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RESUMO

A mancha foliar de Glomerella (MFG), causada por Colletotrichum spp., € uma doenga
emergente e tem-se tornado uma grande preocupagao para os produtores brasileiros
de macieira. Tradicionalmente, o manejo da doenga € feito pelo uso de controle
quimico e cultivares resistentes. Porém, a busca por novas alternativas amigaveis ao
ambiente e a saude humana sdo necessarias para o controle da MFG. Assim,
o objetivo do trabalho foi testar o potencial de polissacarideos algais,
extratos fungicos e fertilizantes foliares para o controle da MFG causada por
Colletotrichum fructicola em macieira, assim como o seu efeito sobre o crescimento
micelial e a germinacdo dos conidios. Para tanto, plantas de macieira (Malus
domestica Borkh.) cv. Gala foram cultivadas em casa de vegetacao e tratadas 3 dias
antes da inoculagdo. Para verificar o efeito local, as plantas foram inoculadas com
uma suspensao conidial (1 x 10° conidios.mL""). A severidade da doenca foi avaliada
3 dias apds a inoculacdo em folhas superiores e inferiores. Os tratamentos que
reduziram a doenca foram testados in vitro. Nas folhas superiores, Reference®,
I- carragenana e ulvana reduziram a MFG em 42, 42 e 31 %, respectivamente.
Nenhum tratamento afetou a severidade da doencga nas folhas inferiores. Nos testes
in vitro, Reference®, I-carragenana e ulvana estimularam a formagdo de multiplos
tubos germinativos, enquanto apenas o Reference® reduziu o crescimento micelial de
C. fructicola.

Palavras-chave: Colletotrichum fructicola. Polissacarideos algais. Carragenana.
Ulvana. Efeito fungistatico.



ABSTRACT

Glomerella leaf spot (GLS) caused by Colletotrichum spp. is an emerging disease and
has become a major concern for Brazilian apple producers. Traditionally, disease
management has been done through chemical control and resistant cultivars.
However, new friendly alternatives for the environment and human health are
necessary to control disease. Thus, this work aimed to test the potential of algae
polysaccharides, fungal derivatives and leaf fertilizers for GLS control caused
by Colletotrichum fructicola in apple plants, as well as their effect on mycelial growth
and conidial germination. For this, apple plants (Malus domestica Borkh.) cv. Gala
were cultivated under greenhouse conditions and sprayed with treatments 3 days
before inoculation. To verify the local effect, the plants were inoculated with a conidial
suspension (1 x 10° conidia.mL™"). The disease severity was assessed 3 days after
inoculation in the upper and lower leaves. Treatments which reduced the GLS severity
were tested in vitro by mycelial growth and conidial germination. Reference®,
I- carrageenan and ulvan reduced GLS in the upper leaves by 42, 42 and 31 %,
respectively. No treatment affected the severity of the disease in the lower leaves.
In the in vitro tests, Reference®, I- carrageenan and ulvan stimulated multiple germ
tubes formation, while mycelial growth was reduced by Reference®.

Keywords: Colletotrichum fructicola. Algal polysaccharides. Carrageenan. Ulvan.
Fungistatic effect.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A macieira (Malus domestica Borkh.) € um dos cultivos fruticolas mais importantes
do mundo, ocupa 5 milhdes de hectares e a sua colheita gira em torno de 89 milhdes de
toneladas ao ano (FOOD & AGRICULTURE ORGANIZATION STATISTICS DIVISION,
2019).

No Brasil, a macieira esta entre as quatro frutiferas mais comercializadas e o cultivo
nacional ocupa 33 mil hectares com uma producgéo total de 1,3 milhdes de toneladas ao ano
(FOOD & AGRICULTURE ORGANIZATION STATISTICS DIVISION, 2019). Além disso,
a atividade envolve em torno de 3 mil produtores e gera aproximadamente 150 mil
empregos (PETRI et al., 2011).

Na dependéncia da localizagdo do cultivo, a produtividade pode ser afetada
negativamente pelo baixo numero de horas de frio, que gera brotagao e floragao deficiente.
Por sua vez, a alta precipitacdo e umidade relativa do ar na primavera e no verao
favorecem o desenvolvimento de doengas fungicas (BONETI et al., 2006).

Entre as doencas da macieira de maior preocupacao no Brasil, China, Estados
Unidos e Uruguai esta a Mancha Foliar de Glomerella (MFG). Cultivares descendentes
da cv. Golden Delicious, suscetiveis a doenca, sdo amplamente cultivadas nestes paises
(CASANOVA et al., 2017; GONZALEZ; SUTTON, 1999; LEITE JR; TSUNETA; KISHINO,
1988; WANG et al., 2012). No Brasil, a doenga é causada principalmente pelo fungo
Colletotrichum fructicola (VELHO; STADNIK; WALLHEAD, 2019) e a sua incidéncia vem
aumentando a cada ciclo produtivo, ocasionando perdas significativas, desfolhamento
severo e consequentemente, reduzindo o rendimento nos anos seguintes (ARAUJO;
STADNIK, 2013; BECKER; KATSURAYAMA; BONETI, 2000).

O controle da MFG ¢ feito principalmente por meio de aplicagbes foliares de
fungicidas baseadas em sistemas de previsdo (BECKER; KATSURAYAMA; BONETI,
2000). Entre os sistemas mais populares atualmente esta aquele onde os fungicidas sé&o
pulverizados um a dois dias antes de periodos chuvosos e repetidas quando o acumulo de
chuva for maior de 30 mm (KATSURAYAMA; BONETI, 2009; VALDEBENITO-SANHUEZA
et al., 2002).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) brasileiro autoriza
fungicidas protetores como ditiocarbamatos, fenilpiridinaminas e isoftalonitrilos, e fungicidas

sistémicos como benzimidazois, carboxamidas, estrobilurinas e triazois para o controle da
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MFG. Porém, a maioria destes agrotoxicos possuem classificagdo ambiental: perigosa ou
muito perigosa ao meio ambiente (HERNANDEZ; MENDES, 2018).

Sabe-se que 0 uso excessivo de fungicidas tem desvantagens como a selegao de
patogenos resistentes (BOSCH et al., 2014), os disturbios ambientais pela falta de
seletividade dos produtos utilizados e a toxicidade residual no solo, agua e nos alimentos
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016; STADNIK; ARAUJO;
VALDEBENITO-SANHUEZA, 2009). Além disso, monitoramentos recentes concluiram que
a maga € o décimo segundo alimento com mais residuos de agrotoxicos que representam
um risco para a saude do consumidor brasileiro (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2016).

As constantes preocupacdes com o ambiente e a saude humana tém levado muitos
profissionais a pesquisa de métodos alternativos para o controle de fitopatdégenos. Entre
as novas alternativas que vém ganhando relevancia nos ultimos anos, os polissacarideos
obtidos de algas marinhas tém mostrado potencial para o controle de doengas vegetais
(STADNIK; DE FREITAS, 2014). O tratamento com ulvana reduziu a MFG causada por
C. fructicola em macieira (ARAUJO et al, 2008) e as doencas causadas por
Colletotrichum lindemuthianum (PAULERT et al., 2009) e Fusarium oxysporum em
feijoeiro (DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019). Por sua vez, as carragenanas
apresentaram potencial para o controle de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de
Arabidopsis thaliana (SANGHA et al., 2010). Similarmente, o uso de fucoidanas em
tomateiro ofereceu protecdo significativa contra Botrytis cinerea, Oidium spp. e
Phytophthora infestans (SBAIHAT et al., 2015). Em videira, o extrato de
Ascophyllum nodosum reduziu as doengas causadas por Plasmopora viticola,
Phytophthora capsici (LIZZI et al., 1998) e Phaeomoniella chlamydospora (DI MARCO;
OSTI, 2009).

Moléculas de origem fungica também tém demostrado potencial na protecdo de
plantas contra patégenos. Por exemplo, Viecelli et al. (2010) mostraram redugédo da mancha
angular de feijoeiro pelo uso do extrato aquoso do micélio de Pycnoporus sanguineus.
Similarmente, extratos aquosos de Lentinula edodes e Agaricus blazei reduziram local e
sistemicamente a severidade da antracnose em plantas de pepino (DI PIERO;
PASCHOLATI, 2004). Por sua vez, quitinas e quitosanas derivadas de fungo reduziram as
lesbes causadas por Botrytis cinerea e Penicillium expansum em macieira (WU et al., 2005).

Compostos inorganicos como os fosfitos também tém apresentado efeito curativo

da MFG em macieira. Além disso, atividade antimicrobiana in vitro sobre o crescimento
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micelial de Colletotrichum gloeosporioides foi comprovada (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO;
VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK, 2010). Contudo, o uso de fosfitos induziu
resisténcia contra Phytophthora cryptogea em feijao fradinho (SAINDRENAN et al., 1988).

O uso de compostos bioativos tanto isolados quanto misturados em fertilizantes
foliares comerciais vém ganhando espaco no manejo de doencas (ARAUJO et al., 2008; DI
MARCO; OSTI, 2009; SBAIHAT et al., 2015; VIECELLI et al., 2010). Por exemplo, a
empresa brasileira Biosul fertilizantes comercializa alguns produtos contendo compostos
bioativos, e 0 seu uso permanece como um potencial para o controle de doengas vegetais:
Reference® é uma formulagdo do extrato de Ascophyllum nodosum (6 %) misturado com
macronutrientes, micronutrientes, aminoacidos e uréia (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017a).
Por sua vez, Ativa® é uma solugdo de glucosamina de origem orgénica, ndo toxico e
biodegradavel (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017a). Por fim, Aminophito 40® é uma
composicao de 40 % de fésforo (P20s5) e 20 % de potassio (K20) aditivado com 10 % de
aminoacidos (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017a).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar e comparar o efeito de
diferentes compostos bioativos para o controle da Mancha Foliar de Glomerella em plantas
de macieira cv. Gala, assim como o seu efeito sobre o crescimento micelial e a germinacao

de conidios de Colletotrichum fructicola.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Avaliar e comparar o efeito de compostos bioativos para o controle da Mancha Foliar

de Glomerella em macieira.

1.1.2. Objetivos Especificos
Avaliar a severidade da Mancha Foliar de Glomerella em plantas de macieira
tratadas com polissacarideos algais, extratos de culturas in vitro de

Colletotrichum fructicola e fertilizantes foliares em funcao da posic¢ao da folha;

Verificar o efeito protetor da ulvana sobre a Mancha Foliar de Glomerella em folhas

superiores de plantas de macieira cv. Gala;
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Determinar o efeito de Reference®, 1-carragenana e ulvana sobre o crescimento

micelial de Colletotrichum fructicola;

Avaliar a germinacdo de conidios de Colletotrichum fructicola em presenga de

Reference®, I-carragenana e ulvana.
HIPOTESE
Os compostos bioativos derivados de algas marinhas, de culturas in vitro de

Colletotrichum fructicola e fertilizantes foliares controlam a Mancha Foliar de

Glomerella causada por Colletotrichum fructicola em macieira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DESCRICAO BOTANICA DA MACIEIRA

Malus domestica Borkh. popularmente conhecida como macieira, pertence a familia
Rosaceae, subfamilia Spiraeoideae e género Malus (INTEGRATED TAXONOMIC
INFORMATION SYSTEM (ITIS), 2018; JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2018;
POTTER et al., 2007). O centro de origem da macieira domesticada esta na regiao do
Turquistdo, na Asia Central, onde o seu ancestral (Malus sieversii) foi localizado por Vavilov
(PEREIRA-LORENZO; RAMOS-CABRER; FISCHER, 2009).

A macieira € uma frutifera, perene e caducifélia de folhas simples, elipticas e
alternadas, com margens serreadas e de tons verdes escuros. Esta arvore tem tronco de
casca parda e lisa, e pode chegar a alguns metros de altura. As flores sdo aromaticas,
brancas ou rosas, agrupadas em pequenas inflorescéncias (BONETI et al., 2006). Devido
ao mecanismo de auto-incompatibilidade que impede a fertilizagdo por autopolinizagao,
as cultivares de macieira requerem polinizagdo cruzada (VISSER, 1981). Assim, em um
pomar, dois ou mais cultivares sdo plantadas para uma alta eficiéncia da polinizagao
(PETRI, 2011). Os frutos apresentam diversas cores que vao desde o vermelho escuro até
o verde, de forma globosa ou alongada com uma profunda depresséo no ponto de inser¢cao
da haste que os prendem aos ramos (BONETI et al., 2006).

A arvore passa por duas fases durante o seu ciclo anual: a de dorméncia e a de
crescimento vegetativo e reprodutivo. Assim, ao final de junho e até setembro a macieira
entra em repouso hibernal (FRANCESCATTO et al., 2015). Porém, os requerimentos de
frio hibernal variam entre as diferentes cultivares, podendo ser desde menos de 200 horas
para a cv. Anna e até mais de 1.000 horas para a cv. Golden Delicious. As cultivares Gala
e Fuji precisam em torno de 600 horas de frio (< 7 °C) para brotarem e florescerem
uniformemente (PETRI et al., 2011). Apos a quebra da dorméncia, ocorre a brotagdo até
inicio de outubro. Posteriormente, acontece a floragdo em meados de outubro e
os primeiros frutos aparecem no fim do més. Na dependéncia da cultivar, os frutos se
desenvolvem até o inicio de fevereiro quando a colheita pode acontecer (FRANCESCATTO
et al., 2015).

A necessidade de frio € um dos fatores limitantes da producdo de macieira. Assim,
areas com alta intensidade de luz, dias quentes e noites frias permitem uma melhor

adaptacao da espécie. Porém, a duracao dos diferentes estados fenolégicos pode variar
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dependendo das particularidades climaticas de cada regidao (BONETI et al., 2006; THE
CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY’S PLANT AND BIOTECHNOLOGY RISK
ASSESSMENT, 2014).

2.2. A CULTURA DA MACIEIRA NO MUNDO E NO BRASIL

A macieira &€ um dos principais cultivos fruticolas das regides temperadas do mundo
e de algumas areas subtropicais mais elevadas (O’'ROURKE, 2003). Esta frutifera é
amplamente cultivada na Argentina, Brasil, Chile, China, Estados Unidos, Franga, india, Ira,
Italia, Polbnia, Russia e Turquia (Figura 1). Em 2017, a area mundial cultivada ocupou
4,9 milhdes de hectares com uma producéao total em torno de 83 milhdes de toneladas.
A Asia é responsavel por 58 % da produgao, seguida da Europa com 24 % e as Américas
com 14 % (FOOD & AGRICULTURE ORGANIZATION STATISTICS DIVISION, 2019).

Figura 1 — Quantidade produzida de macieira, média 1994-2017.
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Fonte: adaptado de Food & Agriculture Organization Statistics Division (2019).

No Brasil, a produ¢do comercial de macieira iniciou nos anos 70 com poucos
pomares produzindo aproximadamente 13 mil toneladas de frutos. Apds a injecao de
investimentos governamentais, a produgdo da macieira chegou a 857 mil toneladas e
0 pais chegou ao status de exportador nos anos 90 (PETRI et al., 2011).

Atualmente, a macieira esta entre as quatro frutiferas mais comercializadas no pais.
Em 2017, a area cultivada foi de 33 mil hectares com uma producéo total de 1,3 milhdes de
toneladas (FOOD & AGRICULTURE ORGANIZATION STATISTICS DIVISION, 2019).
O agronegécio da macieira se localiza no sul do pais (Figura 2) nos estados de Parana
(PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS), sendo SC o principal produtor e
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contando com 48 % da area total, seguido do RS com 47 % (MING, 2016). Em geral,
esta atividade envolve em torno de 3 mil produtores, gerando aproximadamente 150 mil
empregos (PETRI et al., 2011).

Figura 2 - Mapa das areas produtoras de macieira no Sul do Brasil.
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As linhas tracejadas delimitam a area produtiva no pais. Abreviaturas: Parana (PR), Santa Catarina
(SC), Rio Grande do Sul (RS).
Fonte: adaptado de Velho et al. (2015).

Os gendtipos existentes de macieira sdo muito diversos, entretanto, as cultivares
comerciais utilizadas no mundo foram limitadas a um pequeno grupo (PETRI et al., 2011).
Nos anos 50, as cultivares mais populares eram a Red Delicious e a Golden Delicious,
subsequentemente, chegou ao mercado a Granny Smith como cultivar entressafra. Com
a expansao do mercado nos anos 70 a Jonagold, a Gala, a Fuji e a Braeburn ingressaram
para satisfazer a crescente demanda mundial (O’'ROURKE, 2003). Ainda que na maioria
dos paises produtores essas cultivares sejam tradicionalmente dominantes nos pomares,
novas cultivares foram introduzidas gradualmente para satisfazer aos consumidores e
as exigéncias do mercado (O’'ROURKE, 2003).

Atualmente, a Fuiji lidera a produgédo a nivel mundial, sendo que a China possui
45 % da sua produgdo nessa cultivar (O’'ROURKE, 2003). No entanto, recentemente
a Gala esteve no primeiro lugar de producao nos Estados Unidos e a tendéncia estimada
€ para continuar aumentando a sua produtividade (USAPPLE ASSOCIATION, 2018).

No Brasil, destacam-se trés cultivares: a Gala, a Fuji e a Eva, consecutivamente
(MING, 2016). Em 2017, apesar da Gala ser a principal cultivar ao longo dos anos, a Fuji

ultrapassou a sua producao. Porém, a Gala retomou a lideranca de volume de producgao
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no ano seguinte (PERES, 2018). Além disso, as areas cultivadas tém apresentado uma
tendéncia decrescente nos ultimos anos devido aos altos custos de producéo, decorrentes
maiormente do manejo de doencas que acometem a cultura (ARAUJO et al., 2019; MING,
2016). As doencas de verao como a sarna da macieira, a podriddo amarga e a macha foliar
de Glomerella afetam a produgdo das cultivares descendentes da Golden Delicious,
incluindo a Gala, a Pink Lady, a Jonagold e a prépria Golden Delicious (ARAUJO et al.,
2017; GONZALEZ; SUTTON, 2004). Além disso, a cultivar Granny Smith também tem-se
mostrado suscetivel (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2002; VILLANI, 2018).

2.3. MANCHA FOLIAR DE GLOMERELLA

A Mancha Foliar de Glomerella (MFG) € uma doencga da macieira, tipica do verao.
As epidemias sao mais severas a medida que a temperatura ambiente é elevada de 14 °C
para 26 — 28 °C e inibida totalmente a 34 °C, entanto que o periodo de molhamento foliar
requerido para a infec¢ao varia de 2 horas a 30 °C para 32 horas a 16 °C (CRUSIUS et al.,
2002).

No Brasil, a MFG é uma das principais preocupacgdes dos produtores de macieira
devido as temperaturas elevadas e precipitacbes frequentes predominantes durante
o verdo (CASANOVA et al., 2017; CRUSIUS et al., 2002; GONZALEZ; SUTTON, 1999;
STADNIK; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2009; WANG et al., 2012). No entanto,
a doenca também foi reportada nos Estados Unidos (GONZALEZ; SUTTON, 1999),
na China (WANG et al., 2012) e mais recentemente no Uruguai (CASANOVA et al., 2017).
A MFG afeta as cultivares de macieira descentes da Golden Delicious. Assim, a principal
cultivar plantada no pais, a Gala, é altamente suscetivel a doenca. Contudo, cultivares
descendentes da Red Delicious, como a Fuji, apresentam resisténcia completa a doencga e
tém carater monogeénico recessivo (STADNIK; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA,
2009).

Conforme Velho, Stadnik e Wallhead (2019) Colletotrichum fructicola Prihastuti, Cai
& Hyde (anteriormente designado Colletotrichum gloeosporioides, teleomorfo:
Glomerella cingulata (Stoneman) Spaulding & H. Schrenk) é a espécie mais frequente
causando MFG no Brasil.

O processo infeccioso de C. fructicola inicia com os eventos de pré-penetracéo:
os conidios (Figura 3, d) se aderem as células da epiderme e projetam um tubo

germinativo. No extremo deste tubo se forma um apressoério séssil (tubo germinativo <
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10 pm) ou pedicelado (tubo germinativo > 10 um), inicialmente hialino (ARAUJO;
GONCALVES; STADNIK, 2014; GONCALVES; STADNIK, 2012; VELHO et al., 2016).
Em seguida, a melanizagdo do apressoério e a formagdo de uma hifa de penetragéo
permitem a entrada direta do fungo nas células da epiderme, o que acontece pela
combinagao de forga mecanica e a degradagao enzimatica da cuticula e da parede celular
vegetal (LUDWIG et al., 2014; O'CONNELL et al., 2012).

A colonizagdo do fungo é caracterizada por um ciclo de vida hemibiotrofico. Assim,
durante a fase biotroéfica, relativamente rapida, o fungo desenvolve hifas espessas. Estas
hifas permanecem envolvidas pela membrana plasmatica intacta da célula hospedeira e
espalham-se pelo tecido vegetal através das células vivas. Posteriormente, durante a fase
necrotréfica ocorre uma diferenciacdo em hifas finas, altamente destrutivas, que matam e
necrosam os tecidos da planta e geram os sintomas da doencga (LIANG et al., 2018).

Nas folhas, os sintomas podem surgir 2 dias apos a infecg¢édo, caracterizados por
lesGes avermelhadas que crescem irregular e rapidamente, coalescem e formam lesdes
necroticas (Figura 3). Apos 8-10 dias as folhas podem desidratar, apresentar clorose e
finalmente cair, o que geralmente acontece durante o verdo quando nenhum tratamento é
utilizado. Estudos demostraram que as folhas mais velhas da cv. Gala sdo menos
suscetiveis & MFG do que as folhas mais jovens. E um tipo de resisténcia dependente da
idade do tecido conhecida como resisténcia ontogénica (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO;
STADNIK, 2013).

Esta devastadora doenca fungica pode causar desfolhamento precoce e
consequentemente diminuigao do vigor da planta no inverno, resultando em uma redugao
de até 75 % na producdo dos anos seguintes (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; STADNIK,
2013; CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992; CRUSIUS et al., 2002). Além disso,
o0 agente causal pode infectar os frutos diretamente e reduzir a sua qualidade. Nos frutos,
os sintomas sao pequenas pontuagdes marrom-claras a marrom-escura, deprimidas,
circulares, de 1-3 mm de didmetro que ndo coalescem (ROCKENBACH et al., 2016;
SUTTON; VALDEBENITO-SANHUEZA, 1998).

O Colletotrichum spp. sobrevive principalmente nos ramos das plantas dormentes
durante o inverno, garantindo a sua presencga nas seguintes estagbes (CASANOVA et al.,
2016). Massas acinzentadas de micélio, tipicas do fungo, foram observadas em plantas de
macieira. Além disso, isolados recuperados de gemas e ramos durante o outono e o inverno
foram capazes de causar a doenca. Assim, conidios viaveis em plantas dormentes

contribuem como indculo primario, entanto que o fungo nao foi detectado em frutos
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mumificados, nem em restos culturais coletados do solo (CASANOVA et al., 2016;
CRUSIUS et al., 2002).

Figura 3 - Mancha Foliar de Glomerella causada por Colletotrichum fructicola em cultivar Gala:
folhas jovens com lesdes avermelhadas 24 horas apdés a inoculagdo (a), folhas jovens
encarquilhadas e ressecadas 96 horas apdés a inoculacao (b), colénia de 9 dias do isolado MANE
147-C. fructicola (c) e estruturas pré-infectivas de C. fructicola 10 horas apés a incubacao (d).

Abreviaturas: Conidio (CN), apressério (AP). Barras: 30 mm (c), 15 um (d).
Fonte: desenvolvido pelo autor.

As condicdes temporais sdo fundamentais para o desenvolvimento da MFG. Assim,
sistemas de previsao utilizam essas informacgdes para auxiliar aos produtores nas tomadas
de decisao. Estes dados permitem que os fruticultores definam o momento correto para
o inicio do controle quimico, evitando pulverizagdes desnecessarias € 0 aumento dos
custos de producdo. A Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri) desenvolveu um sistema online para monitorar e alertar sobre os periodos
favoraveis para o desenvolvimento da doencga: AgroAlerta. Atualmente, a Epagri conta com
34 estagdes agrometeoroldgicas automaticas para a cultura da macieira, sendo 29 em SC,
4 em RS e uma em PR (ARAUJO et al., 2017).

O controle quimico inicia no inverno quando as plantas s&o protegidas com
produtos cupricos com o objetivo de reduzir as fontes de indéculo. Com a chegada
da primavera recomenda-se o uso de fungicidas como mancozeb, captan, chlorothalonil e
dithianon (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2004). Segundo os sistemas de previséo,
as aplicagcdes devem ser feitas um a dois dias antes de periodos chuvosos e repetidas
quando o acumulo de chuva for maior de 30 mm (KATSURAYAMA; BONETI, 2009;
VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2002). Apos a colheita, as plantas infectadas devem

continuar sendo tratadas até o fim de margo com o objetivo de reduzir o inéculo e evitar
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o desfolhamento precoce. Durante esse periodo, o uso alternado de mancozeb, enxofre
ou oxicloreto de cobre €& recomendado (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2004;
VALDEBENITO-SANHUEZA; SPADOA; MINUZZO, 2018). Assim, o controle quimico
da MFG pode chegar a 12-16 pulverizagdes por safra (VALDEBENITO-SANHUEZA et al.,
2002).

Apesar da MFG ameacar o uso da cv. Gala, o manejo quimico tem tornado viavel
a sua producao no Brasil (BECKER; KATSURAYAMA; BONETI, 2000; PETRI et al., 2011).
Atualmente, 42 agrotdxicos sao autorizados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para o controle da doenga no pais. Assim, fungicidas protetores
como os ditiocarbamatos, fenilpiridinaminas e isoftalonitrilos sdo utilizados. Além disso,
fungicidas sistémicos como benzimidazois, carboxamidas, estrobilurinas e triazdis
complementam o controle da MFG. Porém, 41 destes agrotoxicos sao perigosos ou muito
perigosos ao meio ambiente segundo a classificacdo ambiental (HERNANDEZ; MENDES,
2018).

Ao longo do tempo, o uso excessivo de agrotdxicos tem mostrado desvantagens
como a perda da eficacia devido a selecéo de patdgenos resistentes (BOSCH et al., 2014),
os disturbios ambientais pela falta de seletividade dos produtos utilizados e a toxicidade
no solo, 4gua e nos alimentos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016;
STADNIK; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2009).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria brasileira (ANVISA) tem monitorado,
nas ultimas décadas, os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura que
chegam a mesa do consumidor. O mais recente monitoramento mostrou que apenas 0 1 %
das amostras de macgad estava livre de agrotéxicos, enquanto o 88 % apresentava
concentragbes iguais ou menores do Limite Maximo de Residuo (LRM) aceitavel.
Além disso, foram detectados 47 agrotoxicos diferentes, incluindo alguns nao autorizados
para o cultivo, de entre um total de 185 agrotoxicos monitorados. O grupo dos
ditiocarbamatos (88 % das amostras), carbendazim (68 % das amostras) e acetamipride
(47 % das amostras) apresentaram o maior numero de detecgdes nas amostras analisadas.
Por fim, o monitoramento concluiu que a macga é o décimo segundo alimento com mais
residuos de agrotdxicos que representam um risco para a satde do consumidor (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Desde que a demanda dos consumidores por produtos organicos e alimentos
social, ambiental e economicamente sustentaveis tem aumentado (STADNIK; ARAUJO;
VALDEBENITO-SANHUEZA, 2009), métodos alternativos para o controle de fitopatégenos
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como os compostos bioativos vém ganhando relevancia nos ultimos anos (STADNIK; DE
FREITAS, 2014).

2.4. COMPOSTOS BIOATIVOS

Um composto bioativo € qualquer substancia aplicada a plantas que modula um ou
mais processos metabodlicos e que desencadeia mudangas fisiolégicas no organismo,
independentemente do seu conteudo nutricional (GRY et al., 2007; GUAADAOUI et al.,
2014). A origem dos compostos bioativos pode ser sintética ou natural, ocorrendo
geralmente em pequenas quantidades (GUAADAOQUI et al., 2014). Porém, a dosagem
utilizada determinara os efeitos benéficos ou toxicos no organismo (GRY et al., 2007).

Em plantas, os compostos bioativos compreendem metabdlitos secundarios néo
imprescindiveis para o funcionamento biolégico, mas que tém um papel importante na
competicdo, defesa ou processos de sinalizagdo bioquimica (GRY et al., 2007).

Diversas fontes destes compostos vém sendo exploradas para o controle de
doencgas vegetais nas ultimas décadas (Tabela 1), entre elas, extratos provenientes de
algas (DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019; PAULERT et al., 2009), fungos
(VIECELLI et al., 2010) e artrépodes (HADWIGER, 2013).
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Tabela 1 — Exemplo de compostos bioativos para o controle de doengas vegetais.

Polissacarideos algais

Carragenanas

Arabidopsis thalianalSclerotinia sclerotiorum

(SANGHA et al., 2010)*
Nicotiana tabacum (MERCIER et al., 2001)*

Fucoidanas
Nicotiana tabacum/NMT (KLARZYNSKI et al., 2003)*
Solanum lycopersicum/Botrytis cinerea — Oidium spp. — Phytophthora

infestans (SBAIHAT et al., 2015)

Vitis vinifera/Phaeomoniella chlamydospora
(DI MARCO; OSTI, 2009)

Ulvanas

Malus domestical Colletotrichum fructicola
(ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; STADNIK, 2013)*
Phaseolus vulgaris/Colletotrichum lindemuthianum —
Fusarium oxysporum (DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019; PAULERT et
al., 2009)

Extratos fungicos

Pycnoporus sanguineus (VIECELLI et al., 2010)*
Lentinula edodes - Agaricus blazei
(DI PIERO; PASCHOLATI, 2004)*

Glucosamina

Malus domestica/Botrytis cinerea — Penicillium expansum
(WU et al., 2005)

Fosfito de potassio

Efeito curativo Malus domestica/Colletotrichum gloeosporioides
Efeito inibitorio sobre Colletotrichum gloeosporioides
(ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK,

2010)
Vigna unguiculata/Phytophthora cryptogea
(SAINDRENAN et al., 1988)*

*Inducao de resisténcia ou de enzimas relacionadas aos mecanismos de defesa.
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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2.4.1. Polissacarideos algais

As algas marinhas s&o organismos muito diversos e frequentes no oceano,
possuindo também uma extraordinaria diversidade taxondmica e bioquimica. Porém,
a exploragao do potencial biotecnoloégico desses organismos e dos seus derivados para
a obtencéo de compostos bioativos tem sido pouco estudada (STADNIK; PAULERT, 2008).
Entretanto, devido a preocupacao pela saude humana e o ambiente, existe uma crescente
demanda por produtos bioestimulantes e protetores vegetais eficientes e sustentaveis que
situa as algas marinhas como uma fonte potencial de compostos bioativos (STADNIK; DE
FREITAS, 2012; STADNIK; PAULERT, 2008).

Tradicionalmente, as algas tém sido utilizadas como fonte de alimento, fertilizantes
e outras aplicagdes industriais pelo seu rapido crescimento que permite uma grande
producao de biomassa (STADNIK; PAULERT, 2008). Contudo, as algas marinhas também
sdo fonte de diversos polissacarideos (ABREU et al., 2008; ARAUJO; STADNIK, 2013;
PAULERT et al., 2007). Além disso, a manufatura ndo requer sintese quimica e
os derivados podem ser isolados pelo uso de solventes, como agua e alcool. Assim,
a producado de algas tem uma das maiores relagdes custo- beneficio (STADNIK; DE
FREITAS, 2012).

Os polissacarideos ou glucanas algais sdo macromoléculas de origem natural e
de alto peso molecular que possuem cadeias longas, lineares ou altamente ramificadas.
Estas cadeias se podem compor de diferentes monossacarideos, como glucose, frutose ou
gliceraldeido. Entretanto, as diferencas estruturais determinaram as propriedades
fisico- quimicas de cada polissacarideo (NELSON; COX, 2008).

Os polissacarideos algais podem ser classificados essencialmente em dois grupos
segundo a sua funcao bioldgica: polissacarideos de reserva e polissacarideos estruturais.
Por um lado, a glucose serve como polissacarideo de reserva quando nao esta envolvida
no metabolismo da energia e € conhecida como amido nas plantas, glicogénio nos animais
e laminarina nas algas marrons. Por outro lado, a celulose é um polissacarideo estrutural
da parede celular primaria das plantas, oomicetos e outras algas marinhas. Igualmente,
a quitina é encontrada nas algas, nas paredes celulares de fungos e no exoesqueleto de
artropodes. Além disso, a quitina estd quimicamente relacionada a quitosana,
cuja atividade elicitora na resposta de defesa de plantas tem sido reportada (NELSON;
COX, 2008).
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As plantas possuem enzimas constitutivas capazes de hidrolisar as glucanas. Estas
enzimas liticas, conhecidas como glucanases, hidrolisam as - 1,3 glucanas lineares ou
ramificadas. Uma vez que as glucanas sdo uns dos principais constituintes da parede
celular fungica estas enzimas estdo envolvidas na defesa vegetal. Assim, as glucanases
podem potencialmente degradar os componentes da parede celular dos patdgenos e
contribuir na expresséo da resisténcia (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Nas ultimas décadas, uma ampla gama de efeitos benéficos pelo uso de extratos
liquidos de algas marinhas e de polissacarideos algais foram demostrados. Por exemplo,
a melhora na germinagao de sementes (DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019),
o aumento no rendimento dos cultivos, o aumento na absorgéo de constituintes inorganicos
do solo (JAYARAMAN; NORRIE; PUNJA, 2011), a maior resisténcia a condigdes de
estresse (geada, seca), a diminuicdo das perdas causadas por pragas ou microrganismos
durante a armazenagem (KHAN et al.,, 2009) e a inducdo de resisténcia (ARAUJO;
STADNIK, 2013).

24.1.1. Carragenanas

As carragenanas sdo uma familia de polissacarideos lineares sulfatados, soluveis
em agua e extraidos de algas vermelhas (Filo: Rhodophyta). Estas macromoléculas séo
formadas por unidades repetidas de a-1,4-D-galactose, unidas por ligagdes do tipo a-1,3 e
B- 1,4 glicosideo e substituidas por um, dois ou trés grupos éster sulfatos por unidade
repetida (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).

Existem trés tipos principais de carragenanas: kappa (K), iota (1) e lambda (A).
Contudo, existem muitas estruturas intermediarias dependendo do numero e da posigao
dos grupos éster sulfato, os quais determinaram as propriedades finais de cada
polissacarideo (DE RUITER; RUDOLPH, 1997). Por exemplo, o controle de
Sclerotinia sclerotiorum em plantas de Arabidopsis thaliana foi efetivo somente quando
uma carragenana com maior grau de sulfatacao foi utilizada (SANGHA et al., 2010).

O efeito das carragenanas tem sido explicado pela indugcdo de resisténcia.
A infiltragdo de A-carragenana em folhas de Nicotiana tabacum L. induziu a expressao de

genes relacionados a resisténcia (MERCIER et al., 2001).
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241.2. Fucoidanas

As fucoidanas ou fucanas sao polissacarideos lineares ou ramificados, constituidos
principalmente por L-fucose sulfatada e extraidos da parede celular de algas marrons
(Filo: Phaeophyta), tais como, Ascophyllum nodosum, Ecklonia spp., Fucus spp.,
Pelvetia spp. e Sargassum spp. (BERTEAU; MULLOY, 2003; STADNIK; PAULERT, 2008).

O potencial bioativo das fucoidanas para o controle de doengas vegetais tem sido
comprovado em diferentes estudos. O tratamento de células de N. tabacum com
fucoidanas, desencadeou resisténcia local e sistémica frente ao Tobacco mosaic virus
(TMV) (KLARZYNSKI et al., 2003). Similarmente, plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) tratadas com o polissacarideo apresentaram reducdo significativa das doencas
causadas por Botrytis cinerea, Oidium spp. e Phytophthora infestans (SBAIHAT et al.,
2015). O extrato de A. nodosum também reduziu significativamente o mildio da videira
(Plasmopara viticola) e a requeima do pimentao (Phytophthora capsici) em plantas tratadas
em condi¢des de laboratdrio e casa de vegetagédo. Além disso, a atividade enzimatica das
peroxidases e a concentracao de fitoalexinas aumentou nos tecidos foliares (LI1ZZI et al.,
1998). Por fim, plantas de videira tratadas com um bioestimulante a base de A. nodosum
mostraram redugéo dos sintomas causados por Phaeomoniella chlamydospora, além de
menor porcentagem de fragmentos foliares com o patégeno (DI MARCO; OSTI, 2009).

Atualmente existem diferentes produtos comerciais (Acadian®, Marvita Live®,
Synergy®, entre outros) contendo o extrato puro ou misturado da alga A. nodosum e
distribuidos em diferentes paises como bioestimulantes ou bioprotetores de plantas
(TALAMINI; STADNIK, 2004). Estes produtos vém ganhando relevancia nas ultimas
décadas, uma vez que contribuem no controle de doengas fungicas com resultados
promissores e sao potenciais indutores de resisténcia (JAYARAMAN; NORRIE; PUNJA,
2011). No Brasil, a empresa Biosul Fertilizantes comercializa o Reference® (ANEXO A).
Esta formulagdo contém extrato de A. nodosum (6 %), macronutrientes, micronutrientes,
aminodacidos e uréia (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017b).

2.4.1.3. Ulvanas

As ulvanas sao heteropolissacarideos sulfatados, soluveis em agua, compostos por

ramnose, xilose, glicose, acidos urdnicos, acidos idurbnicos, sulfato e em alguns casos por
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manose e galactose. Contudo, a sua composigdo pode ser muito complexa e sofrer
variagdes (LAHAYE; ROBIC, 2007). Em geral, as ulvanas sao extraidas da parede celular
de algas verdes do género Ulva, como U. fasciata Delile (ARAUJO et al., 2008). As espécies
deste género se encontram amplamente distribuidas pelo mundo e s&o utilizadas na
alimentagao humana, na medicina e na agricultura (LAHAYE; ROBIC, 2007).

Diferentes estudos mostram o potencial bioativo da ulvana para o controle de
doencas flngicas. Araujo et al. (2008) demostraram o efeito local da ulvana (10 mg.mL™")
na redugao da MFG em plantas de macieira tratadas 3 ou 6 dias antes da inoculagéao.
O tratamento 6 dias antes da inoculagao também proporcionou efeito sistémico, enquanto
o efeito curativo foi descartado. Estudos posteriores mostraram que a ulvana nao interfere
com a germinagao de C. fructicola, porém atrasa a formacdo do apressoério e estimula
o crescimento do tubo germinativo (ARAUJO; GONCALVES; STADNIK, 2014).

Em plantas de feijoeiro, o tratamento foliar com ulvana (10 mg.mL") reduziu
a antracnose em 38 % (PAULERT et al., 2009) e a murcha de fusarium em 27 % (DE
BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019). Por outro lado, o crescimento micelial e
a germinacédo dos conidios de C. lindemuthianum foram estimulados em presenga do
polissacarideo (PAULERT et al, 2009). Similarmente, em plantas de A. thaliana,
o polissacarideo reduziu as doengas causadas por Alternaria brassicicola e Colletotrichum
higginsianum independente do grau de sulfatacdo da ulvana (DE FREITAS et al., 2015)

O efeito fungitdxico da ulvana foi descartado em diferentes estudos e o seu efeito
na reducdo de doencas vegetais explicado pela inducéo de resisténcia (ARAUJO et al.,
2008; ARAUJO; STADNIK, 2013; PAULERT et al., 2007, 2009). Além disso, estudos
desenvolvidos por Jaulneau et al. (2010) confirmaram que a ulvana induz expressao
genética similar & observada na rota do metil-jasmonato. Adicionalmente, a atividade de
enzimas relacionadas com a resisténcia (peroxidases) foi comprovada apds o tratamento
com o polissacarideo em plantas de macieira (ARAUJO; STADNIK, 2013).

2.4.2. Extratos fungicos

Os fungos durante o seu desenvolvimento produzem moléculas como
polissacarideos, carboidratos, proteinas, lipidios e fendis. Estas moléculas tém uma ampla
gama de fungdes: estrutural, reserva energética, protecdo das estruturas fungicas,

produgao de antibidticos, geracdo de moléculas sinalizadoras para o estabelecimento da
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comunicagao com outros organismos, produgdo de compostos formadores de quelatos,
entre outras (SCHWAN-ESTRADA et al., 2012; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

As moléculas fungicas podem ser obtidas a partir de estruturas macroscopicas ou
da biomassa micelial pelo uso de solventes. Os extratos fungicos obtidos apresentam em
meédia vida mais curta no ambiente e geralmente ndo apresentam toxidez quando
comparados com os fungicidas. Porém, a comprovacéo in vivo da eficacia destas moléculas
e 0 método de aplicagao para o controle de doengas vegetais ainda devem ser estudados
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2012).

Os extratos fungicos podem atuar como sinalizadores na defesa vegetal
(SCHWAN-ESTRADA et al.,, 2012; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Viecelli et al.
(2010) demostraram redugédo da mancha angular de feijoeiro pelo uso do extrato aquoso
do miceélio de Pycnoporus sanguineus. As plantas tratadas também apresentaram aumento
na atividade enzimatica das peroxidases e das polifenoloxidases e maior teor de proteinas
e de clorofila, porém o tratamento apresentou efeito fungitoxico.

Os extratos aquosos de Lentinula edodes e Agaricus blazei também séao
conhecidos pelo seu potencial bioativo. Di Piero e Pascholati (2004) mostraram efeito local
e sisttmico em plantas de pepino contra a antracnose. Além disso, os tecidos vegetais
apresentaram acumulo de peroxidases e quitinases, enquanto ensaios in vitro descartaram
o efeito antifungico dos extratos. Pelo contrario, o extrato de A. blazei, inibiu a germinagéo
de ureddsporos de Puccinia recondita f.sp. tritici, enquanto os extratos de L. edodes e
A. blazei ndo apresentaram efeito fungitoxico in vitro sobre Bipolaris sorokiniana (FIORI-
TUTIDA et al., 2007).

Estudos recentes descrevem ao C. fructicola como a espécie dentro do seu género
com o maior numero de candidatos de fatores de viruléncia, tais como, enzimas
degradadoras da parede celular, enzimas do ciclo biossintético dos metabdlitos
secundarios e proteases, entre outras (LIANG et al., 2018). Devido a ampla variedade de
enzimas do metabolismo secundario descritas para Colletotrichum spp. se espera que esta
espécie produza uma gama extraordinariamente grande e divergente de metabdlitos
secundarios, alguns dos quais podem ser moléculas bioativas (O'CONNELL et al., 2012).
Além dos ja conhecidos polissacarideos estruturais, glucana e quitina, que compdem
a parede celular dos fungos e cujo potencial para o controle de doengas vegetais tem sido
descrito previamente (STACEY; SHIBUYA, 1997; WU et al., 2005).
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24.21. Glucosamina

A glucosamina € um monossacarideo que compde a estrutura de algumas
moléculas como a quitina e a quitosana. A saber, a quitina € um polissacarideo catiénico
linear e junto com a quitosana sdo um dos maiores e mais importantes componentes da
parede celular dos fungos. Além disso, a quitina é precursora direta da quitosana, a qual
pode ser obtida pela desacetilacdo alcalina da quitina (ROBERTS, 1992; ZAMANI et al.,
2008, 2010).

Os tecidos vegetais contém pouca ou nenhuma porcentagem de glucosamina.
Contudo, as plantas possuem enzimas capazes de digerir polimeros de glucosamina e
quitina: as B-glucanases e as quitinases, respectivamente. Assim, estas enzimas poderiam
ter sido conservadas durante o processo evolutivo para resistir ao ataque por insetos e
fungos (HADWIGER, 2013).

Nas ultimas décadas, o uso da quitina e a quitosana vem crescendo para o controle
e a indugdo de resisténcia vegetal contra fungos, bactérias, virus e outros estreses
abidticos. A aplicacao foliar de quitosana resultou na reducao de podriddes pds-colheita em
frutos de morangueiro (MAZARO et al., 2008). Khan, Prithiviraj e Smith (2003)
demonstraram o aumento de enzimas relacionadas a defesa e do conteudo total de fendis
em folhas de soja tratadas com quitina e quitosana. Além disso, uma maior e mais rapida
resposta de resisténcia relacionada as mesmas enzimas foi confirmada em plantas de soja
resistentes a Phytophthora ~megasperma (BHATTACHARYYA; WARD, 1988).
Em macieira, quitinas e quitosanas derivadas de fungo reduziram as lesdes causadas por
B. cinerea e P. expansum (WU et al., 2005). Assim, apesar da quitina e os seus derivados
nao controlar completamente os fitopatégenos alvos, estas moléculas podem ter um efeito
bioativo nas plantas ou até atuar como elicitores na indugao de resisténcia vegetal sem
apresentar os tipicos efeitos toxicos, alérgicos ou carcinogénicos dos fungicidas
(HADWIGER, 2013; STACEY; SHIBUYA, 1997).

Tradicionalmente, a quitina e a quitosana sao obtidas do exoesqueleto de camaréao
e caranguejo como subprodutos da industria de frutos do mar e utilizadas como adjuvantes
em produtos agricolas comerciais. Também as conchas de crustaceos, esqueletos de lulas
e cuticulas de insetos contém quitina como o seu maior polissacarideo estrutural
(HADWIGER, 2013). No Brasil, a empresa BioSul Fertilizantes comercializa o Ativa®,
uma solugcao de glucosamina de origem organica e agao principal por contato, ndo toxico

e biodegradavel. Em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), o Ativa® reduziu a incidéncia e
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a severidade da antracnose, diminuiu também os danos causados pelo ataque de lagartas
e apresentou outros beneficios agrondbmicos secundarios: maior numero de vagens por
planta e maior produgdo de biomassa. Também, este produto apresentou potencial
na reducdo da MFG, do cancro e da sarna em macieira (ZANATA, 2017)'. Além dos
compostos bioativos de origem organica mencionados anteriormente, existem compostos
de origem inorganica que podem ser uma alternativa viavel para o controle de patogenos
vegetais (CWALINA-AMBROZIAK, 2012).

2.4.3. Fosfitos de potassio

O fosfito € um ion molecular que contém um atomo de fosforo e € a forma reduzida
do fosfato. O uso deste composto como agrotoxico ou bioestimulante aumentou nas ultimas
décadas (FORSTER et al, 1998, GOMEZ-MERINO; TREJO-TELLEZ, 2015;
KATSURAYAMA; BONETI, 2009). Em plantas de macieira, o tratamento curativo com
fosfito de potassio reduziu em um 90 % a MFG. Os experimentos in vitro mostraram reducao
de até 94 % no crescimento micelial de C. gloeosporioides em presenga do composto.
Assim, o efeito curativo do fosfito foi atribuido a sua atividade antimicrobiana (ARAUJO et
al., 2008; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK, 2010). Por sua vez, plantas
de pimentdo (Capsicum annuum L.) cultivadas em sistemas hidropbnicos com diferentes
concentracdes de fosfitos apresentaram consistentemente reducao dos sintomas causados
por Phytophthora capsici (FORSTER et al., 1998). Similarmente, folhas de feijao fradinho
em presenca de fosfito apresentaram sintomas reduzidos da doenca causada por
Phytophthora cryptogea e maior sintese de fitoalexinas. As concentragbes de fosfito
utilizadas no estudo eram insuficientes para inibir o crescimento in vitro do fungo. Assim,
o efeito deste composto foi explicado pela indugao de resisténcia (SAINDRENAN et al.,
1988).

No controle de fitopatdgenos, os efeitos dos fosfitos sdo mais evidentes quando
s&o aplicados nas raizes em sistemas hidropdnicos (FORSTER et al., 1998) ou na forma
de tratamentos foliares e é claro nas dosagens adequadas (GOMEZ-MERINO; TREJO-
TELLEZ, 2015). No Brasil, produtos & base de fosfitos sdo comercializados e
recomendados para o controle de doengas vegetais. Por exemplo, Aminophito 40® é uma
composi¢ao de 40 % de fésforo (P20s), 20 % de potassio (K20) e aditivado com 10 % de
aminoacidos (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017a). Experimentos com Aminophito 40® foram

' Zanata, M. Biosul Fertilizantes. Vacaria-RS. Comunicacéo pessoal. 2017
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desenvolvidos pela empresa de consultoria Proterra Engenharia Agrondmica para

o controle de Venturia inaequalis em macieira (VALDEBENITO, 2019)?.

2 Valdebenito, Rosa Maria. Proterra Engenharia Agronémica ltda. Vacaria-RS. Comunicagdo pessoal. 2019
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCALIZAGAO DA AREA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos durante os anos de 2017/18 no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina, em Floriandpolis, Santa Catarina,

Brasil.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO

O isolado Colletotrichum fructicola (MANE 147) proveniente de folhas de macieira
com sintomas de MFG (VELHO et al., 2015) foi mantido em meio batata dextrose agar
(BDA, Sigma-Aldrich, Brasil) e utilizado em todos os testes.

Sementes oriundas de frutos de macieira cv. Gala e polinizadora cv. Fuji foram
germinadas em papel filtro umedecido com agua destilada estéril (ADE) dentro de caixas
gerbox e mantidas em geladeira por 50 dias a 5 °C no escuro para a quebra da dorméncia.
Em seguida, as sementes germinadas que apresentavam radiculas = 2 cm foram
transferidas para bandejas contendo substrato de turfa e cultivadas em condigdes de casa
de vegetagdo. Pléantulas com 3-4 folhas verdadeiras foram transplantadas em vasos
plasticos individuais contendo 1 L de uma mistura de composto organico e solo argiloso
(1:2, v.v') e foram cultivadas até apresentarem 10-12 folhas expandidas (ARAUJO;
STADNIK, 2011).

As plantulas foram irrigadas segundo as suas necessidades hidricas e fertilizadas
no momento do transplante aos vasos plasticos com 10 mL de uma soluc&o hidropdnica
(0,9 uS.cm™', LabHidro, UFSC, Brasil). Oidio e pulgdes foram controlados com asperséo de
enxofre 80 % (3 g.L-', BASF) semanalmente e Actara 250 WG (1,2 g.L"", Sygenta) quando
necessario, respectivamente (ARAUJO; STADNIK, 2011).

3.3. SELECAO DE GENOTIPOS SEGREGANTES
Sendo que as sementes utilizadas provinham do cruzamento da cv. Gala x cv. Fuji,

0 genotipo das segregantes resistentes ou suscetiveis a MFG foi identificado de acordo
com Araujo e Stadnik (2011). Para isto, a primeira folna completamente expandida de
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plantas de 4 meses foi destacada. Em cada lado da folha foram depositados 10 yL de uma
suspenséo de conidios de C. fructicola numa concentragao de 108conidios.mL-" (Figura 4).
As folhas foram mantidas dentro de placas de Petri em condi¢cdes de alta umidade a 26 °C
e fotoperiodo de 12 horas. A incidéncia da MFG foi avaliada 8 dias apds a inoculagao e
as plantas resistentes e suscetiveis foram detectadas pela auséncia ou presenca de
sintomas, respectivamente (ARAUJO et al., 2008). As plantas suscetiveis de macieira foram

escolhidas e utilizadas nos experimentos em casa de vegetacao.

Figura 4 - Teste de selegcdo de segregantes. A primeira folha completamente expandida foi
destacada, e duas gotas (setas) de uma suspensido de conidios de Colletotrichum fructicola
(108 conidios.mL"") foram depositadas em cada lado da folha (a) para testar reagdes de resisténcia
(incompativel) (b) ou suscetibilidade (compativel) (c) 8 dias apds a inoculacéo.
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Fonte: desenvolvido pelo autor.

3.4. TRATAMENTOS

As folhas foram lavadas para eliminagdo do enxofre residual 24 horas antes do
inicio dos experimentos. Posteriormente, as plantas todas foram aspergidas com
os tratamentos (Tabela 1, Figura 5) até o ponto de escorrimento (= 6 mL por planta).
Para tal, foi utilizada uma pistola acoplada a um moto compressor de ar (Preview Berry
1,5 L; Matabi).

As carragenanas (concentracdo 100 %) foram adquiridas da Sigma-Aldrich

(Sao Paulo, Brasil). Os fertilizantes foliares, Reference®, Ativa® e Aminophito 40® foram
fornecidos pela Biosul Fertilizantes (Vacaria/Rio Grande do Sul, Brasil).
A ulvana foi obtida conforme metodologia adaptada de Paulert et al. (2009). Para

tal, 300 g de alga fresca foram autoclavados por 2 horas a 110 °C em 1 L de ADE. A solugéo
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aquosa resultante foi separada dos residuos da alga em papel filtro Whatman n° 1 (retengao
de particulas: 11 pm, Sigma-Aldrich, Brasil) por filtragdes sucessivas em um funil de
Buchner acoplado a uma bomba de vacuo (Primastec, Brasil). Para a precipitagdo dos
polissacarideos foram adicionados 3 volumes de etanol (96° GL) por 48 horas a -20 °C.
Finalmente, os polissacarideos foram separados por filtragdo em papel filtro (como descrito
anteriormente) e secos a 45 °C até peso constante e armazenados até seu uso.

Cultivos in vitro de C. fructicola foram feitos para a obtencéo de extratos aquosos.
Para tal, trés discos de micélio (8 mm diametro) provenientes de colénias de 20 dias foram
transferidos para Erlenmeyers contendo 100 mL de CBD (Kasvi, Brasil). Os cultivos foram
mantidos em agitagcdo constante a 120 rpm, 26 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 8 dias,
o micélio foi separado em papel filtro Whatman n° 1 por filtracdo a vacuo em funil de
Buchner. Em seguida, o micélio obtido foi seco a 45 °C em estufa até peso constante e
pulverizado em moinho elétrico (MDR302, Cadence, Brasil). O filtrado liquido remanescente
também foi mantido para posteriores metodologias (VIECELLI et al., 2010).

No total, foram preparados dois tratamentos a partir do micélio seco e dois
tratamentos a partir do filtrado liquido remanescente. Inicialmente, um extrato aquoso foi
preparado através da diluicdo de 10 mg.mL-"' do micélio em pé. Posteriormente, a metade
da solucéo foi autoclavada (Aut.) por 20 minutos a 110 °C para a obteng¢ao do tratamento
micélio Aut. C. fructicola (Cf). A outra metade da solugédo nado foi autoclavada e foi
considerada como o tratamento micélio Cf. Similarmente, 50 mL do filtrado liquido
remanescente foram autoclavados nas condi¢des descritas anteriormente para a obtengao
do tratamento CBD Aut. Cf., entanto que 50 mL nado foram autoclavados e foram
considerados o tratamento CBD Cf (Tabela 2).

Para os experimentos foram utilizadas duas testemunhas, uma composta por
plantas aspergidas com agua destilada estéril (ADE) e outra por plantas aspergidas com
caldo batata dextrose (CBD) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Compostos bioativos testados para o controle da Mancha Foliar de Glomerella em plantas
de macieira cv. Gala. Os tratamentos foram aspergidos até o ponto de escorrimento 3 dias antes
da inoculagdo com Colletotrichum fructicola.

Tratamento? Concentragao Referéncia
testemunha ADE - -
ulvana 10 mg.mL_1 (ARAUJO et al., 2008)
I-carragenana 1 mg.mL_1
(SANGHA et al., 2010)
A-carragenana 1 mg.mL_1
testemunha CBD CBD -
CBD Cf filtrado cru
CBD Aut. Cf filtrado cru
y (VIECELLI et al., 2010)
micélio Aut. Cf 10 mg.mL~
® -1
Reference 1,75 mL.L
Ativa® 1,75 mL.L_1 (BIOSUL FERTILIZANTES, 2017a)
. . ® -1
Aminophito 40 1,75 mL.L

aCaldo batata dextrose (CBD) onde foi crescido C. fructicola (Cf) autoclavado (Aut.) ou ndo, e micélio
seco de Cf autoclavado (Aut.) ou nao.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

3.5. INOCULACAO

Para a producéao do in6culo, discos de 8 mm de colbnias de C. fructicola de 20 dias
foram transferidos para placas de Petri de 90 mm contendo BDA e mantidos a 26 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds 20 dias, as colbnias foram raspadas superficialmente e
a suspenséo de conidios foi ajustada a uma concentragao final de 10° conidios.mL-' com
auxilio de uma camara de Neubauer (ARAUJO et al., 2008).

Trés dias apds os tratamentos, as plantas todas foram aspergidas com a suspensao
de conidios até o ponto de escorrimento (item 3.4). As plantas inoculadas foram mantidas

em camara umida por 48 horas no escuro, a 26 °C e umidade relativa préxima a 100 %.
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Apods esse periodo, as plantas retornaram as condigdes iniciais em casa de vegetacao até
a avaliagdo da doenca (ARAUJO et al., 2008).

3.6. AVALIACAO DA SEVERIDADE DA DOENGA

Antes de receber os tratamentos, a primeira folha completamente desenvolvida de
cada planta foi devidamente identificada com uma etiqueta no peciolo e designada como
a primeira folha.

Devido a alta severidade da doenca, a avaliagao da doenca foi feita trés dias apds
a inoculagao (DAI). Para tal, foram avaliados dois grupos de folhas: superiores (da 12 até
a 4?) e inferiores (da 5% até a 82), devido a influéncia da idade da folha na suscetibilidade
da doenga (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; STADNIK, 2013). Foi estimada a severidade
da MFG utilizando o software Quant® (v.1.0.2; Universidade Federal de Vigosa, 2002).

Para os fins deste trabalho, entenda-se severidade como a porcentagem de tecido
foliar afetado pela doengca (NUTTER; TENG; SHOKES, 1991). lesbes avermelhadas e
lesbes necréticas (SUTTON; VALDEBENITO-SANHUEZA, 1998).

3.7. CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO

O efeito direto da ulvana, 1-carragenana e Reference® foi testado in vitro pela
técnica de crescimento micelial radial de C. fructicola em meio BDA (ARAUJO et al., 2008).

Solugdes estoques concentradas dos tratamentos foram preparadas em ADE e
mantidas em agitagéo por 18 horas até completa dissolugdo. Apos a autoclavagem do meio
BDA, aliquotas dos tratamentos foram adicionados ao meio quando a temperatura estava
em torno de 50 °C. Foram obtidas quatro concentragdes de cada tratamento
(a da concentragéo utilizada in vivo, 2 da concentragao utilizada in vivo, a concentragéo
utilizada in vivo e o dobro da concentragéo utilizada in vivo): 2,5;5; 10 e 20 mg.mL" para
a ulvana; 0,5; 1; 3 e 5 mg.mL" para a I- carragenana e 0,5; 1; 1,75 e 3,5 mL.L-" para
o Reference®.

Placas de Petri contendo apenas meio BDA foram utilizadas como testemunha.
Acido latico (0,5 mL.L-", 25 %, CAQ, Brasil) foi adicionado em todos os tratamentos para
impedir o crescimento bacteriano, obtendo um pH final de 6,5 (ARAUJO et al., 2008).
Em seguida, 25 mL de meio foram dispensados em placas de Petri de 90 mm. Apds

o resfriamento, um disco de micélio (8 mm de didmetro) foi transferido no centro de cada
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placa. Os discos de micélio utilizados foram cortados da margem de colbnias de
C. fructicola de 20 dias com o auxilio de um furador estéril. As placas foram mantidas a 26
°C e fotoperiodo de 12 horas por 9 dias (ARAUJO et al., 2008).

O crescimento da colénia foi determinado pela medi¢gdo de dois diametros
perpendiculares aos 3, 5, 7 e 9 dias apds a repicagem do fungo com o auxilio de um
paquimetro digital (ARAUJO et al., 2008).

Experimentos complementares foram realizados para avaliar o efeito dos
compostos individuais presentes na formulagdo do Reference®. Assim, foram testados
molibdato de sddio dihidratado (Vetec, Brasil), sulfato de manganés (Vetec, Brasil), sulfato
de zinco heptahidratado (Vetec, Brasil) e uréia (Quimex, Brasil) na concentragéo de 8, 109,
320 e 238 mg.mL"", respectivamente (os calculos foram baseados na concentragdo de
1,75 mL.L"' de Reference®, ANEXO A). Seguindo a metodologia descrita previamente,
o meio BDA foi suplementado com cada composto. Meio BDA suplementando com
Reference® na concentragdo de 1,75 mL.L" foi utilizado como testemunha positiva,

enquanto meio BDA sem suplementar foi utilizado como testemunha negativa.

3.8. GERMINAGAO DE CONIDIOS E FORMAGCAO DE APRESSORIOS IN VITRO

O efeito direto de diferentes concentragbes de ulvana, I- carragenana e Reference®
(item 3.7) foi testado in vitro sobre a germinagéo dos conidios e a formagao de apressorios,
utilizando a técnica de membrana de celofane segundo Gongalves e Stadnik (2012).

Tiras de celofane incolor (25 x 75 mm?) foram cortadas, lavadas com ADE e secas.
Em seguida, cada tira foi assentada sobre uma Iamina microscépica. Inicialmente, foram
depositadas trés gotas de 10 yL de uma suspensao de conidios (2 x 10° conidios.mL")
sobre a superficie da membrana e em seguida, 10 yL de cada tratamento foram
depositados sobre a suspensao conidial. A testemunha consistiu em ADE.

O conjunto contendo a lamina e a membrana de celofane foi incubado no interior
de uma placa de Petri junto com papel filtro umedecido com 2 mL de ADE. As placas de
Petri foram fechadas e incubadas no escuro a 26 °C e 100 % de umidade relativa. Apds
8 horas, as laminas microscopicas foram removidas da cdmara umida e 10 pL de uma
solugdo de azul de lactofenol (acido lactico, fenol, agua destilada, 1:1:1, v/p/v) foram
depositados sobre cada gota para a paralizagdo da germinagcéo e a visualizagdo dos
conidios e das estruturas pré-infectivas (GONCALVES; STADNIK, 2012).
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Para determinar a porcentagem de conidios germinados (CG), de conidios com um
unico apressoério (CGA) e de conidios com um apressorio e multiplos tubos germinativos
(CGM) avaliou-se microscopicamente 100 conidios por repeticdo (GONCALVES;
STADNIK, 2012). Para isto, conidios foram considerados germinados quando formaram
um tubo germinativo maior que a largura do préprio conidio ou com apressorio (Figura 6)
(GONCALVES; STADNIK, 2012). Além disso, para os conidios germinados foi calculado
a porcentagem de conidios com multiplos tubos germinativos (TGs), por outras palavras,
conidios que apresentavam apressorio e 2 1 TGs ou conidios com = 2 TGs (Figura 6, c).

Os conidios germinados com apressorio foram classificados em duas categorias de
acordo com o comprimento do tubo germinativo (Figura 6): séssil (£ 10 um) ou pedicelado
(> 10 um) (ARAUJO; GONCALVES; STADNIK, 2014). Além disso, avaliou-se
microscopicamente o comprimento do tubo germinativo dos apressorios pedicelados
(CGAp) e a porcentagem de conidios com tubos germinativos ramificados (CGTR). Para
tal, foram avaliados 50 conidios por repeticao e trés repeticoes por tratamento.

Conidios com TGs ramificados foram considerados quando apresentavam TG com
hifas (Figura 6, d). Para os fins deste trabalho, TG foi considerado o crescimento
filamentoso fino que ndo apresenta septo no seu ponto de origem no conidio (KURTZMAN
etal., 2011).

Todas as avaliagdes foram feitas utilizando um microscoépio otico (aumento 400x;

Leica DM500, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

Figura 5 — Micrografias de luz da germinacgéo de conidios de Colletotrichum fructicola: conidio com
apressorio pedicelado (> 10 ym) (a), conidio com apressorio séssil (£ 10 ym) (b), conidio com
multiplos tubos germinativos (c) e conidio com tubo germinativo ramificado (d).

( L

Barras: 5 ym (a-c), 15 ym (d).
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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3.9. DESENHO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos na casa de vegetacao foram delineados em parcela subdividida
utilizando sete repetigdes por tratamento. A unidade experimental foi composta por uma
planta de macieira por vaso. t. As testemunhas (agua e CBD) foram comparadas pelo teste
t de Student (P<0,01) e como a comparagao nao mostrou diferengas significativas os dados
foram agrupados. O efeito de cada tratamento sobre a severidade da MFG foi comparado
com a testemunha pelo teste t de Student (P<0,05). Quando houve um aumento na
severidade da doenga, mas néo significativa, foi assinado o valor de zero por cento (0 %)
na reducao da MFG.

Os experimentos in vitro do crescimento micelial e da germinagao de conidios foram
delineados em um desenho inteiramente casualizado (DIC), cada um composto por sete e
cinco repeticdes, respectivamente. Uma placa de Petri representou cada unidade
experimental.

A resposta de crescimento micelial de C. fructicola para os tratamentos foi ajustada
ao modelo linear:

D= A+ ut (1)

onde D: é o didmetro (mm) no tempo t; t é o tempo em dias apds a incubacao; u é
a taxa de crescimento micelial (mm.dia™') e, A € o didmetro quando t = 0.

O efeito tanto das concentragcdes de cada tratamento, quanto dos compostos
individuais de Reference® sobre a taxa de crescimento do fungo foi comparado pelo teste
de Tukey (P<0,05).

A porcentagem das categorias de conidios germinados foi estimada segundo
a equagao 2. Primeiramente, foi calculada a percentagem de CG de cada repeticao.
Em seguida, considerando-se a percentagem de CG em cada repeticéo igual a 100 %,

a percentagem de CGA e CGM foi calculada.

numero de conidios da categoria*100 (2)

G(%) =

numero total de conidios

A média de CG para cada tratamento foi ajustada ao modelo linear em funcéo da
concentragao:
Ge= A+ uC (3)
onde Gc¢ € conidios germinados (%) na concentragdo C; C € a concentragao
(mg.mL'" ou mLL") do tratamento; y é a taxa de germinagdo de conidios

(%.concentragédo ') e A é a germinagdo quando C =0.
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As porcentagens de CGA e CGM para cada tratamento foram ajustadas a modelos
nao lineares.

As porcentagens de conidios com apressorio séssil, conidios com apressoério
pedicelado, conidios com TG ramificado e o comprimento do TG do apressoério pedicelado
foram comparadas dentro de cada tratamento e a testemunha pelo teste de Tukey (P<0,05).

Todos os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes e os resultados
foram expressos como a média deles. Todas as analises foram feitas utilizando o programa
Statistica® (StartSoft, EUA).
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4, RESULTADOS

41. EFEITO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS NA SEVERIDADE DA MANCHA FOLIAR
DE GLOMERELLA

Plantas testemunhas apresentaram severidade média da MFG de 11 € 26 % em
folhas inferiores e superiores, respectivamente.

Nas folhas superiores, os tratamentos com Reference®, I- carragenana e ulvana
reduziram a severidade da doenca em 42, 42 e 31 %, respectivamente (Figura 7). Porém,
nenhum tratamento foi significativo nas folhas inferiores (Tabela 3). Resultados individuais

encontram-se em anexo (ANEXO C-G).

Figura 6 — Sintomas da Mancha Foliar de Glomerella causados por Colletotrichum fructicola em
folhas superiores de macieira tratadas com agua (a), ulvana (b), I-carragenana (c) e Reference® (d)
3 dias apods a inoculagao.

b c

a

d

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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Tabela 3 - Efeito de compostos bioativos na severidade da Mancha Foliar de Glomerella causada
por Colletotrichum fructicola em plantas de macieira (Malus domestica Borkh.) 3 dias apds
a inoculagao.

Reducao da severidade da MFG

b
Tratamento? (% em relagado a testemunha)
Folhas inferiores Folhas superiores
ulvana 32" 31
I-carragenana 7" 42"
A\-carragenana 4" 8"
CBD Cf 12" 9™
CBD Aut. Cf 28" 16"
micélio Cf 43" 15"
micélio Aut. Cf 0" o
® )
Reference 19" 42
® ns ns
Ativa 29 3
® ns ns
Aminophito 40 45 0
Testemunha (%) 11 26
CV (%) 43 36

° Caldo batata dextrose (CBD) onde foi crescido C. fructicola (Cf) autoclavado (Aut.) ou nao, e
micélio seco de Cf autoclavado (Aut.) ou ndo.

° Porcentagem de redugao da Mancha Foliar de Glomerella obtida por cada tratamento em relagao
a testemunha, o asterisco indica diferenga significativa, nsindica diferenca nao significativa
segundo o teste t de Student (P<0,05).

Fonte: desenvolvido pelo autor.

4.2. EFEITO NO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum fructicola

A taxa de crescimento de C. fructicola foi de 8 mm.dia- ' na testemunha. Ulvana e
I-carragenana nao reduziram o crescimento de C. fructicola. Ao contrario, Reference®
apresentou efeito dose- dependente e a redugao da taxa de crescimento micelial variou de
50 até 87 % (Figura 8 e 9).

Nos experimentos complementares, Reference® e o sulfato de zinco reduziram em

88 e 94 % a taxa de crescimento de C. fructicola, respectivamente. Contudo, o molibdato
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de sddio, o sulfato de manganés e a uréia nao apresentaram efeito direto (Figura 10 e 11).

Resultados individuais encontram-se em anexo (ANEXO H, I, M, N).

Figura 7 — Crescimento micelial de Colletotrichum fructicola em meio BDA suplementado com
ulvana (a), I-carragenana (b) e Reference® (c) apos 9 dias de incubagéo.

= 3() mm

5,0
mg.mL1

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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Figura 8 - Crescimento micelial de Colletotrichum fructicola em funcio da concentragao de ulvana
(a), - carragenana (b) e Reference® (c).

20
80

70

60

50

Diametro da colénia (mm)

®0mgmL-1 y=8x+8R2=0.99
[#2.5mgmL-1 y=8x+9 R2=0.99
[45mgmL-1 y=8x+9R2=0.99
10 mg.mL-1 y=9x+9 R2=0.99
B20mg.mL-1 y=8x+11 R2=0.99

ns

®0mgmL-1 y=8x+8R2=0.99
[©0,5mgmL-1 y=8x+9 R2=0,99
41 mgmL-1 y=8x+9 R2=0.99
F*3mgmL-1 y=8x+10 R2=0.99
|85 mgml-1 y=8x+10 R2=0.99,

ns

®0mLL-1 y=8x+8R2=0,99
[70,5mL.L-1 y=4x+7R2=0.99
F41lmLL-1 y=3x+7R2=0.99
1,75 mLL-1y=2x+7R2=0,98
| 3,5 mL.L-1 y=1x+7R2=094

Tempo de incubagdo (dias)

Valores representam a média (n=14) + DP. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
tratamentos, ns indica diferenca nao significativa segundo o teste de Tukey (P<0,05). Os dados
correspondem a média de dois experimentos.

Fonte: desenvolvido pelo autor.



52

Figura 9 - Crescimento micelial de Colletotrichum fructicola em presenca de molibdato de sddio,
sulfato de manganés, sulfato de zinco, uréia e Reference®.
80

® testemunha y=6,6x+6,8 R2=0,99
70 *molibdato de sodio (8 mg. mL-1) y=6,7x+7.0 R2=0,9% ; a
©Reference® (1,75 mL.L-1)y=0.8x+7,1 R2=0,91 -
60 Fxsulfato de manganés (109 mg.mL-1) y=6,8+7,5 R2=0,99 = -
Asulfato de zinco (320 mg. mL-1) y=04x+7.5R2=088 &
" ®uréia (238 me.mL-1) y=6,65+7,3 R2=0,99 =

Diametro da colonia (mm)
=
[=]
T
kY
L\
[
)
Y

[}
N
L
o A
-1
=]
L=l

10
Tempo de incubacdo (dias)

Valores representam a média (n=10) £ DP. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre
tratamentos segundo o teste de Tukey (P<0,05). Os dados correspondem a média de dois
experimentos.

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Figura 10 — Crescimento micelial de Colletotrichum fructicola em meio BDA suplementando com
molibdato de sédio, Reference®, sulfato de manganés, sulfato de zinco e uréia apds 9 dias de
incubagao.

testemunha molibdato de sddio Reference®
8 mg.mL"! 1,75 mL.L"

sulfato de manganés sulfato de zinco i
109 mg.mL-" 320 mg.mL-" 238 mg.mL-"

Barra: 30 mm.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

4.3. EFEITO NA GERMINACAO DE CONIDIOS E NA FORMAGAO DE APRESSORIOS

A porcentagem de conidios germinados na testemunha foi em torno de 94 % apds

8 horas de incubacgao. Aproximadamente 92 % desses conidios formaram apressorio séssil,
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enquanto conidios com multiplos tubos germinativos ou tubos germinativos ramificados
foram escassos (Figura 12, Tabela 4).

As maiores concentragdes de ulvana, I-carragenana e Reference® (20 mg.mL™", 5
mg.mL"" e 3,5 mL.L", respectivamente) reduziram a germinagdo dos conidios em 17, 20 e
31 %, respectivamente (Figura 12, a-c). Além disso, os tratamentos reduziram o numero
de conidios com um unico apressorio em 69, 68 e 38 %, respectivamente (Figura 12, d-f).
Ulvana, I- carragenana e Reference® aumentaram a porcentagem dos conidios com um
apressorio e multiplos tubos germinativos em até 45, 37 e 17 %, respectivamente,
a tendéncia foi para um acréscimo nas menores concentragdes com uma posterior
estabilizagdo ou até diminuigdo nas maiores concentragdes (Figura 12, g- i). Regressdes e
ajustes dos modelos lineares e néo lineares encontram-se em anexo (ANEXO J-L).

Ulvana e I-carragenana estimularam a formacao de apressorios pedicelados com
tubos germinativos de maior comprimento e tubos germinativos ramificados. Cerca de 60 e
76 % dos conidios germinados apresentaram apressorios pedicelados nas maiores
concentragdes de ulvana (20 mg.mL") e I- carragenana (5 mg.mL™"), respectivamente.
O comprimento do tubo germinativo destes conidios foi até 3 vezes maior na presenga de
ulvana e I-carragenana quando comparado com a testemunha (Tabela 4, Figura 13).
Além disso, 5 e 8 % dos conidios germinados apresentaram tubos germinativos

ramificados na presenca de ulvana e I-carragenana, respectivamente (Tabela 4, Figura 13).
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Figura 11 — Germinagao de conidios de Colletotrichum fructicola na presenca de ulvana (a, d, g),
I- carragenana (b, e, h) e Reference® (c, f, i) apds 8 horas de incubagéo.
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Valores representam a média (n=10) £ DP. Os dados correspondem a média de dois experimentos.

Fonte: desenvolvido

pelo autor.
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Tabela 4 — Porcentagem de apressoério séssil ou pedicelado, de tubos germinativos ramificados e
comprimento do tubo germinativo de Colletotrichum fructicola na presenca de ulvana, I-carragenana
e Reference® em membrana de celofane.

o Variaveis
&
% Concentragdo apressoério  apressorio  comprimento tubo tubo germinativo
© séssil (%) pedicelado (%) germinativo (um)? ramificado (%)°
|_
©
e
c
=}
g - 92 a 8 a 7 a Oa
»
2
2,5 mg.mL"" 66 ab 34 a 14 a 1b
g 5 mg.mL"" 58 b 42 b 21b 2b
% 10 mg.mL"’ 44 b 56 b 22b 5b
20 mg.mL" 40 b 60 b 22 b 5b
s 0,5 mg.mL"’ 70 a 30 a 13 a 5b
& 1mgmlL'  54b 46 b 19b 5b
% 3 mg.mL"" 32b 68 b 26 b 8b
S S5mgml!  24b 76 b 23 b 7b
© 0,5mL.L" 90 a 10 a 11 a 0a
S 1mLL" 78 a 22 a 10a 0a
S 175mLL"  70a 30 a 10a 0a
(0]
X 35mLL"? 60 a 40 a 10 a O0a
CV (%) 39 63 49 129

@ Média do comprimento do tubo germinativo do apressorio pedicelado.

® Média da porcentagem de conidios com presencga de ramificagdes no tubo germinativo.

Valores representam a média (n=67) de dois experimentos. Para cada variavel, médias seguidas
pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) dentro de cada
tratamento e a testemunha.

Fonte: desenvolvido pelo autor.



56

Figura 12 — Micrografias de luz da germinagdo de conidios de Colletotrichum fructicola em

membrana de celofane com agua (a) e nas maiores concentragdes de ulvana (b), I- carragenana (c)
e Reference® (d) apds 8 horas de incubagéo.

Abreviaturas: Apressorio (AP), tubo germinativo (GT), conidio (CN). As setas indicam presencga de

multiplos tubos germinativos e o asterisco indica presenga de tubos germinativos ramificados.
Barras: 15 um.

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho mostrou que o Reference® apresenta efeito local nas folhas
superiores de macieira e efeito direto sobre o desenvolvimento de C. fructicola.
Menciona- se anteriormente que o Reference® contém extrato de Ascophyllum nodosum, e
o extrato desta alga aplicado em folhas de cenoura reduziu a infegdo causada por Alternaria
radicina e Botrytis cinerea (JAYARAMAN et al., 2008). Resultados similares foram
reportados por Lizzi et al. (1998) em plantas de pimentdo e videira infetadas com
Phytophthora capsici e Plasmopara viticola. Contudo, o efeito antimicrobiano do extrato de
A. nodosum nao esta documentado na literatura e o extrato de algas marrons, tais como,
S. fusiforme, ndo inibiu o crescimento in vitro de P. infestans, nem de B. cinerea (SBAIHAT
et al., 2015).

Os macro e micronutrientes presentes em fertilizantes inorganicos e organicos
podem influenciar a incidéncia e a severidade de doencas e pragas (VEVERKA,
STOLCOVA; RUZEK, 2007). Micronutrientes, tais como o zinco, podem apresentar
atividade antimicrobiana dose- dependente a partir de baixas concentracbes e em
condigcbes in vitro. Savi, Bortoluzzi e Scussel (2013) mostraram que o sulfato de zinco
(ZnSO04, 16 ppm) inibiu completamente o crescimento micelial de Fusarium graminearum e
Penicillium citrinum, enquanto o crescimento de Aspergillus flavus foi reduzido.
Similarmente, ZnSOs4 (aprox. 20 ppm) inibiu totalmente o crescimento micelial de
C. gloeosporioides e outras espécies do género (CHATURVEDI, 1964; TANDON;
CHANDRA, 1962). O efeito antimicrobiano dos macro e micronutrientes ainda nao é bem
esclarecido. Por um lado, as aplicagdes de fertilizantes em altas concentragbes podem
interferir diretamente com o metabolismo celular dos fungos, a morfologia das hifas,
a esporulacdo, a germinagao dos conidios ou aumentar a producao de espécies reativas
de oxigénio (KUMAR; SINGH; JAISWAI, 2005; LOFFLER et al., 1986; SAVI; BORTOLUZZI;
SCUSSEL, 2013). Por outro lado, em condig¢des in vivo, estes compostos podem prejudicar
o desenvolvimento dos fitopatdgenos indiretamente pelo aumento da atividade dos
organismos saprofiticos (VEVERKA; STOLCOVA; RUZEK, 2007). Uma vez que nos
experimentos complementares o sulfato de zinco reduziu a taxa de crescimento micelial,
a presenca de zinco no Reference® poderia explicar o efeito fungistatico observado sobre
o crescimento micelial de C. fructicola.

A eficiéncia das carragenanas para o controle de fitopatdégenos esta relacionada
com o seu grau de sulfatacdo (MERCIER et al., 2001; SANGHA et al., 2010). Em A. thaliana,
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A- carragenana (altamente sulfatada) induziu resisténcia contra S. sclerotiorum, enquanto
I- carragenana (menos sulfatada) aumentou a suscetibilidade a doenga (SANGHA et al.,
2010). Em plantas de fumo, Vera et al. (2012) obtiveram redugéo significativa da doenca
causada por Botrytis cinerea apés o tratamento com carragenanas com diferente grau de
sulfatacdo. No entanto, as plantas apresentaram acumulo diferenciado de compostos
antimicrobianos dependendo do grau de sulfatagdo da carragenana. Contrariamente,
lambda e iota carragenana falharam no controle da murcha de fusarium em feijoeiro (DE
BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019). Atualmente, o mecanismo de acdo destes
polissacarideos ndo esta esclarecido, e a resposta final pode estar relacionada com
a especificidade nas interacdes eletrostaticas dos residuos sulfatados do polissacarideo
com proteinas receptoras especificas na célula (POMIN, 2009). Assim, a falha no controle
da MFG com A-carragenana e o efeito local significativo de I- carragenana no patossistema
macieira-C. fructicola poderiam estar associados a especificidade na interacdo dos
polissacarideos.

Na dependéncia do grau de despolimerizagdo, as carragenanas também mostram
uma resposta diferencial de enzimas relacionadas com a defesa vegetal. Patier et al. (1995)
demostraram que as formas oligoméricas das carragenanas ou oligo- carragenanas (OCs)
foram mais efetivas elicitando enzimas relacionadas a defesa em células de
Rubus fruticosus L. quando comparadas com o polissacarideo nativo. Em plantas de
Eucalyptus globulus, o tratamento com OCs induziu niveis elevados de compostos com
potencial atividade antimicrobiana (GONZALEZ; CONTRERAS; MOENNE, 2013). Assim,
uma vez que neste trabalho foi testado apenas o polissacarideo nativo, o estudo do efeito
das OCs de I-carragenana no patossistema macieira-C. fructicola seria interessante.
Além disso, no melhor do nosso conhecimento, este é o primeiro relato de reducéo da MFG
em macieira pelo uso de I- carragenana.

A ulvana também tem apresentado consistentemente potencial para o controle de
doencas vegetais. Plantas de feijoeiro tratadas com o polissacarideo apresentaram menor
severidade da antracnose (DE FREITAS; STADNIK, 2012) e da murcha de fusarium
(DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019). Resultados similares foram obtidos em
plantas de Medicago truncatula infectadas por Colletotrichum trifolii (CLUZET et al., 2004).
Em macieira, Araujo et al. (2008) mostraram que o tratamento de ulvana 3 dias antes da
inoculagao pode reduzir localmente em 65 % a severidade da MFG nas folhas inferiores,
sendo que o efeito local deste polissacarideo nas folhas superiores de macieira e neste

intervalo de tempo nao tinha sido confirmado até o momento.
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Os extratos e compostos algais sdo mais conhecidos pela indugéo de resisténcia
a diferentes estresses bidticos e abidticos do que pelo efeito antimicrobiano (PAULERT et
al.,, 2007, 2009). Estudos mostraram que a ulvana ndo inibiu o crescimento de
Colletotrichum spp., de fungos filamentosos, de leveduras, nem de bactérias (ARAUJO et
al., 2008; PAULERT et al., 2007, 2009). Similarmente, carragenanas com diferentes graus
de sulfatacdo nao apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra S. sclerotiorum
(SANGHA et al., 2010). Neste estudo, ulvana e I- carragenana efetivamente ndo reduziram
a taxa de crescimento micelial de C. fructicola. Porém, a germinagao dos conidios foi
reduzida por todos os tratamentos em uma relagdo dose- dependente.

Sabe-se que a germinagao dos conidios € influenciada por diversas variaveis, tais
como a disponibilidade de agua, a temperatura, entre outras (MAGAN, 1988). Por exemplo,
Dillard (1988) demostrou que a adicdo de sacarose reduz em uma relagao
dose- dependente a germinagao de Colletotrichum coccodes. Resultados similares foram
reportados na literatura pela mudanga do potencial osmoético do meio (MAGAN, 1988).
Estudos mostraram que a mudanca do potencial osmoético do meio diminuiu severamente
a germinagao dos conidios de Verticillium lecanni (CHANDLER; HEALE; GILLESPIE,
1994). Contudo, estudos prévios mostraram que a ulvana em uma concentragdo de
10 mg.mL"" pode proporcionar um leve efeito estimulante na germinagéo de C. fructicola,
porém maiores concentracdes ndo tinham sido testadas até agora (ARAUJO;
GONCALVES; STADNIK, 2014; GONCALVES; STADNIK, 2012). Assim, a redugao
dose- dependente observada na germinacgéo dos conidios poderia ser explicada em parte
pelas altas concentragbes utilizadas, enquanto que o efeito local da ulvana e
da I- carragenana nas folhas jovens pela indugdo de resisténcia (ARAUJO et al., 2008;
ARAUJO; STADNIK, 2013; DE FREITAS; STADNIK, 2012; PAULERT et al., 2007).

Diversas fontes de carbono podem ser usadas pelo Colletotrichum spp. para o seu
desenvolvimento e a sua esporulacdo. Apesar do efeito das carragenanas e do extrato de
A. nodosum sobre a germinagao de fungos patogénicos ser pouco estudado, Soares et al.
(2016) mostraram que o tratamento com I- carragenana gerava hifas encurtadas e
altamente ramificadas no Aspergillus spp. Similarmente, o tratamento com ulvana
estimulou tanto a formagdo quanto a elongacdo dos tubos germinativos e atrasou
a diferenciacédo e a melanizagéo dos apressoérios de C. fructicola (GONCALVES; STADNIK,
2012). Assim, polissacarideos algais, tais como a ulvana, tém-se mostrado fontes de
carbono eficientes para os fungos (PAULERT et al., 2009). O estimulo na formagao de
multiplos tubos germinativos. de C. fructicola apoés o tratamento como Reference®,
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I- carragenana e ulvana pode ser atribuido a eficiéncia do Colletotrichum spp. na utilizagéo
de monossacarideos como fonte de carbono durante a germinagdo dos conidios
(CHATURVEDI, 1964; GONCALVES; STADNIK, 2012).

Nenhum tratamento reduziu significativamente a severidade da MFG nas folhas
inferiores de macieira. Duas hipoteses podem ser levantadas para a explicacdo desses
resultados: 1) Nenhum tratamento tem potencial para a redugdo da doengca em folhas
velhas. Sabe-se que para combater uma doenca a planta deve primeiramente, reconhecer
efetivamente ao patdgeno através dos compostos por ele secretados ou gerados. Caso
contrario, as reagcdes de defesa podem ocorrer tarde demais, ser suprimidas ou nao
acontecer, resultando em um processo infeccioso exitoso (BOLLER, 1995). Embora
ulvanas (ARAUJO; STADNIK, 2013; JAULNEAU et al., 2010), carragenanas (MERCIER et
al., 2001), fucoidanas (KLARZYNSKI et al., 2003), entre outras, tém apresentado potencial
na indugao de respostas de defesa, estudos comprovam que células vegetais reconhecem
caracteristicas estruturais especificas destas moléculas (CHEONG et al., 1991; JAULNEAU
et al., 2010). Contudo, o efeito da ulvana foi previamente demostrado neste nivel foliar
(ARAUJO et al., 2008). Assim, 2) esse conflito poderia ser explicado pela resisténcia
ontogénica. Em macieira, as folhas mais velhas sdo menos suscetiveis a MFG quando
comparadas com as folhas mais jovens (ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; STADNIK, 2013;
ROCKENBACH et al., 2018). Sabe-se que além de desempenhar um papel na protecao
contra patogenos, a cuticula atua na difusdo de moléculas, incluindo os elicitores de
respostas de defesa (YEATS; ROSE, 2013). Bringe et al. (2006) observaram que as folhas
jovens de macieira cv. Golden Delicious apresentam sulcos e protuberancias microscépicas
a diferencia das folhas velhas, sendo que estas modificacbes poderiam facilitar a interagao
com o meio externo. Assim, defesas constitutivas na cuticula das folhas velhas da macieira
que poderiam protegé-las contra os patdogenos também poderiam dificultar
o0 reconhecimento dos compostos bioativos pelas células vegetais.

O controle quimico tradicional gera uma redugao de 30 até 92 % da severidade da
MFG em macieira (ANEXO B). Assim, tratamentos quimicos com redugao superiora 72 %
foram considerados alternativas eficientes e seguras para o controle da doenga segundo
Valdebenito-Sanhueza; Spadoa e Minuzzo (2018). Por sua vez, redugdes da doencga
proximas a 46 % ou que apresentavam diferenga significativa com a testemunha,
proporcionaram controle intermediario (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992).
Além disso, uma redugdo na severidade da MFG tem o potencial de diminuir

o desfolhamento precoce e manter a produtividade das plantas nos anos seguintes
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(ARAUJO et al., 2008; ARAUJO; STADNIK, 2013; CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA,
1992). Portanto, pode-se dizer que Reference®, I- carragenana e ulvana mostraram controle
intermediario da MFG em condi¢des de casa de vegetagao. No entanto, estudos em campo
devem ser conduzidos antes de dar por garantido o efeito destes tratamentos para
o controle efetivo da MFG em macieira. Além disso, os resultados também indicam que
o Reference® tem acgdo direta sobre o Colletotrichum fructicola, enquanto ulvana e

I- carragenana atuariam pela indugéo de resisténcia.
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6. CONCLUSOES

o Dentro dos 10 compostos bioativos testados, Reference®, i- carragenana e ulvana
reduziram a severidade da Mancha Foliar de Glomerella nas folhas superiores de
macieira.

o Nenhum tratamento reduziu significativamente a Mancha Foliar de Glomerella nas
folhas inferiores de macieira.

o Reference® apresentou efeito fungistatico sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum fructicola, enquanto I-carragenana e ulvana nao.

o Reference®, I-carragenana e ulvana apresentaram uma redugéo dose-dependente na
germinagao de conidios e estimularam a elongacao e a formacao de multiplos tubos

germinativos durante a germinacgao in vitro de Colletotrichum fructicola.
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ANEXO A - Caracteristicas gerais dos produtos da Linha BioUp da empresa Biosul

Fertilizantes.

Produto

Caracteristicas

Dosagens
recomendada

Ativa 40°

Fertilizante mineral misto para aplicagao
via foliar.

N: 1,0 % p/p (10 g.L ")

B:0,2 % p/p (29.L")

Densidade: 1 g.mL"’

Natureza Fisica: Fluido

Suspensao: Homogénea

Composicdo: Glucosamina modificada,
uréia, acido bbdrico, monoetanolamina,
conservante, emulsionante e espessante
tixotropico.

1 mL.L"

Aminophito 40®

K20: 20 % p/p (290 g.L)

Densidade: 1,45 g.mL""

Natureza Fisica: Fluido

Solucao Verdadeira

Composicéo: Fosfito de potassio (40 % de
P20s5 na forma de fosfito), aminoacidos
naturais, conservante, emulsionante e
espessante.

1,5—-2mL.L"

Reference®

N: 5 % p/p (64 g.L )

S:3,1% p/p (40 g.L ")

Mn: 2 % p/p (26 g.L ")

Mo: 0,2 % p/p (2.6 g.L)

Zn: 4 % plp (51 g.L")

Densidade: 1,28 g.mL"’

Natureza Fisica: Fluido

Suspensao: Heterogénea

Composicao: Uréia, molibdato de sddio,
sulfato de manganés, sulfato de zinco,
monoetanolamina, acido citrico,
aminoacidos, extrato de algas,
conservante, emulsionante e espessante.

1 mL.L"

Fonte: Biosul Fertilizantes (2017b).



ANEXO B — Controle quimico da Mancha Foliar de Glomerella em macieira.

Tivo de Reducao da
Ingrediente ativo Nome comercial P severidade da MFG Referéncia
tratamento (%)
Benomyl + Ziram nd C 68 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
Captana Orthocide 500® P 79 (BONETI; KATSURAYAMA, 2011)
Clorotalonil + Ziram nd C 84-90 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
Ditianona nd C 85 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
, . : ® P 49-65 (ARAUJO et al., 2008; BONETI; KATSURAYAMA,
Fosfito de potassio Fitofos K plus
C 90 2011)
Hidroxido de cobre + | Supera®, Captan®
Captana Garra®, Captan®
Hidroxido de cobre + Cuprogarb®, c 7984 (VALDEBENITO-SANHUEZA; SPADOA; MINUZZO,
o -
Captana Captan 2018)
Oxicloreto de cobre
+ Captana
Iminoctadine nd C 73 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
Mancozeb Dithane NT® P 50-89 (BERTON, 2002; BONETI; KATSURAYAMA, 2011;
Dithane 800® C 86 CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
Mancozeb + nd P 52 (KOWATA et al., 2010)
Tebuconazole
Propineb nd P 30 (KOWATA et al., 2010)
Tebuconazol Sigma-Aldrich P 30 (WANG et al., 2017)
Tiofanato metilico Sigma-Aldrich P 45 (WANG et al., 2017)
. pr S
Tiofanato metilico + Cercap P 41 (BERTON, 2002)
Captana
T'Ofa,clato metilico + nd C 89 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
ancozeb
Tr,{/?d'mefon ¥ nd C 82-92 (CEREZINE; LEITE JR; TSUNETA, 1992)
ancozeb

Abreviaturas: informagao no disponivel (nd).
Classificagao tipo de tratamento: preventivo (P); curativo (C).
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO C- Analises de variancia em parcela subdividida (P<0,05) para o efeito dos
compostos bioativos sobre a severidade (%) da Mancha Foliar de Glomerella aos 3
dias apods a inoculagao com Colletotrichum fructicola em plantas de macieira.

(continua)
ulvana; 1-carragenana; A-carragenana
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 419,6 3 139,9 11,7 0,0
Erro 2881 24 12,1
1* Posicdo 5952,6 1 5952,6 563,2 0,0
TP 292,3 3 97,4 9,2 0,0
Erro 253,7 24 10,6
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 400,1 3 133,4 2,0 0,1
Erro 1581,5 24 65,9
2 Posicao 930,9 1 930,9 58,1 0,0
TP 51,0 3 17,0 1,1 0,4
Erro 384.,6 24 16,0
Ativa®, Aminophito 40®; Reference®
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 5519 3 184,0 2,6 0,1
Erro 1761,5 24 73,4
1 Posicao 6193,6 1 6193,6 305,4 0,0
TP 269,1 3 89,7 4.4 0,0
Erro 486,7 24 20,3
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 163,858 3 54,619 9,3 0,0
Erro 141,037 24 5,877
2 Posicao 91,775 1 91,775 47 .4 0,0
TP 28,650 3 9,550 4,9 0,0
Erro 46,429 24 1,935
CBD Cf; CBD Aut. Cf: testemunha CBD
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 65.3 3 21.8 0.7 0.6
Erro 794.8 24 33.2
1 Posicao 1299.8 1 1299.8 82.5 0.0
TP 16.9 3 5.6 0.4 0.8
Erro 377.9 24 15.8
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 155,9 3 52,0 0,8 0,5
Erro 1500,4 24 62,5
2 Posicéo 6179,2 1 6179,2 263,4 0,0
TP 97,5 3 32,5 1,4 0,3
Erro 563,1 24 23,5

*Dados dos ensaios transformados para raiz (x). Abreviaturas: fontes de variagédo (FV); graus de
liberdade (GL); soma dos quadrados (SQ); quadrado médio (QM); Valor do F-teste calculado (F);
probabilidade de F>F esperado (P).
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ANEXO C - Andlises de variancia em parcela subdividida (P<0,05) para o efeito dos
compostos bioativos sobre a severidade (%) da Mancha Foliar de Glomerella aos 3
dias ap6s a inoculagao com Colletotrichum fructicola em plantas de macieira.

(concluséo)

Micélio Cf; micélio Aut. Cf;
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento 31.300 31.300 31.300 31.300 0.246277
Erro 185.784 185.784 185.784 185.784
1 Posicao 34.132 1 34.132 10.2464 0.004952
TP 13.767 2 6.883 2.0664 0.155640
Erro 59.960 18 3.331
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento | 1639,40 2 819,70 9,3608 0,001634
Erro 1576,20 18 87,57
2 Posicao 7320,56 1 7320,56 290,7886 | 0,000000
TP 98,07 2 49,03 1,9478 0,171498
Erro 453,15 18 25,17
Reference®; I-carragenana; micélio Cf
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento | 324,033 3 108,011 2,7394 0,065538
Erro 946,286 24 39,429
1* Posicao 3327,174 1 3327,174 81,9547 0,000000
TP 305,045 3 101,682 2,5046 0,083277
Erro 974,346 24 40,598
Ensaio FV SQ GL QM F P
Tratamento | 1833,73 3 611,24 7,2457 0,001260
Erro 2024,63 24 84,36
2 Posicao 3027,59 1 3027,59 72,3538 0,000000
TP 426,18 3 142,06 3,3949 0,034199
Erro 1004,26 24 41,84

*Dados dos ensaios transformados para raiz (x). Abreviaturas: fontes de variagdo (FV); graus de
liberdade (GL); soma dos quadrados (SQ); quadrado médio (QM); Valor do F-teste calculado (F);
probabilidade de F>F esperado (P).
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO D - Teste de separagao de médias Tukey (P<0,05) para a severidade da
Mancha Foliar de Gala em plantas de macieira tratadas com compostos bioativos.

(continua)
Ensaio 1 de ulvana; I-carragenana; A-carragenana
F}gﬁl]g;aso Tratamento Média .-I.I-SE:,
I-carragenana 27,3 a
Superior testemunha 242 a
A-carragenana 25,2 a
ulvana 14,3 b
I-carragenana 8,0 a
Inferior testemunha 6,3 a
A-carragenana 3,0 ab
ulvana 1,5 b
Ensaio 1 de Ativa®, Aminophito 40®; Reference®
Reference® 37,7 a
Superior tgstemgnha 29,3 ab
Aminophito 40® 33,2 ab
Ativa® 25,1 b
Reference® 14,3
Inferior te_stemgnha 10,5 ns
Aminophito 40® 6,4
Ativa® 9,9
Ensaio 2 de Ativa®, Aminophito 40®; Reference®
testemunha 9,8 a
Superior - Ativ§® 7,3 a
Aminophito 40® 6,7 a
Reference® 3,2 b
testemunha 54
Inferior ; Ativ§® 5.1 ns
Aminophito 40® 3,6
Reference® 2,7
Ensaio 2 de Micélio Cf; micélio Aut. Cf
testemunha 43,2 a
Superior miceélio Aut. Cf 47 1 a
micélio Cf 29,5 b
testemunha 17,7
Inferior micélio Aut. Cf 16,6 ns
micélio Cf 6,3

Letras diferentes indicam diferencga significativa dos tratamentos dentro da mesma posicao de folhas
(superior ou inferior) de acordo com o teste realizado. ns: ndo significativo.
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO D - Teste de separagao de médias Tukey (P<0,05) para a severidade da
Mancha Foliar de Gala em plantas de macieira tratadas com compostos bioativos.
(concluséo)

Ensaio 2 de Reference®; I-carragenana; micélio Cf
testemunha 354 a
Superior micélio Cf 22,3 ab
Reference® 21,1 b
I-carragenana 11,8 b
testemunha 13,4
Inferior micélio Cf 6,0 ns
Reference® 7.1
I-carragenana 5,2
Ensaio 1 de Reference®; I-carragenana; micélio Cf
testemunha 20,2 a
Superior micélio Cf 20,7 a
I-carragenana 15,2 ab
Reference® 9,0 b
testemunha 0,8
. micélio Cf 0,5
Inferior ns
I-carragenana 0,3
Reference® 1,8

Letras diferentes indicam diferencga significativa dos tratamentos dentro da mesma posigéo de folhas
(superior ou inferior) de acordo com o teste realizado. ns: nao significativo.
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO E - Teste t (P<0,01) para a severidade da Mancha Foliar de Glomerella nas
testemunhas (agua, meio CDB) aos 3 dias apds a inoculagdao com Colletotrichum
fructicola em folhas superiores e inferiores de plantas de macieira.

Folhas superiores
Testemunha Média Teste t P
Agua 24,22 a 0.13
Meio CBD 28,98 a ’
Folhas inferiores
Test,emunha Média Teste t P
Agua 7,46 a
Meio CBD 13,37 a 0,05

Abreviaturas: Probabilidade de Fc>F esperado. Letras iguais indicam diferenca nao significativa de
acordo com o teste realizado.

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO F - Teste t (P<0,05) para o efeito dos compostos bioativos sobre a
porcentagem da severidade da Mancha Foliar de Glomerella aos 3 dias apés a
inoculagao com Colletotrichum fructicola em folhas superiores de plantas de

macieira.
Tratamento Média Teste t P
teSJTJZ‘nJQha ?S:g E 0,001948
camagenana | 152 b 0021113
Afc?::?arggggia 328 ns 0,357761
teSéErS“SP a 2238 ns 0,419134
?SE?ES{.‘ r?f 3?8 ns 0,177185
t?ﬁffé‘ﬂﬁ”é‘? 32;8 ns 0,443287
rrfiecse'tf?? :SthaCf 28? ns 0,090671
tSZi?;EZZg 150 i 0,003013
tesii?i:é’“a 22;,& ns 0,175738
oo 0° | 505 s | oz

Abreviaturas: Probabilidade de Fc>F esperado. Letras diferentes indicam diferencga significativa de
acordo com o teste realizado. ns: ndo significativo.
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO G - Teste t (P<0,05) para o efeito dos compostos bioativos sobre a
porcentagem da severidade da Mancha Foliar de Glomerella aos 3 dias apés a
inoculagao com Colletotrichum fructicola em folhas inferiores de plantas de

macieira.
Tratamento Média Teste t P
teSLtJT\glrJ]gha 170,15 ns 0,175738
testemunha 10,5
I-carragenana 9,8 ns 0,824329
testemunha 10,5
A-carragenana 10,1 ns 0,905311
teSSE”SUSP a 190’25 ns 0,588434
testemunha 10,5
CBD Aut. Cf 7.6 ns 0,278140
testemunha 10,5
micélio Cf 6,0 ns 0,079070
testemunha 10,5
micélio Aut. Cf 13,1 ns 0,285462
testemunha 105
® : ns 0,429171
Reference 8,5 ,
testemunha 10,5
Ativa® 7,5 ns 0,242567
testemunha 10.5
® : ns 0,106297
Aminophito 40 5,8

Abreviaturas: Probabilidade de Fc>F esperado. Letras diferentes indicam diferencga significativa de
acordo com o teste realizado.
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO H - Andlise de variancia (P<0,05) para a taxa de crescimento micelial de
Colletotrichum fructicola em médio BDA suplementado com Reference®,
I- carragenana e ulvana.

ulvana
Ensaio FV SQ GL QM F P
1 Concentragao 0,634 4 0,159 0,529 0,7153
Erro 8,994 30 0,300
5 Concentragao 0,895 4 0,224 0,615 0,6554
Erro 10,920 30 0,364
142 Concentragao 0,606 4 0,152 0,47 0,7565
Erro 20,902 65 0,322
I-carragenana
Ensaio FV SQ GL QM F P
1 Concentragao 5,091 4 1,273 1,024 0,410
Erro 37,294 30 1,243
5 Concentragao 0,844 4 0,211 0,151 0,960
Erro 41,891 30 1,396
142 Concentragao 0,150 4 0,038 0,12 0,9751
Erro 20,510 65 0,316
Reference®
Ensaio FV SQ GL QM F P
1 Concentragao 748,417 4 187,104 937,31 0,000
Erro 5,989 30 0,2
o Concentragao | 185,1893 4 46,2973 1264,03 0,000
Erro 1,0988 30 0,0366
140 Concentragao | 23,0301 4 5,7575 1170,92 0,000
Erro 0,3196 65 0,0049

*Dados dos ensaios transformados para raiz (x). Abreviaturas: fontes de variagdo (FV); graus de
liberdade (GL); soma dos quadrados (SQ); quadrado médio (QM); Valor do F-teste calculado (F);
probabilidade de F>F esperado (P).

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO | - Teste de separagio de médias Tukey (P<0,05) para o efeito de Reference®

na taxa de crescimento micelial de Colletotrichum fructicola em meio BDA

suplementado.

Ensaio | Concentracido | Média Teste P
Tukey
0 8,0 a 0,000135
0,5 4,9 b 0,000135
1 1 2,8 C 0,000135
1,75 2,2 d 0,000137
3,5 1,7 e 0,000183
0 7,9 a 0,000135
0,5 4,6 b 0,000135
2 1 2,7 C 0,000140
1,75 2,0 d 0,000140
3,5 1,3 e 0,000135
0 7,9 a 0,000127
0,5 4,7 b 0,000127
1+2 1 2,8 C 0,000127
1,75 2,1 d 0,000127
3,5 1,5 e 0,000127

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO J - Analise de variancia (P<0,05) para a regressao linear da porcentagem de
germinacéo de conidios de Colletotrichum fructicola em presenca de Reference®,
I- carragenana e ulvana.

Reference®
FV GL SQ QM F P R?
Concentragcao 1 5741,2 | 5741,2 125,670 0,000000 0,96
Erro 48 2192,8 | 45,7
I-carragenana
FV GL SQ QM F P R?2
Concentracao 1 1919,6 | 1919,6 33,708 0,000000 0,89
Erro 48 2733,4| 56,9
ulvana
FV GL SQ QM F P R?2
Concentragao 1 1780,8 | 1780,8 61,579 0,000000 0,98
Erro 48 1388,1 | 28,9

Abreviaturas: fontes de variagdo (FV); graus de liberdade (GL); soma dos quadrados (SQ);
quadrado médio (QM); Valor do F-teste calculado (F); probabilidade de F>F esperado (P),
Coeficiente de determinagéo (R?).

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO K - Estimativa dos parametros (P<0,05) para a regressao da porcentagem
de germinagao de conidios com um unico apressorio de Colletotrichum fructicola
em presenca de Reference®, I-carragenana e ulvana.

Reference®
Modelo: y=b*Exp@™
Parametro Valor Erro-padrao t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a -0,15058 0,01540 -9,77629 | -0,18155 -0,11961 | 0,00000 0,85
b 90,12308 | 1,91681 47,01716 | 86,26907 | 93,97709 | 0,00000
I-carragenana
Modelo: y=b*Exp©@™
Parametro Valor Erro-padrao t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a -0,18403 0,03618 -5,08585 | -0,25679 -0,11128 | 0,00001 0,88
b 83,17036 | 4,81108 | 17,28726 | 73,49704 | 92,84368 | 0,00000
ulvana
Modelo: y=b*Exp@™)
Parametro Valor Erro-padrao t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a -0,06352 0,00731 -8,68916 | -0,07821 -0,04882 | 0,00000 0,96
b 96,9687 3,8519 25,1741 89,2239 104,7135 | 0,0000

Abreviaturas: Valor de t calculado (t); Intervalo de Confianca (IC); probabilidade de t calculado>t

esperado (P), Coeficiente de determinagédo (R?).
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO L - Estimativa dos parametros (P<0,05) para a regressao da porcentagem de
germinagao de conidios com um unico apressorio e multiplos tubos germinativos
de Colletotrichum fructicola em presenca de Reference®, I-carragenana e ulvana.

Reference®
Modelo: y=a+b*Log(x)

Parametro Valor Erro-padrao t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a 12,41415 1,33462 9,30164 | 9,73072 | 15,09758 | 0,00000 | 0,52
b 2,602092 0,614691 | 4,233173 | 1,366174 | 3,838011 | 0,000103

I-carragenana
Modelo: y=a+b*Log(x)

Parametro Valor Erro-padréo t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a 30,31674 1,72590 17,56573 | 26,84658 | 33,78690 | 0,00000 | 0,77
b 6,034849 0,764463 | 7,894233 | 4,497793 | 7,571905 | 0,000000

ulvana
Modelo: y=(a*x®)+(b*x?)+(c*x)+d

Parametro Valor Erro-padréao t IC (-95%) | IC (+95%) P R?
a 0,009890 0,001962 | 5,039977 | 0,005940 | 0,013839 | 0,000008 | 0,98
b -0,53076 0,05682 -9,34073 | -0,64513 | -0,41638 | 0,00000
c 8,69458 0,39327 | 22,10842 | 7,90297 | 9,48620 | 0,00000
d 1,3441 0,631861 | 2,127256 | 0,072260 | 2,615999 | 0,038792

Abreviaturas: Valor de t calculado (t); Intervalo de Confianga (IC); probabilidade de t calculado>t
esperado (P), Coeficiente de determinagao (R?).
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO M - Andlise de variancia (P<0,05) para a regressao linear do crescimento
micelial de Colletotrichum fructicola em presenca de Reference®e o seus
compostos individuais.

controle
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 21289,9 21289,9 9639,1 0,00 0,99
Erro 48 106,0 2,2
molibdato de sodio
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 21673,8 21673,8 15730,7 0,00 0,99
Erro 48 66,1 1,4
Reference®
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 286,3 286,3 217,0 0,00 0,91
Erro 48 63,3 1,3
sulfato de manganés
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 227761 227761 9211,0 0,00 0,99
Erro 48 118,7 2,5
sulfato de zinco
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 72,9 72,9 180,5 0,00 0,88
Erro 48 19,4 0,4
uréia
FV GL SQ QM F P R?
Concentragao 1 21349,5 21349,5 10430,7 0,00 0,99
Erro 48 98,3 2,1

Abreviaturas: fontes de variagdo (FV); graus de liberdade (GL); soma dos quadrados (SQ);
quadrado médio (QM); Valor do F-teste calculado (F); probabilidade de F>F esperado (P),
Coeficiente de determinagéo (R?).

Fonte: desenvolvido pelo autor.



ANEXO N - Teste de separagao de médias Tukey (P<0,05) para o efeito de
Reference®e seus compostos individuais na taxa de crescimento micelial de
Colletotrichum fructicola em meio BDA suplementado.

Ensaio Composto Média Teste P
Tukey

sulfato de manganés 7,0 a 0,002329
molibdato de sodio 6,6 b 0,979295
uréia 6,5 b 1,000000
1 testemunha 6,5 b | 1,000000
Reference® 0,8 c 0,000138
sulfato de zinco 0,3 d 0,000138
sulfato de manganés | 6,7 a 0,998978
molibdato de sédio 6,7 a 0,999967
uréia 6,7 a 0,999967
2 testemunha 6,7 a 1,000000
Reference® 0,8 b 0,000138
sulfato de zinco 0,4 b 0,000138
sulfato de manganés 6,8 a 0,528708
molibdato de sddio 6,7 a 0,998961
142 uréia 6,7 a 1,000000
testemunha 6,6 a 1,000000
Reference® 0,8 b 0,000138
sulfato de zinco 0,4 c 0,000138

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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