mantido em recipiente opaco em refrigerador a 6°C. Para a extracdo dos
compostos, adicionou-se etanol (92,8° INPM) ao p6 seco de alga, na relagao
massa/volume de 3,5g/ 100mL. Apds 24 horas, o extrato foi filtrado em papel filtro
Whatman (n°4). Em seguida, o extrato etandlico foi colocado em placas de Petri
de 14cm abertas e mantidas sob fluxo continuo de ar dentro de camara de fluxo
laminar horizontal para promover a evaporacao do etanol. O tempo de evaporacao
variou de 4 a 8 horas. Apos a total evaporacdo do etanol, a fracdo aquosa foi
recolhida da placa de Petri e quantificada. O extrato bruto foi diluido em agua e
usado nos tratamentos de plantas de feijoeiro ou em testes de germinagdo de
conidios. Usou-se também o extrato diluido em meio de cultura BDA para realizar
os testes de crescimento micelial. Em todos os casos, manteve-se sempre a

concentragao do extrato em 50mg de alga seca/ mL de agua ou meio de cultura.

3.3. Testes in vitro

Os testes in vitro foram realizados em Laboratério com objetivo de verificar o
efeito dos extratos sobre o crescimento micelial e sobre a germinagédo de conidios

de C. lindemuthianum.

3.3.1. Crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum

Para testar o efeito dos extratos etandlicos sobre o crescimento micelial de
C. lindemuthianum, o extrato bruto (item 3.2.) foi adicionado ao meio de cultura
BDA (fase liquida e resfriado até 55°C). Também se adicionaram ao meio de
cultura 5 gotas de &acido latico (25%) para cada 100mL de meio (Abreu et al.,

2004). Verteram-se 10 mL de meio de cultura em cada placa de Petri. Apos a
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solidificagcdo do meio, transferiu-se um disco de 9mm da cultura do fungo para o
centro de cada placa. As placas foram incubadas em camara de crescimento BOD
(Biological Oxygen Demand) a 21°C, com fotoperiodo de 12 horas. As placas
testemunhas foram preparadas com meio BDA somente com a adi¢gao do acido
latico.

Para a obtengdo das medidas do crescimento micelial, as placas de Petri
foram riscadas em dois eixos perpendiculares com o auxilio de uma caneta de
retroprojetor. Sobre os eixos foram tomadas as medidas aos 3, 5, 7, 9, 11 e 13
dias apos a transferéncia dos discos da cultura do patégeno. O didmetro ocupado
pela colbnia foi mensurado com paquimetro (marca Mitutoyo). Registrou-se a
média entre os eixos.

Apos a obtencdo do didmetro da colbénia em cada dia de avaliagao foi
calculado o IVCM (indice de Velocidade de Crescimento Micelial) para cada
repeticdo e expressa em cm/dia, conforme metodologia descrita por Labanca

(2002), utilizando-se da seguinte férmula:

IVCM=X (D — Da)
N
Onde,

IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial
D: Didmetro médio atual
Da: Diametro médio anterior

N: numero de dias apds a repicagem

Em uma pré-selegao foram testados 17 extratos etandlicos de macroalgas
marinhas e dois extratos etandlicos de plantas aquaticas. Os 19 extratos foram
subdivididos e testados em seis etapas independentes, utilizando-se o
delineamento inteiramente ao acaso, com sete repeticbes, sendo considerada
cada placa uma repeticdo. As placas permaneceram na camara de crescimento

BOD, a 21°C, fotoperiodo de 12h, distribuidas em ordem casualisada na prateleira
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e entre prateleiras. Em cada etapa, foram usados em meédia trés extratos mais a
testemunha.

Na pré-selecdo, selecionaram-se o0s extratos que reduziram
significativamente (Tukey, P<0,05) o IVCM de C. lindemuthianum dentro de cada
etapa. Em uma selegao final foi feito um estudo comparativo entre os extratos

selecionados.

3.3.2. Germinagao de conidios de Colletotrichum lindemuthianum

Conidios de C. lindemuthianum foram produzidos em vagens de feijao cv.
Carioca. As vagens ainda verdes foram mantidas em tubos de ensaio vedados, e
foram esterilizadas duas vezes em autoclave, a 120°C por 1 hora. Apos foram
transferidos discos de 9mm de cultura de C.lindemuthianum para as vagens e,
estas foram incubadas por 8 a 10 dias em BOD, a 21°C e com fotoperiodo de 12
horas, para produgao dos conidios (Talamini et al., 2004). Para coletar os conidios
adicionou-se 5 mL de agua destilada dentro dos tubos e rasparam-se levemente
as vagens com alga de platina para desprender os conidios. A suspensao
concentrada de esporos coletada foi quantificada com auxilio de um
hemacitdmetro, tipo Neubauer, e calibrada em 1,2.104 conidios/ mL, através de
devidas diluicdes com agua destilada estéril.

A germinacao de conidios de C. lindemuthianum foi avaliada em |aminas
escavadas (medidas 26 x 76 x 2 mm), contendo agua destilada (testemunha) ou
extratos de algas/ plantas aquaticas.

Para manter as laminas escavadas em camara Umida, ao fundo de cada
placa de Petri de 9cm foram depositadas duas folhas de papel de filtro
previamente umedecidos com agua destilada. Sobre o papel colocou-se uma base
feita com dois palitos de madeira, para ndo permitir que a lamina escavada tivesse
contato direto com o papel umedecido.

O preparo dos extratos etandlicos foi feito de acordo com o item 3.2. Para
iniciar o teste, adicionou-se 20uL da suspensdo de conidios e 20uL do extrato de
alga em cada cavidade da ldmina escavada. Logo apos, as laminas escavadas

foram colocadas sobre os suportes dentro das placas de Petri, e estas foram
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entdo vedadas com um filme de polietileno. As placas de Petri foram mantidas a
21°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 48 horas avaliou-se a porcentagem de
germinagao e o padrao de germinagao dos conidios (PGC). A porcentagem de
conidios germinados foi calculada através da comparagao numérica entre conidios
germinados e ndo germinados. Foi considerado conidio germinado aquele que
emitiu um tubo germinativo, independente do seu tamanho. O padrdao de

germinacéo de conidios foi avaliado por meio de uma escala descritiva (Tabela 3).

Tabela 3. Escala descritiva para avaliagdo do padrdao de germinagao de conidios
(PGC) de Colletotrichum lindemuthianum germinados em solugéo
aquosa, na presenca de diferentes extratos de macroalgas marinhas e
plantas aquaticas.

Padrao Descricao do padrao de germinagao

1 Nao germinado
Tubo germinativo duas vezes o tamanho do conidio

Tubo germinativo quatro vezes o tamanho do conidio

2
3
4 Tubo germinativo mais de quatro vezes o tamanho do conidio
5 Hifa apresentando ramificagdes

6

Hifa apresentando mais de quatro ramificacées

Foram testados 17 extratos etandlicos de macroalgas marinhas e dois
extratos etandlicos de plantas aquaticas. Os 19 extratos foram subdivididos e
testados em duas etapas independentes, utilizando-se o delineamento
inteiramente ao acaso, com quatro repeti¢cdes, sendo considerada cada contagem
de 100 conidios uma repeticdo. Cada tratamento ocupou uma lamina escavada
com duas cavidades. Em cada cavidade da lamina foram feitas duas contagens.
As placas permaneceram na camara de crescimento BOD, a 21°C, fotoperiodo de

12h. Em cada etapa, foram usados de nove e dez extratos mais a testemunha.

3.4. Testes in vivo



31

Com o objetivo de avaliar os efeitos local, residual e sistémico de aplicagdes
preventivas de extratos de macroalgas marinhas e plantas aquaticas no controle
da antracnose do feijoeiro, realizaram-se experimentos em casa-de-vegetagao

com plantas previamente tratadas.

3.4.1. Material vegetal e cultivo das plantas

O cultivar IPR88 — Uirapuru foi escolhido para a realizacdo do trabalho
devido a reacao de suscetibilidade ao isolado Labfitop 001-03, da raca 73 de C.
lindemuthianum. As principais caracteristicas do cultivar de feijao IPR88 —
Uirapuru sdo: habito de crescimento indeterminado com ramificacdo ereta e
fechado, hipocoétilo pigmentado, semente preta com halo preto, flor violeta, inicio
de floragdo em 42 dias, maturagéao ideal para a colheita em 90 dias (Hemp, 2004).

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L. cv. Uirapuru) foram semeadas
em vasos plasticos n°3 (marca Plasticofer Ltda.), contendo solo organico
(capacidade 1,5 L) e irrigadas periodicamente, conforme as necessidades hidricas

da cultura.

3.4.2. Tratamento das plantas e Inoculagao do fungo

Plantas de feijoeiro foram tratadas, antes da inoculagdo com diferentes
extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas aquaticas e, a testemunha
recebeu aplicacéo de agua.

A aplicagao dos extratos etandlicos e do inéculo nas plantas foi realizado
com pistola em motocompressor de ar (Marca Schulz, 60Hz, 220v, 20L/ min, 25Ibf/
pol?, Vacv) até ponto de escorrimento (aproximadamente 4 mL/ planta). O preparo
dos extratos etandlicos foi descrito no item 3.2.

O inéculo consistiu de uma suspensao de conidios de C. lindemuthianum, na
concentracdo de 1,2.10° esporos/ mL (conforme descrito no item 3.3.2)

Para testar o efeito de agao local dos extratos etandlicos (Figura 1), as

plantas foram pulverizadas com o extrato etandlico no estadio fenoldgico V3
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(Tabela 4). Apds 3 horas (secagem completa do extrato na planta), procedeu-se a

inoculacéao.

Tabela 4. Caracterizagdo dos estadios fenologicos da cultura do Feijoeiro

(Phaseolus vulgaris), segundo Fancelli (1987).

Estadio Caracteristicas

VO Germinacgao iniciada em 50% das sementes.

VA1 Cotilédones de 50% das plantas completamente desenvolvidos.

V2 Folhas primarias de 50% das plantas completamente
desenvolvidas.

V3 Primeiro trifélio de 50% das plantas completamente
desenvolvidos.

V4 Terceiro trifélio de 50% das plantas completamente
desenvolvidos.

R5 Primeiros botdes florais observados em 50% das plantas.

R6 Terceiros botdes florais observados em 50% das plantas.

R7 Primeiras vagens observadas em 50% das plantas.

R8 Primeiras vagens cheias observadas em 50% das plantas.

R9 Modificagao de cor das vagens (de verde ao amarelo pigmentado)

em 50% das plantas.

Para testar a acao residual e sistémica dos extratos etandlicos (Figura 1), as

plantas foram pulverizadas com extrato no estadio fenolégico V3 e apds 7 dias as

plantas foram inoculadas. No momento da inoculagao, a planta ainda permanecia

em estadio fenolégico V3 e ja com o segundo trifélio completamente expandido

(trifdlio este que ndo recebeu tratamento com extrato).

Depois de inoculadas, as plantas foram levadas para camara umida a 21°C,

98% de umidade relativa por 48h. Apds, foram retiradas e levadas para casa-de-

vegetacao, onde foram avaliadas aos 5 e aos 11 dias apds inoculagao.

Em uma pré-selecao foram testados em aplicagcbes preventivas, 17 extratos

etandlicos de macroalgas marinhas e dois extratos etandlicos de plantas

aquaticas. Os 19 extratos foram subdivididos e testados em duas etapas
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independentes, utilizando-se o delineamento inteiramente ao acaso, com cinco
repeticoes, sendo considerado cada vaso com trés plantas como uma repeticao.
Em cada etapa da pré-selegcao foram testados nove e dez extratos mais a
testemunha.

Na pré-selecao selecionaram-se os extratos que reduziram significativamente
(Tukey, P<0,05) a severidade da antracnose dentro de cada etapa. Em uma
selecao final foi feito um estudo comparativo entre os extratos selecionados.

(A)

Tratamento
com extratos

i'r e 3 horas Inoculagéo
. FER ]
/ f I--'|.|L 1\‘.‘ depois ff o ¥

d 1i fr"flrl.ll“
R JiTN

J! Py ‘,\ y /! f'r "-, \‘\\‘\ Avaliagao
'-‘- ol ol S

(B)

; Inoculagao
Tratamento 7 dlaﬁ P
com extratos depois / TAR \

fu\‘\

--_
,_-’
el
‘-\_\-\"'\—\.\_‘

Avaliacéo

%@

Figura 1. Esquema ilustrativo do modelo bioldgico utilizado na selegado de extratos
de macroalgas marinha e plantas aquaticas, sob efeito, local (A),
residual e sistémico (B) no controle da antracnose do feijoeiro. O efeito
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sistémico foi obtido pela avaliacdo do trifdlio ndo tratado envolto pelo
circulo.

3.4.3. Avaliagao da severidade da doenga

Cinco e onze dias apds a inoculacdo procederam-se as avaliacbes de
severidade de doenca. Para efeito local e residual dos extratos utilizou-se a escala
de notas de um a nove, descrita por Rava et al. (1993) (Tabela 5).
Exclusivamente para os testes de efeito sistémico foram avaliados apenas os
trifélios ndo tratados com escala descritiva proposta por Tamayo (1995) (Tabela 6
e Anexo 3).

A eficiéncia dos extratos etandlicos, pulverizados de forma preventiva em
plantas de feijoeiro foi demonstrada através da redugdo significativa (Tukey,

P<0,05) na severidade de antracnose.
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Tabela 5. Escala descritiva da severidade da antracnose do feijoeiro,

proposta por Rava (1993).

Nota Descricao dos sintomas

1 Auséncia de sintomas.

2 Até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptivel
somente na face inferior da folha.

3 Maior frequéncia dos sintomas dos sintomas foliares descritos na face
superior, até 3% das nervuras afetadas.

4  Até 1% das nervuras apresentando manchas necroéticas, perceptiveis em
ambas as faces da folha.

5 Maior frequéncia dos sintomas foliares descritos na face superior da
folha, até 3% das nervuras atacadas.

6 Manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces da
folha, presencga de algumas lesdes nos talos, ramos e peciolos.

7 Manchas necrdéticas na maioria das nervuras e grande parte do tecido do
mesofilo adjacente rompendo-se. Presenga abundante de lesdes nos
talos, ramos e peciolos.

8 Manchas necréticas quase na totalidade das nervuras, ocasionando
rompimento, desfolha, e reducdo do crescimento das plantas. Lesdes
muito abundantes nos talos, ramos e peciolos.

9 Maioria das plantas mortas.
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Tabela 6. Escala descritiva da severidade da antracnose do feijoeiro, proposta por
Tamayo (1993).

Nota Descrigao dos sintomas

1 Auséncia sintomas visiveis da doenca.

3 Poucas lesbes pequenas, geralmente nas nervuras da face inferior da
folha, aproximadamente 1% de area foliar atacada.

5 Muitas lesbes pequenas no peciolo e nas nervuras primarias e
secundarias da face inferior da folha.

7 Numerosas lesdes grandes na face inferior da folha. Lesdes necroéticas
nas hastes e nos peciolos. Nas nervuras, presencga de lesbes medianas
(mais de 2mm de didametro). Sinais de esporulagdo. Lesbes em
aproximadamente 10% das nervuras.

9 Necrose em folhas, peciolos, ramos e gema apical, cobrindo mais de
25% dos tecidos da planta. Morte dos tecidos. Presenca abundante de
acérvulos esporulando.

3.5. Analise dos Dados

Os dados foram sumarizados inicialmente pela estatistica descritiva, e
conforme as caracteristicas dos dados estes foram classificados como
paramétricos ou n&o. A grande maioria dos dados foi classificada como
paramétrica procedendo-se a Analise de Variancia (ANOVA) dos experimentos.
Encontrada diferenca significativa pela ANOVA, fez-se teste de separagao de
médias Tukey (P<0,05). O software utilizado para as analises foi o SISVAR®, da

Universidade Federal de Lavras.
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4. RESULTADOS
4.1. Pré-selegcao em testes in vitro

Os resultados dos ensaios de pré-selecdo in vitro dos extratos etandlicos
estdo apresentados resumidamente na tabela 7. Os valores estdo expressos em

porcentagem em relagao a testemunha de cada grupo de teste.

Tabela 7. Efeito dos extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas sobre o IVCM (indice de Velocidade de Crescimento
Micelial), a porcentagem de germinagao de conidios e o padrdao de
germinacgao conidial (PGC) de Colletotrichum lindemuthianum.

Espécies testadas IVCM  germinagao PGC
Acanthophora specifera 102 76 85
Bostrychia sp. 105 31* 80
Bryothamnion seaforthii 50* nd nd
Bryothamnion triquetrum 107 327* 135*
Centroceras clavulatum 106 32* 48*
Cheilosporum sagittatum 109 192* 115
Codium isthmocladum 47* 358* 282*
Codium sp. 82* 64* 63*
Enteromorpha sp. 131* 56* 53*
Enteromorpha lingulata 87 198* 118
Gracilaria tepocensis 94 73* 58*
Hypnea spinella 36* 76* 59*
Lemna sp. 91 0* 83
Lithophyllum sp. 154* 25* 45*
Petalonia sp. 56* 264* 121
Sargassum stenophyllum 106 1* 70"
Spartina juncea 203* 48* 51*
Ulva fasciata 62* 436" 135*
Ulva lactuca 54* 189* 108

coeficiente de variagéo (%) 7a20 21 a42 22e42

Valores expressos em porcentagem em relacdo a testemunha, em testes de
pré-selecdo. Valores originais estdo apresentados em Tabela A1 que segue em
anexo.

*) indica diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha, segundo
analise de variancia em teste (Tukey, P<0,05).
nd) valor n&o determinado pela insuficiéncia de alga coletada.
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Os indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de C.
lindemuthianum nas placas testemunha com BDA foram em média de 3,2 cm/ dia,
variando de 1,92 a 3,77 cm/ dia. Entre os tratamentos com os 19 extratos
etandlicos de macroalgas marinhas e plantas aquaticas testados, nove extratos
afetaram significativamente a velocidade de crescimento micelial de C.
lindemuthianum. Assim, B. seaforthii, C. isthmocladum, Codium sp., H. spinella,
Petalonia sp., U. fasciata, U. lactuca, reduziram a velocidade de crescimento de C.
lindemuthianum. Ja os extratos de Lithophyllum sp. e S. juncea estimularam o
crescimento fungico, aumentando o IVCM de C. lindemuthianum. A maior redugao
(de 84%) do IVCM foi observada quando o extrato de H. spinella (concentragao de
50 mg de peso seco de alga/ mL de meio) foi adicionado ao meio de cultura BDA.
Por outro lado, os extratos de Lithophyllum sp. e S. juncea aumentaram o [VCM
em 54 e 103%, respectivamente.

Os extratos de H. spinella e Lemna sp., em meio de cultura BDA, alteraram
a coloragéo normal das coldnias de C. lindemuthianum, passando da coloragao
cinza escuro para tons claros a rosados.

A porcentagem de germinacdo de conidios de C. lindemuthianum nas
laminas escavadas contendo agua (testemunhas) foi de 28 e 85%. Exceto o
extrato de A. specifera, todos os demais afetaram a germinacédo de conidios do
fungo, em teste realizado em laminas escavadas. Assim, os extratos de Bostrychia
sp., C. clavulatum, Codium sp., Enteromorpha sp., G. tepocensis, H. spinella,
Lithophyllum sp., S. stenophyllum, S. juncea reduziram significativamente a
porcentagem de germinacdo de conidios. Ja os extratos de B. triquetrum, C.
sagittatum, C. isthmocladum, E. lingulata, Petalonia sp., U. fasciata, U. lactuca
estimularam a germinacao de conidios de C. lindemuthianum.

Avaliando o padrdao de germinacao conidial (PGC), puderam-se classificar
conidios germinados de C. lindemuthianum apos 48 horas na presenga dos
diferentes extratos etandlicos. Assim, observou-se que conidios n&do germinaram
na presenca dos extratos de S. stenophyllum e Lemna sp. E que conidios
apresentaram tubo germinativo duas vezes o tamanho do conidio na presenca dos

extratos de A. specifera, B. triquetrum, C. clavulatum, C. sagittatum, Codium sp.,
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Enteromorpha sp., E. lingulata, G. tepocensis, H. spinella, Lithophyllum sp., S.
juncea, U. fasciata, U. lactuca. E também que, conidios apresentaram tubo
germinativo quatro vezes maior que o tamanho do conidio na presenca do extrato
de C. isthmocladum e que conidios apresentaram tubo germinativo duas e quatro
vezes maior que o tamanho do conidio na presenga dos extratos etandlicos de
Bostrychia sp. e Petalonia sp.. Em comparacéo do PGC dos diferentes extratos é
possivel afirmar que B. triquetrum, C. clavulatum, C. isthmocladum, Codium sp.,
Enteromorpha sp., E. lingulata, H. spinella, Lithophyllum sp., S. stenophyllum, S.

juncea, U. fasciata diferiram em relagao a testemunha.

4.2. Pré-selecao em testes in vivo

Os resultados dos ensaios de pré-selecao in vivo dos extratos etandlicos de
macroalgas marinhas e plantas aquaticas com efeito sobre a antracnose do
feijoeiro (C. lindemuthianum) estao apresentados resumidamente na tabela 8. Os
valores estao expressos em porcentagem em relagéo a testemunha.

Na verificagdo do efeito local, observou-se que cinco extratos reduziram
significativamente a severidade de antracnose, quando a avaliacéo foi feita aos
cinco dias apds inoculagdo. Esta redugado significativa da doenga nao foi, no
entanto, mais observavel por ocasido da segunda avaliagdo, isto é, aos 11 dias
apos inoculagao (Tabela 8). Na avaliagao aos 5 d.a.i., as notas de severidade de
doenca em plantas testemunhas foram em média de 6,8, variando entre 6 e 7,46.
Ja na avaliacido aos 11 d.a.i., as notas de severidade de doenca em plantas
testemunhas foram notas em média de 7,3, variando entre 7,16 a 7,46. Os
extratos que reduziram a severidade da doenca aos 5 d.a.i. foram: A. specifera, B.
seaforthii, C. isthmocladum, E. lingulata, S. stenophyllum. A reducédo da
severidade de doenca em plantas tratadas com estes extratos foi semelhante,

reduzindo de 17% a 30% a antracnose em relagao as plantas testemunhas.
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Tabela 8. Efeito local, residual e sistémico de extratos etandlicos de macroalgas
marinhas e plantas aquaticas na severidade de antracnose em plantas
de feijoeiro (Phaseolus vulgaris cv. Uirapuru). Sendo avaliados a 5
d.a.i. (dias apés inoculagao) e 11 d.a.i..

Espécies testadas efeito local'* efeito residual'®  efeito sistémico’*
5d.a.i. 11d.ai. 5d.ai. 11d.ai 5d.a.i. 11d.a..
Acanthophora specifera 76* 102 109 102 161 176
Bostrychia sp. 104 109 112 103 123 126
Bryothamnion seaforthii 83* 106 nd nd nd nd
Bryothamnion triquetrum nd nd 99 103 127 140
Centroceras clavulatum 95 111 105 110 70 149
Cheilosporum sagittatum 88 113 97 100 150 84
Codium isthmocladum 70* 110 94 99 155* 137
Codium sp. 98 100 95 102 96 105
Enteromorpha sp. 92 114 91* 89 122 89
Enteromorpha lingulata 82* 92 89 95 109 144
Gracilaria tepocensis 99 119 108 112 331* 196
Hypnea spinella 94 115 99 102 71 53
Lemna sp. 89 96 87* 91 46* 45
Lithophyllum sp. 95 109 99 102 146 113
Petalonia sp. 94 119 79 91 144* 72
Sargassum stenophyllum 80* 100 93 84 46 97
Spartina juncea 96 119 117 110 236* 147
Ulva fasciata 84 111 76* 81 99 79
Ulva lactuca 97 111 97 90 119 33

coeficiente de variacéo (%) 8a17 7al1l 14a16 15a18 25a51 61a83

') Valores expressos em porcentagem em relacdo a testemunha, em testes
de pré-selecao. Valores originais estdo apresentados em Tabela A2 que segue em
anexo.

%) Plantas foram inoculadas 4 horas apds tratamento.

%) Plantas foram inoculadas 7dias apds tratamento e a doenca foi avaliada
em planta inteira.

*) Plantas foram inoculadas 7dias apos tratamento e a doenca foi avaliada
em trifélio ndo tratado.

*) indica diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha, segundo
analise de variancia em teste (Tukey, P<0,05).

nd) valor ndo determinado pela insuficiéncia de material coletado.

Na verificagdo do efeito residual, observou-se que trés extratos reduziram
significativamente a severidade de antracnose, quando a avaliagao foi feita aos 5

d.a.i.. Esta redugao significativa da doenga nao foi, entretanto, mais observavel

por ocasido da segunda avaliagdo, isto € aos 11 dias apo6s inoculagéo (Tabela 8).
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De acordo com a avaliagdo aos 5 d.a.i., as notas de severidade de doenca
variaram de 6,33 a 6,39 em plantas testemunhas. Os extratos que reduziram a
doenca a 5 d.a.i. foram: Enteromorpha sp., Lemna sp. e U. fasciata. A reducao da
severidade de doenca em plantas tratadas com estes extratos foi semelhante,
reduzindo de 9% a 14% a antracnose em relagdo a severidade apresentada em
plantas testemunhas.

Na verificagdo do efeito sistémico, observou-se que cinco extratos alteraram
significativamente a severidade de antracnose em trifélio ndo tratado, quando a
avaliacao foi feita aos 5 d.a.i.. Esta redugao significativa da doenga também nao
foi mais observavel por ocasido da segunda avaliacao, isto €, aos 11 dias apds
inoculagao (Tabela 8). Na avaliagdo aos 5 d.a.i., as notas de severidade de
doenca em trifélio ndo tratado de plantas testemunhas foram notas em média de
3, variando entre 2,14 a 4,13. Ja na avaliacdo aos 11 d.a.i, as notas de
severidade de doenga em plantas testemunhas foram notas em média de 3,6,
variando entre 2,88 a 4,85. Os extratos de A. specifera, C. isthmocladum, G.
tepocensis, Petalonia sp., S. juncea aumentaram a severidade de doenca em
trifélio nao tratado em relagcdo a testemunha. Em testes de pré-selecdo nao se
encontrou nenhum tratamento que viesse a reduzir significativamente a
severidade de doencga de forma sistémica, muito embora o extrato de U. lactuca
tenha reduzido em 67% a doenca em trifélio ndo tratado 11 d.a.i..

ApoOs a obtencao dos resultados dos testes de pré-selecao, fez-se teste
comparativo entre os extratos etandlicos que obtiveram diferenga significativa na
reducdo de severidade de doenga e na redugédo do crescimento vegetativo do

fungo. Os resultados s&o apresentados no item a seguir.
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4.2. Estudo comparativo entre os extratos selecionados

4.2.1. Testes in vitro

Em avaliagdo comparativa entre indices de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM) dos extratos pré-selecionados, obtiveram-se os resultados

apresentados na Figura 2:

4 _

IVCM

HS P UF Cl C UL T BS
Extratos de algas

Figura 2. indices de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Colletotrichum
lindemuthianum sob diferentes tratamentos com extratos etandlicos de
macroalgas marinhas em meio BDA de cultura (Tukey, P<0,05).
Legenda: Bryothamnion seaforthii (BS); Petalonia sp., (P); Codium
isthmocladum (Cl); Codium sp. (C); Hypnea spinella, (HS); Testemunha
(T); Ulva lactuca (UL); Ulva fasciata, (UF).

O extrato de H. spinella mostrou-se o mais eficiente em retardar o
crescimento micelial do C. lindemuthianum, seguido pelos extratos de Petalonia
sp., U. fasciata, C. isthmocladum, com semelhante eficiéncia. Ao contrario dos
resultados da seleg¢ao preliminar (Tabela 7), os extratos de U. lactuca, Codium sp.,
B. seaforthii nao afetaram significativamente o crescimento micelial de C.

lindemuthianum em relacéo a testemunha.
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4.2.2. Testes in vivo sob efeito local ou direto

Em comparacéao da eficiéncia de redug¢ao na severidade da antracnose pelos
extratos pré-selecionados observou-se que, ao contrario do observado em testes
de pré-selecao, nenhum dos tratamentos afetou a severidade de doenga a 5 d.a.i..
Por outro lado, houve redugdo significativa (Tukey, P<0,05) de severidade da
doenca pelo extrato etandlico de B. seaforthii em 11 d.a.i. (Figura 3), reduzindo
35% da severidade de antracnose na folha previamente tratada, em relacéo a
testemunha.

Ao contrario dos resultados da pré-selecdo (Tabela 7), os extratos de C.
isthmocladium, Enteromorpha sp., A. specifera, S. stenophyllum nao afetaram
significativamente a severidade da antracnose do feijoeiro em relagdo a

testemunha.

05 d.a.i.
H 11 d.a.i.

Notas de severidade de doenca
Q
>

BS Cl E AS SS T

Extratos de algas

Figura 3. Efeito local de extratos etandlicos de macroalgas marinhas na
severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) avaliada
aos 5 e 11 dias apo6s inoculagdo (d.a.i.) em plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris cv. Uirapuru) em estadio fenoldgico V3. Legenda:
Acanthophora specifera (AS); Bryothamnion seaforthii (BS); Codium
isthmocladium (Cl); Enteromorpha sp. (E); Sargassum stenophyllum
(SS); Testemunha (T).
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4.2.3. Testes in vivo sob efeito residual

O efeito residual do extrato € o periodo em dias entre a aplicagdo do extrato
e a acao eficaz na reducdo de doencga, no caso, caracterizado pelo agdo do
produto em plantas inoculadas com conidios de C.lindemuthianum apés 7 dias do
tratamento com extrato. A avaliagdo da doenca é realizada em planta inteira.

Em comparagao entre a eficiéncia de redugdo na severidade da antracnose
pelos extratos pré-selecionados sob efeito residual, observou-se que: Nenhum dos
tratamentos afetou a severidade de doenga a 5 d.a.i.. Houve reducéo significativa
(Tukey, P<0,05) de severidade da doencga pelo extrato etandlico de U. fasciata em
11 d.a.i. (Figura 4), reduzindo 22% da severidade de antracnose em relagao a

testemunha.
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Figura 4. Efeito residual de extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas na severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum)
avaliada a 5 e 11 dias ap6s inoculacédo (d.a.i.) em plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris cv. Uirapuru) em estadio fenologico V3. Legenda:
Enteromorpha sp (E); Lemna sp. (L); testemunha (T); Ulva fasciata (UF).
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4.2.4. Testes in vivo sob efeito sistémico

Avaliando o efeito sistémico dos extratos, observou-se que houve reducio na
severidade de doenca em trifolio ndo tratado a 5 d.a.i. pelos extratos de Lemna sp.
e Ulva fasciata na ordem de 55 e 44%, respectivamente, em relagdo a
testemunha. Tal fato comprova o efeito sistémico dos tratamentos. Esta reducao
significativa da doenca nado foi, no entanto, mais observavel por ocasido da
segunda avaliagao, isto €, aos 11 dias apos inoculagéo (Figura 5).

Ao contrario dos resultados da selegao preliminar (tabela 7), os extratos de
Enteromorpha sp. e Lemna sp. nao influenciaram a severidade da antracnose do
feijoeiro em planta inteira. Embora o extrato de Lemna sp. nao repetiu efeito na
reducao da severidade da doenga em planta inteira, foi constatado efeito sistémico
do extrato.
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Figura 5. Efeito sistémico de extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas na severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum)
avaliada a 5 e 11 dias ap6s inoculacédo (d.a.i.) em plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris cv. Uirapgru) em estadio fenoldgico V3. Legenda:
Enteromorpha sp (E); Lemna sp. (L); testemunha (T); Ulva fasciata (UF).
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4.3. Correlagao entre as variaveis experimentais

Foi encontrada correlagdo positiva entre as variaveis de avaliagcdoa 5 e 11

d.a.i. em efeito residual (Tabela 9), significante a 5% (Tabela A3, em anexo).

Tabela 9. Coeficiente de correlacdo entre variaveis experimentais considerando
todos tratamentos. Legenda: avaliagdo do efeito local 5 d.a.i. (L1),
avaliagdo do efeito local 11 d.a.i. (L2), avaliagdo do efeito residual 5
d.a.i. (R1), avaliagéao do efeito residual 11 d.a.i. (R2), avaliagéo do efeito
sistémico 5 d.a.i. (S1), avaliacédo do efeito sistémico 11 d.a.i. (S2), e
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), germinacéo de
conidios (%) e Padrdao de Germinacdo de Conidios (PGC) de
Colletotrichum lindemuthianum, avaliadas em todos os tratamentos com
extratos etandlicos.

IVCM GER PGC L1 L2 R1 R2 S1 S2
IVCM -0,40 -0,27 0,25 0,11 0,50 0,31 0,30 0,39
GER 0,48 -0,43 0,14 -0,52 -0,33 0,01 -0,14
PGC -0,10 0,39 0,04 0,20 0,29 0,21
L1 0,39 0,29 0,29 0,19 -0,13
L2 0,21 0,27 0,52 0,01
R1 0,81* 0,52 0,63
R2 0,57 0,69
S1 0,63

*Significativo (P<5%)
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5. DISCUSSAO

Como recurso maritimo abundante na costa brasileira, as algas marinhas
exibem grande potencial de utilizagdo na agricultura, como ja comentado por
diferentes autores (Paracer et al., 1987; Lizzi et al., 1998; Talamini & Stadnik,
2004; entre outros). A presenga de compostos com bioatividade em algas
marinhas é fato ja conhecido (Melo et al., 1997; Febles et al., 1995). No entanto,
desde a identificagdo de algas com potencial até sua utilizagdo na agricultura
existe um longo caminho de pesquisa e testes a serem realizados. Neste sentido,
o presente trabalho representa uma etapa inicial do processo de pesquisa sobre a
utilizacgdo de algas marinhas como protetores de plantas no Brasil.
Resumidamente, este trabalho compreendeu primeiramente, a prospeccédo de
diversas espécies comuns de macroalgas, processamento de extratos dessas
algas, testes in vitro para verificagdo do efeito direto sobre Colletotrichum
lindemuthianum, e por fim, testes com plantas de feijoeiro para estudar o efeito
direto e sistémico dos extratos em resposta a inoculagdo do patégeno. Os
resultados aqui apresentados s&o a base de etapas de pesquisa posteriores que
devem ser realizadas, para entender melhor os efeitos relatados, e que talvez
permitam sua utilizagdo na agricultura.

Extratos de algas e de plantas podem apresentar acao direta e/ou atividade
elicitora de reacbes de defesa da planta contra fitopatdogenos (Talamini & Stadnik,
2004). A importancia de se conhecer qual(is) o(s) modo(s) de agédo envolvidos no
controle da doenca, da-se ndo apenas no sentido académico, mas sim, abre a
possibilidade de se combinar futuramente extratos com efeitos diferenciados,
atingindo melhores niveis de controle da doenca.

Nos estudos in vitro para a verificagdo do efeito direto, constatou-se que o
extrato de Hypnea spinella foi o que apresentou a maior € mais consistente
atividade contra C. lindemuthianum. Na presenca de 50 mg/ mL desse extrato
houve uma redugdo da velocidade de crescimento micelial e da germinacéo dos
conidios do fungo em aproximadamente 74% e 34%, respectivamente. Atividade
antimicrobiana em outra espécie correlacionada, H. musciformis, ja foi

frequentemente relatada (Melo et al., 1997; Selvin & Lipton, 2004). Melo e
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colaboradores (1997) demonstraram que a fragado protéica obtida do extrato de H.
musciformis é rica em aglutininas e tem forte efeito inibitério in vitro sobre C.
lindemuthianum, reduzindo totalmente a germinagdo dos esporos em
concentragdes superiores a 500 pug/ mL. Ao contrario do presente trabalho, onde
se utilizou etanol como solvente extrator, Melo et al. (1997) obtiveram a fragao
protéica de H. musciformis, utilizando PBS (solugdo salina de tampao fosfato) e
sulfato de aménia.

O tipo de solvente extrator e mesmo o método de extracdo usado podem
afetar, quantitativamente e qualitativamente os metabdlitos obtidos a partir de
algas marinhas. Por exemplo, Sastry & Rao (1994) encontraram no extrato de H.
musciformis em cloroférmio, em comparacao ao benzeno e ao metanol, uma acao
maior sobre bactérias. Ao contrario, Febles et al. (1995), trabalhando com H.
musciformis, encontraram na extragdo metandlica maior agdo antibacteriana,
particularmente contra Bacillus cereus e B. subtilis. A priori, o etanol e o metanol
tém a capacidade de extrair metabdlitos com grau de polaridade semelhante, isto
€, compostos polares. Selvin & Lipton, (2004) encontraram significante agcado do
extrato de H. musciformis contra bactérias gram positivas. Arun Kumar &
Regasamy (2000) isolaram a partir de extrato metandlico dois compostos de H.
musciformis com atividade inibitoria contra a fitobactéria Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, porém os compostos ndo foram identificados.

Em meio de cultura, os extratos de U. fasciata, Petalonia sp., Codium
isthmocladum tiveram forte influéncia sobre o IVCM (Tabela 7, Figura 2), porém
eles estimularam a germinacdo de conidios em solugdo aquosa. Sabe-se que
muitas algas sado ricas em compostos protéicos e agucares (Quemener et al.,
1997), os quais poderiam servir de nutrientes e estimular a germinagdo de
conidios pelo enriquecimento nutritivo do meio em relacdo a testemunha, onde
eles foram mantidos apenas em agua destilada. Em extrato metandlico da alga
verde Codium intertextum, Febles et al. (1995) encontraram acao direta contra
bactérias e a levedura Saccharomyces cerevisiae, influenciando o seu
crescimento. Por meio de cromatografia fina, Arun Kumar & Regasamy (2000)

isolaram dois compostos de U. lactuca com bioatividade contra a bactéria agente
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causal da queima foliar, Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Magallanes et al. (2003)
relataram algum efeito inibitério do extrato metandlico de Petalonia fascia sobre as
bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

Os extratos de Lemna sp. e Sargassum stenophyllum inibiram a germinagao
de conidios de maneira total (0%) e quase total (1%), respectivamente. Embora
este seja provavelmente o primeiro relato do efeito inibitério do extrato de Lemna
sp. sobre a germinagdo de conidios de um fungo fitopatogénico, Mesmar &
Abussaund (1991), em estudo sobre a atividade antimicrobiana de extratos de
algas e plantas aquaticas da Jordania, demonstraram que o extrato de Lemna
minor possui atividade antimicrobiana contra a bactéria Staphylococcus aureus,
mas nao contra Escherichia coli. Apesar dos extratos de Lemna sp. e S.
stenophyllum inibirem a germinagao de conidios, curiosamente, eles nao afetaram
o crescimento micelial de C. lindemuthianum in vitro (Tabela 7). S. stenophyllum
ainda alterou o PGC de C. lindemuthianum. Ha relatos contraditorios de presenca
e auséncia de atividade antibacteriana por espécies de Sargassum. Por exemplo,
Del Val et al. (2001) encontraram em S. furcatum atividade contra Bacillus subtilis.
Ja em S. desfontainessi, os mesmos autores nao verificaram nenhuma atividade
contra nove espécies de bactérias testadas. Arun Kumar & Regasamy (2000)
encontraram em duas substancias isoladas de S. wightii a maxima inibicao contra
a fitobactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae dentre onze algas testadas. A
deteccao e isolamento das substancias foram realizados segundo protocolo de
fotodensitdmetro TLC (cromatografia de camada fina).

Embora nao tenha influenciado o crescimento micelial do fungo, o extrato de
B. triquetrum estimulou a germinagao de conidios (germinagcdo aproximadamente
o0 dobro da testemunha), alterando também o padrdo de germinagao conidial
(PGC) de C. lindemuthianum. Outros extratos apresentaram comportamento
semelhante, como o de C. clavulatum, diminuindo a porcentagem de germinagao
(redugao de 68%) e alterando o PGC em relagao a testemunha.

O extrato de C. isthmocladum estimulou a germinagcao de esporos, fazendo
com que todos os esporos germinassem e apresentassem um padrdao de

desenvolvimento mais avangado (PGC nota 4, com conidios apresentando tubo
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germinativo quatro vezes maior em relagdo ao tamanho do conidio). Porém,
contraditoriamente ele reduziu o IVCM em 53% em relagdo a testemunha.

O extrato de B. seaforthii reduziu em 50% a velocidade de crescimento
micelial do fungo, embora o fato ndo pode ser constatado novamente em posterior
repeticao (Tabela 7 e Figura 2).

A auséncia de correlagao significativa entre os testes in vitro e os testes in
vivo apresentados neste trabalho mostraram que os testes in vifro ndo sdo um
bom método para selecionar extratos com efeito direto, embora se esperasse que
extratos que apresentassem acdo direta de reducdo de doenca tivessem algum
tipo de atividade contra o patdégeno, seja na reducdo de seu crescimento
vegetativo ou na reducdo de germinagdo conidial. Contradicbes deste tipo
ocorreram quando extratos como por exemplo, aqueles de Acanthophora specifera
e Enteromorpha lingulata, mesmo n&o apresentando nenhum efeito sobre o
patégeno in vitro, foram capazes de reduzir a antracnose na planta. Nesse
sentido, reafirma-se a importancia da realizacdo de testes comparativos entre
extratos pré-selecionados, para verificar os efeitos locais anteriormente
detectados.

Entretanto, examinando o efeito local, o extrato de B. seaforthii quando
pulverizado em plantas de feijoeiro, trés horas antes da inoculagdo com conidios
de C. lindemuthianum, reduziu em 35% da severidade da doencga aos 11 d.a.i. em
tecidos previamente tratados. A alga B. seaforthii € encontrada em abundéancia no
litoral do nordeste do Brasil (Ainouz et al., 1995), fato que viria a facilitar sua
possivel utilizacdo na agricultura. Ha relatos que a incorporagao de extrato de B.
triquetrum ao solo diminuiu o numero de galhas de raizes em tomateiro, causados
por Meloydogine sp. (Paracer et al. 1987).

Compostos antimicrobianos tém sido encontrados com maior frequiéncia em
algas marinhas marrons e vermelhas. Vlachos et al. (1997) testaram extratos
etandlicos de 56 espécies de algas marinhas e verificaram que a alga marrom
Zonaria subatrticulata tinha uma forte e ampla atividade antimicrobiana. Abouriche
et al. (1997) e Bennamara et al. (1999) identificaram na alga marrom Cystoseira

tamariscifolia diferentes compostos bioativos, entre eles, o diterpendide
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metoxifurcarenona, o qual revelou forte atividade contra os fungos fitopatogénicos
Fusarium oxysporum e Verticillium albo-atrum, e a fitobactéria Agrobacterium
tumefaciens. A partir da alga marrom Jolina laminarioides isolou-se o fucosterol,
que inibiu o crescimento de fungos (Rahman et al. 1997). Horikawa et al. (1996)
isolaram trés substancias antibacterianas da alga vermelha Laurencia okamurae
que ocorria no Japao. Ja Konig e Wright (1997) identificaram a partir de uma
espécie semelhante, Laurencia obtusa, que ocorre no Caribe, alolaurinterol. Esse
composto apresentou atividade contra diversos fungos fitopatogénicos, entre eles,
Ustilago violacea e Fusarium oxysporum. O extrato metandlico, a fragdo acetato-
etilico e quatro esterdis isolados de uma alga verde Chara wallichii mostraram,
embora em diferentes graus, atividade contra varias espécies de bactérias e
fungos (Khalig-uz-Zaman et al. 2001). Analisando o IVCM das 17 algas marinhas
testadas, pode-se observar que entre os extratos que apresentaram efeito de
reducao do crescimento micelial de C. lindemuthianum, quatro eram algas verdes
(67% das algas desse filo testadas), duas eram algas vermelhas (22%), e uma
alga marrom (50%).

O extrato de Ulva fasciata, quando aplicado em pulverizacdo preventiva em
plantas de feijoeiro, reduziu a severidade de doenga em teste sob efeito residual,
onde as plantas foram tratadas com extrato e apds 7 dias inoculadas com conidios
de C. lindemuthianum. O extrato reduziu a severidade da antracnose em 14% aos
5 d.a.i. (Tabela 8) e 24% aos 11 d.a.i. (Figura 4), embora tais resultados tenham
sido obtidos em testes separados. Efeito residual semelhante foi descrito por
Talamini et al. (2005), quando a inoculagdo de plantas de feijoeiro com C.
lindemuthianum foi realizada trés dias apods a pulverizagdo com extrato de U.
fasciata. Neste caso, foi observada uma reducgao significativa da severidade da
doenca.

Os extratos de Enteromorpha sp. e Lemna sp. apresentaram fraco efeito de
reducdo de severidade de doenga aos 5 d.a.i. (Tabela 8) e que ndo pdde ser
novamente comprovado em teste posterior (Figura 4) (inoculagao feita 7 dias apos

o tratamento).



52

Alguns extratos que apresentaram efeito local ndo apresentaram efeito
residual (inoculagao feita 7 dias apos tratamento), como por exemplo os extratos
de A. specifera, B. seaforthii, C. isthmocladum, E. lingulata, S. stenophyllum. Tal
fato poderia ser explicado pela possibilidade dos compostos que atuaram na
reducdo de doenca serem degradados no periodo entre tratamento e inoculacéao,
a exemplo do observado por Stadnik et al. (2003) utilizando-se de extratos de
fungos e plantas no controle de oidio do pepino.

Diferengcas nos resultados obtidos nos testes de pré-selecdo e no teste
comparativo entre extratos pré-selecionados (Tabelas 7 e 8 em relacao as Figuras
1 a 5) podem ser explicados pela influéncia de fatores ambientais e suas
interagcdes com as plantas de feijoeiro. Mesmo as plantas sendo mantidas em
casa-de-vegetacao, onde se espera uma maior estabilidade ambiental, existem
variagcbes ambientais ndo passiveis de controle. Quando a acdo dos extratos é
predominantemente contra o fungo, os fatores ambientais continuam a influenciar
o patossistema, pois estes afetam a transloca¢do e a degradagado dos compostos
bioativos. Fato semelhante ja foi relatado em outros trabalhos de bioprospecgéo
(Stadnik et al., 2003).

A correlagao positiva (0,81) significativa (superior a 1%) entre as severidades
de antracnose em efeito residual avaliadas 5 d.a.i. e 11 d.a.i. (Tabela 9) indica que
qualquer uma das duas datas de avaliacido seria representativa para verificacao
do efeito residual dos extratos contra a antracnose. No entanto, somente no 5
d.a.i. se detectou diferenca significativa entre os trés extratos e suas respectivas
testemunhas. O fato desta diferenga ndo ser mais significativa na avaliagédo aos
11 d.a.i. foi devido provavelmente a exposicdo prolongada delas ao ambiente,
aumentando a variacao dentro do experimento. Outro ponto a ser considerado é a
alta pressao do inoculo, dada pela utilizacdo de suspensdao de conidios em
elevada concentragdo (1,2 . 10° conidios/ mL). Esta alta pressdo de inéculo pode
dificultar a verificagao do efeito dos tratamentos.

Quando a avaliagdo se restringiu ao trifélio ndo diretamente tratado (efeito
sistémico), os extratos de Ulva fasciata e Lemna sp., aplicados em pulverizagao

preventiva em plantas de feijoeiro, reduziram sistemicamente a severidade de
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doenca aos 5 d.a.i. em 43% e 64%, respectivamente (Figura 5). Considerando que
o extrato de U. fasciata ndo apresentou efeito local, pode-se pensar que a inducao
de resisténcia sistémica esteja envolvida neste fenébmeno. De fato, Cluzet et al.
(2004) relataram que polissacarideos de Ulva spp. tém a capacidade de elicitar
respostas de defesa sistémica contra a infeccdo de Colletotrichum trifolli em alfafa.
Resposta esta, relacionada a formacgao de fitoalexinas, de proteinas relacionadas
a patogénese (PRPs) e de proteinas formadoras de parede celular. Klarzynski et
al. (2001) encontraram também que a laminarina, um polissacarideo extraido da
alga marrom Laminaria digitata, tem a capacidade de elicitagdo de defesa em
plantas de fumo a uma gama variedade de patdégenos. Ja Lizzi et al. (1998)
detectou através de estudos bioquimicos a sintese da fitoalexina capsidiol e
atividade de peroxidase apds aplicacdo do extrato da alga marrom Ascophyllum
nodosum em plantas de videira e pimentdo. Observou-se reducao de doenga nos
dois patossistemas estudados, o mildio da videira (Plasmopara viticola) e a
requeima do pimentao (Phytophthora capsici).

Alguns extratos, entre eles os de C. isthmocladum, G. tepocensis, Petalonia
sp., S. juncea, estimularam a severidade de doencga em trifdlio ndo tratado aos 5
d.a.i.. Tal fato pode indicar uma inibicdo da ativacdo de mecanismos sistémicos de
defesa na planta, vindo a favorecer o estabelecimento da doenga. Mudangas no
metabolismo da planta devido a aplicacdo do extrato podem vir a suprimir
componentes bioquimicos da resisténcia, como ja observado por Stadnik &
Buchenauer (2000) e Stadnik et al. (2001).

No patossistema oidio — feijoeiro, o extrato de U. fasciata reduziu a
severidade de doenca em tecidos previamente tratados 4 horas antes da
inoculacdo (Gonzaga et al, 2003; Zeferino & Stadnik, 2004 ), fato n&o observado no
patossistema antracnose — feijoeiro.

Embora o extrato de Ulva fasciata tenha apresentado atividade direta in vitro
contra C. lindemuthianum, (Tabela 7 e Figura 2), nenhum ou fraco efeito foi
observado quando as plantas foram inoculadas quatro horas apds o tratamento.
Provavelmente, compostos com atividade antifungica sejam instaveis a

temperatura e luminosidade. Por outro lado, constatou-se um efeito residual e
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sisttmico do extrato de U. fasciata. Tais efeitos devem ser explicados pela
inducéo de resisténcia na planta apos aplicagcao do extrato e para que isto ocorra
ha provavelmente necessidade de um intervalo entre tratamento e inoculacéo.
Embora ja seja conhecido que algas marrons e vermelhas contenham
polissacarideos elicitores de defesa na planta, tais como laminarinas,
carragenanas, glucanas sulfatadas (Kobayashi et al., 1993; Mercier et al., 2001;
Klarzynski et al., 2003), o relato da presenca de elicitores de defesa a
fitopatdgenos em algas verdes é recente (Cluzet et al. 2004, Loffaguen et al.
2004).

Neste trabalho, encontrou-se ampla variedade de respostas (direta e
sistémica) em plantas tratadas com extratos provindos tanto de algas vermelhas,
algas marrons, algas verdes e mesmo plantas aquaticas. Nos testes in vivo de
pré-selecao, foi encontrado algum tipo de bioatividade por trés algas marrons, trés
algas verdes e uma alga marrom. Porém, observando os resultados da pré-
selecao, pdde-se concluir que somente Enteromorpha sp., U. fasciata e Lemna sp.
apresentaram um efeito residual contra a antracnose. Além disso, U. fasciata e
Lemna sp. reduziram sistemicamente a doencga. Enteromorpha sp. e U. fasciata
sdo algas verdes e Lemna sp. € uma planta aquatica. A agao sistémica do extrato
da alga verde Ulva fasciata em plantas de feijoeiro contra a antracnose, relatada
por Loffaguen et al. (2004) em experimentos de campo, foi comprovada nesse
trabalho.

O extrato de Lemna sp. apresentou uma combinacdo de efeitos sobre o
patossistema. Ele teve um forte efeito in vitro sobre germinacdo de conidios
(Tabela 7), uma fraca reducdo de severidade de doenga sob efeito residual do
extrato e um forte efeito sistémico do extrato (Tabela 8, Figura 5). Lemna sp. é
uma planta aquatica de facil obtengao, possui grande produtividade por hectare
(Igbal, 1999), sendo utilizada no tratamento de efluentes e na alimentagao animal
(Tavares, 2004), fatores que facilitam sua utilizagdo como ingrediente na produgéo
de um produto fitossanitario. Por outro lado, a aplicagdo do extrato de lentilha
d’agua (Lemna minor) no substrato de alface (Lactuca sativa L.) reduziu o

desenvolvimento das plantas afetando as suas raizes e elevando a concentragao
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de manganés principalmente nas folhas (Taffarel & Reissmann, 2003). No
presente trabalho ndo se observou, entretanto, nenhum efeito negativo sobre o
crescimento de plantas de feijoeiro tratadas com o extrato de Lemna sp..

Benevides et al. (1998), Zavodnik (1987) e Durako (1980) afirmam que, além
do componente genético, diferencas na composicdo quimica de macroalgas
marinhas sao influenciadas por fatores ambientais, como a salinidade,
temperatura, intensidade de luz, concentracdo de nutrientes na agua. Esses
fatores ambientais variam durante o ano, influenciando a composicdo quimica das
macroalgas. Tal diferenga na composicdo quimica poderia explicar os diferentes
resultados in vivo sob efeito residual e sistémico apresentados por U. fasciata e U.
lactuca, sendo que o restante dos resultados seguem as mesmas caracteristicas.
Deve-se lembrar que a coleta de U. lactuca foi pontual, coletada uma unica vez,
enquanto que a U. fasciata foi coletada diversas vezes (Tabela 2, que situa os
locais e épocas de coletas).

A alga Ulva fasciata é encontrada em abundancia no litoral de Floriandpolis,
passivel de produgcdo e coleta em aguas ricas em nitrogénio e fésforo. Segundo
Pagand et al. (2000), a sua producao e colheita pode atuar como biofiltro extrator
do nitrogénio e fosforo excretados por camardes ou peixes em canais de adugao
de areas produtivas. Esse autores também citam uma série de outros trabalhos
que levam a crer que se pesquisa sobre o tema desde meados da década de 70.
Tais constatagdes evidenciam o interesse pela macroalga marinha Ulva fasciata
no litoral de Santa Catarina, criando potencial para sua utilizagado na agricultura e
em outros segmentos.

Normalmente, espécies de Ulva associadas a outras algas sao as principais
formadoras das marés verdes (Hiraoka et al., 2004), fato também observado em
Ponta das Canas (Tabela 2). Marés verdes (ou “green tides”), fendbmeno no qual
ha grande crescimento de algas verdes (chlorophytas) que passam a flutuar sobre
as aguas de regides maritimas costeiras, € o principal causador de eutrofizagdo e
diminuicdo de intensidade luminosa em ambiente aquatico. Uma das formas de
remediacdo dos efeitos nocivos das marés verdes é a retirada de grande parte

dessas algas do local, o que cria mais um problema, o da destinagao adequada do
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material retirado. A utilizagdo dessas algas na agricultura seria uma alternativa
para solucionar tal problema, pois esta atividade é conhecida por sua grande
demanda de insumos, devido a vastas areas cultivadas.

Por fim, seria interessante investigar o efeito sobre a doenga da aplicagao da
combinagao de extratos de Lemna sp. ou S. stenophyllum, junto a B. seaforthii e
U. fasciata. Também ¢é possivel a combinagao dos extratos a outros compostos
estimulantes de plantas e/ou a outros indutores de resisténcia a doengas, como
micronutrientes de plantas e/ou acidos humicos, a exemplo de outros produtos
registrados ja eficientemente utilizados na agricultura (Russo & Berlyn, 1992;
Martinez-Louzano et al., 2000; Featonby-Smith & Staden, 1983; Eris et al., 1995).

Apés a realizacdo deste trabalho torna-se possivel estudar com maior
profundidade as espécies que se mostraram promissoras, isto é, U. fasciata, B.
seaforthii e Lemna sp.. Ha também, a necessidade de mais estudos na
identificagdo dos compostos envolvidos nos processos de controle da doenga e
elucidar com exatidado os modos de acdo desses compostos na planta e/ ou no

fungo.
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Tabela A1. Efeito dos extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas sobre o IVCM (indice de Velocidade de Crescimento
Micelial), a porcentagem de germinag¢ao de conidios e o padrao de
germinagao conidial (PGC) de Colletotrichum lindemuthianum.

Espécies testadas IVCM germinagdao  PGC
Acanthophora specifera 3,12k 21,25f 2
Bostrychia sp. 3,84h 8,27f* 2e3
Bryothamnion triquetrum 3,25k 91,5f* 2
Bryothamnion seaforthii 1,82h* nd nd
Centroceras clavulatum 3,23k 28,03h* 2
Cheilosporum sagittatum 3,38¢q 53,82f 2
Codium isthmocladum 1,42k* 100f* 4
Codium sp. 2,52q* 54,21h* 2
Enteromorpha sp. 4,05q9* 48,15h 2
Enteromorpha lingulata 3,18h 55,35f* 2
Gracilaria tepocensis 3,35f 62,18h* 2
Hypnea spinella 1,11q* 64,4h* 2
Lemna sp. 3,33i 0i* 1
Lithophyllum sp. 2,955 21,49h* 2
Petalonia sp. 1,66p* 74,25 2e3
Sargassum stenophyllum 3,75f 0,25f* 1
Spartina juncea 3,9 41,25h* 2
Ulva fasciata 1,82p* 63,25 2
Ulva lactuca 1,92f* 53*f 2
Testemunha 2
Testemunha f 3,55 27,95
Testemunha h 3,67 85,25
Testemunha i 3,65 14,5
Testemunha j 1,92
Testemunha k 3,05
Testemunha p 2,95
Testemunha g 3,09
coeficiente de variagéo (%) 7a20 21a42 2242

* indica diferenga significativa entre o tratamento e a testemunha, segundo
analise de variancia em teste (Tukey, P<0,05).
nd valor ndo determinado pela insuficiéncia de alga coletada.
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Tabela A2. Efeito de extratos etandlicos de macroalgas marinhas e plantas
aquaticas na severidade de antracnose do feijoeiro sob efeito local?,
sob efeito residual® e sob efeito sistémico* em pulverizagées

preventivas.

Espécies testadas

tratamento local

tratamento residual

tratamento sistémico

5d.a.i. 11 d.a.i. 5d.a.i. 11 d.a.i. 5d.a.i. 11 d.a.i.
Acanthophora specifera 4,6h*  7,53h* 6,93h 7,66h 6,66f 5,3f
Bostrychia sp. 6,3h 8h 7,06h 7,73h 5,1f 3,8f
Bryothamnion triquetrum nd nd 6,26h 7,79h 5,26f 4.2f
Bryothamnion seaforthii 5,06h* 7,79 nd nd nd nd
Centroceras clavulatum 7,06f 8,27f 6,73f 7,86f 1,5h 4,29h
Cheilosporum sagittatum 6,53f 8,46f 6,19f 7,13f 3,22h 2,42h
Codium isthmocladum 4,2h* 8,13h 5,96h 7,46h 6,4f* 4.12f
Codium sp. 5,96h 7,3h 6,06h 7,66h 4, 25f 3,30f
Enteromorpha sp. 6,86f 8,53f 5,86f* 6,33f 1,52h 2,22h
Enteromorpha lingulata 5h* 6,76h 5,66h 7,19h 4,5f 4,32f
Gracilaria tepocensis 7,39f 8,86f 6,93f 7,99f 7,1h* 5,66h
Hypnea spinella 7f 8,6f 6,33f 7,26f 1,53h 1,54h
Lemna sp. 6,66f 7,13f 5,59f* 6,46f 3,13h 3,27h
Lithophyllum sp. 5,7h 7,96h 6,53f 7,23f 2,05h 3,02h
Petalonia sp. T 8,86f 5h 6,86h 5,93f* 2,16f
Sargassum stenophyllum 4.86h* 7,33h 5,86h 6,33h 1,92f 2,9f
Spartina juncea 7,13f 8,86f 7,46f 7,33f 5,06h* 4,26h
Ulva fasciata 6,26f 8,26f 4,86f" 5,79f 2,13h 2,28h
Ulva lactuca 5,85h 8,1h 6,13h 6,79h 4,9f 1f
Testemunha
Testemunha f 7,46 7,46 6,39 7,13 4,13 3
Testemunha h 6,06 7,33 6,33 7,53 2,14 2,88
Testemunha i 2,83 4,85
coeficiente de variacao (%) 8a17 7a11 14a16 15218 25a51 61a83

2 Inoculado 4 horas ap6s tratamento, 1° avaliagdo a 5 d.a.i. (dias apos

inoculagao) e 2° avaliagdo a 11 d.a.i..
% Inoculado 7dias apos tratamento, 1°avaliacdo a 5 d.a.i. e 2° avaliacdo a 11

d.a.i.

* Inoculado 7dias apds tratamento, 1°avaliagdo em trifolio ndo tratado a 5
d.a.i. e 2° avaliacao em trifdlio ndo tratado a 11 d.a.i..
* indica diferencga significativa entre o tratamento e a testemunha, segundo

analise de variancia em teste (Tukey, P<0,05).

nd valor ndo determinado pela insuficiéncia de alga coletada.
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Tabela A3. Coeficiente de correlagdo e significancia (P<0,05) entre variaveis
experimentais considerando todos tratamentos. Legenda: avaliagao do
efeito local 5 d.a.i. (L1), avaliagdo do efeito local 11 d.a.i. (L2),
avaliagéo do efeito residual 5 d.a.i. (R1), avaliagdo do efeito residual
11 d.a.i. (R2), avaliacéo do efeito sistémico 5 d.a.i. (S1), avaliagao do
efeito sistémico 11 d.a.i. (S2), e indice de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM), germinagao de conidios (GER) e padrao germinativo
de conidios (PGC) de Colletotrichum lindemuthianum, avaliadas em
todos os tratamentos com extratos etandlicos.

IVCM GER PGR L1 L2 R1 R2 S1 S2
IVCM -4015 -2708 ,2454 , 1131 4972 ,3135 ,3047 ,3904
p=,088 p=,262 p=,311 p=,645 p=030 p=,191 p=205 p=,098

GER 4793 -,4291 1431 -5205 -,3321 ,0140 -,1357
p=,038 p=,067 p=,559 p=,022 p=,165 p=955 p=580

PGR -,0977  ,3861 ,0405 ,1968 ,2931 2110

p=,691 p=,102 p=,869 p=,419 p=,223 p=,386

L1 ,3932 ,2853 ,2925 1925 -1275

p=,096 p=,236 p=,224 p=430 p=,603

L2 ,2132 2714 ,5240 ,0078

p=,381 p=,261 p=,021 p=,975

R1 ,8108 ,5199 ,6320

p=,000 p=,023 p=,004

R2 ,5697 ,6872

p=,011 p=,001

S1 ,6273

P=,000
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