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Decisdo e obras

Apressa-te homem!

Calma.

O perto seré longe

e o longe seré perto

Se amanha for ontem
Ou amanha for ja hoje!

O tempo sao obras!

Torna-se necessario remover muitas pedras

antes de se poder iniciar a obra projetada.

Sé&o precisos muitos homens,
alavancas,
zorras,

persisténcia contra a resisténcia...

Calma?

quanto tempo perdido,

quanta solucédo adiada,

por mingua de coragem?!

E se nos decidissemos ja

e assentassemos a primeira pedra?
— A unha rapazes!

— Agarrem-se bem!

— Eh, que vai!

— Alto, ja esta!

Do trabalho decidido de todos os dias

SO poderdo brotar ricas florestas!

Alvaro Duarte



RESUMO

A producdo de péssegos no Brasil vem sofrendo danos na produgdo devido a queima dos
ramos causado pelo fungo Phomopsis amygdali. Através de experimentos in vitro, estudaram-
se, inicialmente, as melhores condi¢des de temperatura e fotoperiodo no desenvolvimento do
patogeno. Posteriormente, sob as condi¢es encontradas, o fungo foi submetido a diferentes
substancias: 6leos essenciais vegetais (eucalipto, cravo, orégano, menta, gengibre, capim-
lim&o, citronela, alecrim e camomila); diferentes produtos da extracdo da planta Calea hispida
Baker (quercitrina (CHAM - Acetato metanolico), 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno
(CHCR - cristais), extrato aquoso (CHEA) e 6leo essencial (CHOE)); fungicidas sintéticos
(captan, ciproconazol, tebuconazol, triadimenol, mancozeb e hipoclorito de sddio); indutor de
resisténcia (Ascophyllum nodosum) e um inseticida (Bacillus thuringiensis), a fim de se
avaliar o efeito fungistatico destes no desenvolvimento in vitro do patdégeno. As avaliacGes
foram feitas pela média de duas medidas, diametralmente opostas das colénias, diariamente,
até os sete dias apds a instalacdo do experimento. A temperatura que melhor favoreceu o
desenvolvimento do patégeno in vitro foi a de 20°C. J& para o fotoperiodo, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos testados. Observou-se que os tratamentos com 0s
Oleos essenciais de orégano e capim-limdo apresentaram maior atividade antifingica sobre o
fitopatdgeno, quando comparados aos demais 6leos utilizados, destacando o 6leo de orégano,
que inibiu completamente o desenvolvimento do fitopatdgeno. As substancias isoladas de C.
hispida apresentaram baixa porcentagem de inibicdo de P. amygdali, a qual ndo ultrapassou
21,88%. Os fungicidas captan, ciproconazol e tebuconazol apresentaram elevado nivel de
inibicdo em relacdo as outras substancias testadas. A partir da concentracdo de 500 ppm, esses
fungicidas atingiram 100% de controle, se mostrando os mais eficientes no controle do fungo.

Palavras-chave: Prunus persica, cancro do péssego, controle alternativo, controle quimico,
Fusicoccum amygdali.



ABSTRACT

The production of peaches in Brazil has suffered production damage due to burning of
branches caused by the fungus Phomopsis amygdali. Through experiments in vitro were
studied, initially, the best conditions of temperature and photoperiod on the development of
the pathogen. Later, under the conditions found, the fungus was subjected to different
substances: plant essential oils (eucalyptus, clove, oregano, peppermint, ginger, lemongrass,
citronella, rosemary and chamomile); different products extraction plant Calea hispida Baker
(quercitrin (CHAM - Acetate methanol), 6-acetyl-7-hydroxy-2,2-dimethylchromene (HCRC -
crystals), aqueous extract (CHEA) and essential oil (CHOE)); synthetic fungicides (captan,
cyproconazol, tebuconazole, triadimenol, mancozeb and sodium hypochlorite); an inductive
resistance (Ascophyllum nodosum) and an insecticide (Bacillus thuringiensis) in order to
evaluate the fungistatic effect of these in vitro development of the pathogen. The assessments
were made by mean of two measurements, diametrically opposite the colonies daily until
seven days after the onset of the experiment. The temperature better favored the development
of the pathogen in vitro was 20°C. Have to photoperiod, there was no statistical difference
between the treatments tested. It was observed that treatments with essential oils of oregano
and lemon grass showed higher antifungal activity against the pathogen when compared to
other oils used, highlighting the oregano oil, which completely inhibited growth of the
pathogen. The compounds isolated from C. hispida showed low percentage of inhibition of P.
amygdali, which did not exceed 21.88%. The fungicides captan, tebuconazole cyproconazol
and showed a high level of inhibition relative to the other substances tested. From the
concentration of 500 ppm, these fungicides reached 100% of control, showing the most
efficient at the fungus control.

Keywords: Prunus persica, peach cancer, alternative control, chemical control, Fusicoccum
amygdali.
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1 INTRODUCAO

A cultura do péssego tem uma participacdo de 1,3% no total do valor da producdo de
frutas no Brasil. A producdo brasileira de péssego (Prunus persica (L.) Batsch) estad em
217.706 toneladas extraidas de uma area cultivada de 18.092 hectares, perfazendo uma
produtividade de 12.034 kg ha™. A média de producdo no periodo de 2001 a 2012 foi de
220.926 toneladas anuais, com area de 21.987 ha e produtividade média de 10.048 kg ha™. O
Rio Grande do Sul é o principal produtor nacional, com area de 13.164 hectares e uma
producdo de 136.841 toneladas, ou seja, 62,85% da producéo brasileira. O Rio Grande do Sul
diminuiu sua &rea cultivada entre os anos de 2010 e 2013 de 14.933 para 13.164 ha, porém
aumentou a produtividade em 5,71%. O Parana ocupa o quinto lugar com uma producéo de
11.706 toneladas obtidas de uma area de 1.284 hectares (IBGE, 2013).

A baixa produtividade do Parana esta relacionada com as propriedades que possuem baixa
tecnologia, onde se observam problemas na adubacéo, tratos culturais e principalmente no
manejo fitossanitario (FACHINELLO et al., 2009).

A ocorréncia de doencas de plantas em niveis que exigem o seu controle é a consequéncia
da prética da agricultura atual. O método mais benéfico de controle € o uso da resisténcia
genética (LYON et al., 1995). Portanto, ndo sdo todas as plantas que sdo resistentes aos
patdgenos, e também, ndo é todo material resistente que é adaptado as diferentes regides
produtoras. Dessa forma, o uso de agrotéxicos no controle de doencas é cada vez mais
frequente na agricultura (MOTOYAMA et al., 2003). Também, o consumidor brasileiro tem
se preocupado mais com a sua seguranca alimentar e de sua familia e com o fato de que os
produtos ofertados pra consumo nacional ndo tem a mesma qualidade dos que sdo exportados
(PORTOCARRERO; KOSOSKI, 2009).

O péssego é considerado cultura de clima temperado, até recentemente restrita a Regido
Sul do Brasil, expandiu-se para regides subtropicais, como S&o Paulo e Sul de Minas Gerais.
O clima mais quente favorece a ocorréncia de doencas, e entre elas a queima dos ramos
causada por Phomopsis amygdali (Delacroix) Tuset & Portilla (MARTINS, 2004) a qual tem
exigido medidas de controle mais eficientes.

O cancro de Fusicoccum ou queima dos ramos é uma doenca fungica economicamente
importante. Esta doenca, que afeta principalmente os galhos da parte inferior das arvores, é
bastante prejudicial em ambientes imidos (MARTINS et al., 2004). Os autores ainda relatam
gue as amendoeiras (Prunus dulcis Mill) em crescimento na regido do Mediterraneo também

séo atacadas por P. amygdali.
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Né&o existem produtos registrados para esta doenca no Brasil (AGROFIT, 2014) e ainda sdo
escassos 0s trabalhos referentes ao controle quimico desta doenca na cultura do péssego
(CARVALHO, 2002). O principal problema dos fungicidas é sua utilizacdo de modo
incorreto pelos produtores, com doses excessivas e, ainda, 0 processo de desenvolvimento dos
produtos sintéticos é trabalhoso e oneroso devido aos vérios testes em que sdo submetidos
para chegar ao mercado (McLAREN, 1986), e ainda sdo um entrave na exportacao de frutas.

Uma das opcdes de controle da doenca é o controle alternativo. De acordo com Marques et
al. (2004) alem de serem abundantes e de baixo custo, os produtos de origem vegetal poderdo
constituir um método alternativo e oferecer boas perspectivas para o controle de doengas,
pois, minimizam os problemas de fitotoxicidade e diminuem os residuos toxicos no solo,
apresentados pelos produtos fitossanitarios convencionais.

Fundamenta-se, assim, a hipdtese: os compostos naturais biologicamente ativos, existentes
em plantas medicinais e compostos presentes em outros produtos causam a inibi¢cdo do

desenvolvimento do patdgeno P. amygdali in vitro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A CULTURA DO PESSEGO

A cultura do péssego (Prunus persica (L.) Batsch) € originaria da China, atingiu a
Europa através da Pérsia, hoje Ird. Chegou ao Brasil com Martin Afonso de Sousa, em 1532 e
difundiu-se em grande parte do Brasil (SACHS et al., 1984).

A planta de péssego pertence a familia Rosaceae, subfamilia Prunoidea, género
Prunus (L.) e subgénero Amygdalus. As cultivares comerciais pertencem a espécie Prunus
persica e apresentam trés variedades botanicas distintas: Prunus persica var. vulgaris, Prunus
persica var. nucipersica e Prunus persica var. platycarpa, esta Gltima sem interesse comercial
(SACHS; CAMPOS, 1998).

O Brasil ocupa a décima segunda posi¢do no ranking mundial na producéo de péssego
(238,5 mil toneladas/ano) em area de 24,2 mil hectares (FAO, 2013), com consumo per capita
de 850 g. O consumo da fruta se concentra na Regido Sul do Pais e ainda é considerado baixo
em relacdo a outros paises produtores. A cultura do péssego é de alta rentabilidade, sendo uma
boa opcdo aqueles produtores que buscam alternativas para suas propriedades (EMBRAPA,
2003).

Essa rosacea frutifica aproximadamente trés anos apds ser plantada, com ciclo de 15 a
25 anos. Os ramos erguem-se em angulo agudo, com casca verde, arroxeada quando da
incidéncia do sol. As folhas sdo lanceoladas, serreadas ou crenadas, conforme a variedade, as
gemas pontiagudas, um tanto peludas, duas a trés em cada nd, as vezes apenas uma. As flores
surgem antes das folhas, na primavera, brancas ou rosadas, podem ser usadas na
ornamentacdo (SACHS et al., 1984). O autor ainda descreve o fruto como uma drupa
subglobosa, geralmente mamilosa, perfumada, doce, aveludada, esverdeada ou amarelada,
muitas vezes avermelhada do lado do sol, cujo mesocarpo ora é compacto e aderente ao
caroco, ora mole e facil de separar. A polpa, firme, doce-acidulada, ora branca, ora amarela
com manchas avermelhadas perto do carogo. Os frutos podem apresentar polpa branca ou
amarela e destinarem-se para consumo in natura, para industria de conserva ou para ambas as
finalidades (RASEIRA; NAKASU, 2002; BARBOSA et al., 1990).

Uma cultivar amplamente cultivada no Sul do Brasil ¢ a Chimarrita, devido a altas
produtividades alcancadas e baixa necessidade de frio hibernal (BIASI et al., 2004).
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Hoffmann et al. (2003) descrevem a planta de péssego como de médio vigor, de forma
aberta e muito produtiva, produzindo em média 50 kg por planta. Necessita de no minimo 200
horas de acumulo de frio para produzir bem, ou seja, vai de baixa a alta necessidade de frio
hibernal de acordo com a cultivar. Em fungéo da cultivar e da regido, a planta floresce de
junho a setembro, quando as ondas de frio sdo mais frequentes. As partes da flor mais
sensiveis as baixas temperaturas sao o pistilo e as anteras. Em geral, a flor, na fase de botao
rosa, pode resistir até -3,9°C; quando aberta, até -2,5°C; e o fruto recém-formado, até -1,6°C
(EMBRAPA, 2005). Por ser suscetivel as doencas foliares apos a colheita, a planta necessita
de adequado manejo fitossanitario para evitar a queda prematura de folhas antes do periodo de
dorméncia.

Para o plantio, utilizam-se mudas enxertadas sobre cavalos de plantas de péssego,
propagadas por sementes, de preferéncia da cultivar Okinawa, resistente aos nematoides de
galhas (Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood). Para mudas de raizes nuas, o plantio é feito
de julho a agosto e para plantio em recipientes, é feito em qualquer época do ano, de
preferéncia na estacdo das aguas (OJIMA et al., 1998).

Barbosa et al. (1990) comentam que a planta de péssego possui um extenso periodo
juvenil, esse periodo pode chegar a trés anos, dependendo do seu genétipo e das condi¢des
ambientais. Dependendo de suas caracteristicas de maturacdo, podem apresentar ciclos de
desenvolvimento dos frutos bastante diferenciados (TUKEY, 1933, 1955, LILLIEN-KIPNIS;
EREZ; LAVEE, 1971). Os ciclos podem ser designados como precoces, medianos e tardios,
com ciclos da florada a maturacdo estimados em 70-120, 121-160 e 161-200 dias,
respectivamente. Na persicultura em Sao Paulo, ha cultivares, desde bem precoces até bem
tardias de florada a maturacdo dos frutos variando na faixa de 80 a 200 dias (BARBOSA et
al., 1990).

O tempo de floracdo na cultura do péssego é influenciado por dois fatores: a
necessidade de acimulo de frio para superacdo da endodorméncia e o requerimento de calor
na ecodorméncia. Uma vez satisfeita a necessidade de frio e calor as plantas florescem
(CITADIN et al., 2001). A endodorméncia é uma divisdo da dorméncia de plantas de clima
temperado estimulada pelo encurtamento do fotoperiodo e a queda das temperaturas. As
gemas perdem clorofila e tornam-se castanho claro a escuro, devido ao acimulo de lignina e
outros compostos fendlicos nas paredes celulares caracterizando o inicio da endodorméncia.

Ao se acumular o minimo de horas de frio, exigida para cada cultivar, efetivamente iniciara a
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transicdo desta fase para a ecodorméncia (PINTO et al., 2012). Na ecodorméncia, portanto, as
gemas possuem completa capacidade de brotar, porém, permanecem em repouso até que a
temperatura torne-se mais elevada, na primavera, permitindo que estabeleca a fase vegetativa
da planta (LANG et al., 1987).

Scariotto (2011) cita trabalho de Szabd; Nyéki e Szalay (2000) que comentam que as
frutiferas de carogo, dentre elas o péssego, geralmente apresentam altas taxas de frutificacdo
efetiva, podendo variar de 13,5 a 83,2%, desde que a floracao coincida com dias ensolarados e
secos e temperaturas baixas. A partir da temperatura de 4,5°C ¢ estimulada a abertura das
gemas florais no péssego (RICHARDSON, 1975; NAVA, 2007).

2.2 A QUEIMA DOS RAMOS DO PESSEGO

A queima dos ramos ou cancro de Fusicoccum do péssego € causada pelo fungo
Phomopsis amygdali (Delacroix) Tuset & Portilla. O género Phomopsis inclui espécies
fitopatogénicas a um grande numero de hospedeiros lenhosos e herbaceos. Sdo encontrados
em sua maioria no estado anamorfico e suas espécies podem causar graves prejuizos ao
infectar plantas cultivadas, como em arvores frutiferas, provocando cancros, podriddes e
necroses, entre outras patologias. Estes fungos ainda podem viver como endoéfitos, sem causar
qualquer dano a planta hospedeira, podendo tornar-se patogénico quando o hospedeiro se
encontra senescente ou sob condicBes de stress. Determinadas espécies apresentam ainda
comportamento saprofitico (SANTOS, 2008).

2.2.1 Taxonomia

O nome e identificacdo do patégeno P. amygdali foram colocados em questdo em
estudos anteriores, com Fusicoccum e Phoma como géneros sugeridos. No entanto, um estudo
taxonémico relativamente recente redesignou o agente causal da queima dos ramos de
Fusicoccum amygdali para Phomopsis amygdali (TUSET; PORTILLA, 1989;
LALANCETTE; POLK, 2000). O género Phomopsis tem sido relatado como agente causal de
doencas de péssegos em muitos paises (THOMIDIS; MICHAILIDES, 2009), apresentando a

seguinte classificacao:
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Phomopsis amygdali (Del.) Tuset & Portilla (1989)
Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Classe: Sordariomycetes

Ordem: Diaporthales

Familia: Diaporthaceae

Género: Phomopsis

Espécie: Amygdali

2.2.2 Etiologia

Phomopsis amygdali forma picnidios nos tecidos infectados que sdo usualmente
solitarios, eustromaticos, globosos ou aplanados, algumas vezes elipsoidais, castanho-escuros
ou negros, com 180-550 um de didmetro e ostiolados. Os picnidios libertam os conidios
através de cirros, que sdo disseminados pela chuva. Os conidiéforos sdo hialinos, cilindricos,
espacadamente ramificados e com um a dois septos na base. Os conidios do tipo alfa sdo
unicelulares, hialinos, fusiformes com as extremidades ligeiramente pontiagudas, com 4,9-9,9
X 2,3-3,8 um (Figura 1A). Os beta conidios s&o mais raros, muitas vezes ndo observados
(UDDIN et al., 1997), unicelulares, filiformes, hialinos, com a extremidade ligeiramente
curva, com 14,5-23,1 x 1,1-1,9 um (ZEHR, 1995).

Figura 1 - Conidios de Phomopsis amygdali isolados dos ramos de pessegueiro, em microscopio 6ptico (10X)
(A) e sintomas de cancro em ramos de pessegueiro (B). Fonte: Lichtemberg (2013).
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Um ciclo de doenca por estacdo € tipico, mas no minimo um segundo ciclo secundario
pode ocorrer se as condicdes favorecerem a infeccdo (Figura 2). Os esporos produzidos em
picnidios nos tecidos infectados séo liberados pela chuva. Os conidios germinam em
superficies imidas em 5 a 36°C, com 6timo de 27 a 29°C (ROMERO; VARGAS, 1981,
MARTINS et al., 2002).

A temperatura 6tima para a formacédo de cirros é de 19 a 20°C na esporulacéo de P.
amygdali em ramos de péssego, enquanto a temperatura 6tima para a maxima producdo de
conidios por picnidio é de 22 a 23°C, no final de 72h com umidade relativa superior a 95%.
No intervalo de temperatura 6timo, a esporulagdo ocorre no periodo de 16 a 48h apo6s a
exposicdo a umidade de 95% (LALANCETTE et al., 2003). Uddin e Reynolds (1997) ao
estudarem a producdo e dispersdo de conidios, concluiram que estas sdo favorecidas por
elevadas precipitacdes e temperaturas moderadas.

Segundo Lalancette et al. (2003), umidade relativa superior a 90% atrasa a producéo
de goma e suberina e a formacdo de periderme nas cicatrizes recém formadas, sendo assim
um fator determinante para a epidemiologia da doenca, pois prolonga a suscetibilidade da
planta em relagdo aos patdgenos.

As infecgdes ocorrem no outono através dos ferimentos ocasionados pela queda das
folhas ou no inicio da primavera através de gemas, cicatrizes de gemas, espiculas, frutos, ou
flores ou ainda diretamente através de brotacGes novas. Infec¢bes de verdo podem ocorrer se
injurias mecénicas coincidirem com o tempo Umido. O desenvolvimento de lesbes e
velocidade de infeccdo é interrompido por temperaturas frias no inverno (LALANCETTE;
POLK, 2000; ZEHR, 1995). Contudo Uddin et al. (1997) confirmaram que a infec¢do pode

ocorrer sem existéncia de ferimentos através dos gomos dormentes.
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Infecgiio durante o owtono
durante eueda das folhas

Mio (2004).

A ocorréncia do cancro do pessegueiro se da nos meses de novembro e dezembro. E
facilmente notado pelo sintoma caracteristico de lesGes (cancros) alongadas de coloragédo
marrom a marrom-avermelhadas que sdo formadas em gema infectada ou ndé do ano
(GARRIDO; SONEGO, 2003) (Figura 1B). Os autores ainda descrevem que as primeiras
lesbes tornam-se visiveis inicialmente na primavera, e com o desenvolvimento, causam o
anelamento e a seca do ramo. O aumento no nimero de ramos secos pode continuar até o

verdo. O periodo de incubacdo é de aproximadamente um més (LALANCETTE et al., 2003).

2.2.3 Sintomatologia

Em pessegueiros e amendoeiras, P. amygdali provoca sintomas como: lesdes
ligeiramente deprimidas (cancros) nos ramos de um ano de idade (ZEHR, 1995), “shoot
blight”, podriddo e em casos graves, a perda dos galhos e consequente morte da arvore
(CARLIER et al., 2011). Lalancette e Polk (2000) afirmam que a infecgdo causada pelo fungo
¢ caracterizada por necrose marrom, comumente apresentando goma ou resina, envolvendo
galhos e brotos jovens, as vezes com estrangulamentos na base e manchas foliares redondas

com necrose marginal. A regido necrosada tem uma forma eliptica (SIMOES, 2008).
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O fungo secreta uma toxina que estimula as células guardas dos estdbmatos a
permanecerem abertas, acelerando a seca dos ramos acima do local infectado. Esta toxina é a
fusicoccina que provoca alteracdo no gradiente eletroquimico das células, pois ela converte a
energia dos radicais fosfatados em gradiente eletroquimico de prétons ao nivel da membrana.
A bomba de prétons induz a absorcio de K* provocando a alcalinizagdo do meio, o
alongamento celular e a perda de resisténcia da parede, provocando o aumento celular, efluxo
de prétons, acréscimo do fluxo de potassio para o interior da célula, levando a abertura
estomatica permanente por desequilibrio osmético (STROBEL, 1982).

A fusicoccina é altamente ativa, toxicoldgica e fitopatologica. Solugbes com
concentracdes de 0,1 a 0,2 ppm de fusicoccina causaram necrose e murcha em testes
realizados em laboratério (GRANITI, 1964; VERDU 1986).

No local da infecgdo comumente aparece uma goma, mas nao pode ser um fator para
diagndstico da doenca, visto que outras doencas também podem formar esse exsudado, como
as causadas por Monilinia spp. (MARTINS; OLIVEIRA, 2004).

O desenvolvimento da queima dos ramos é favorecido principalmente por niveis
elevados de azoto no solo e pelo clima Umido, uma vez que esta doenca é disseminada apenas
pela chuva. A disseminacdo desta doenga € muito lenta, mas uma vez contaminada, se faz
necessaria a erradicacdo do pomar, o que é um processo dificil e oneroso (ROMERO;
VARGAS, 1981; MARTINS et al., 2002).

2.2.4 Danos

Plantas de péssego e améndoas sdao mais suscetiveis a P. amygdali, resultando em
grandes danos a producio (LALANCETTE, 2000; MARTINS et al., 2002). E um patogeno de
importancia econdmica em améndoas e péssego e tem sido relatado em varios paises como
Estados Unidos (ADASKAVEG et al., 1999; UDDIN et al., 1997), China (DAI et al., 2012),
Portugal (DIOGO et al., 2010) e Grécia (MICHAILIDES, 2006).

Espécies de Phomopsis sdo consideradas patdgenos secundarios ou oportunistas, pois
afetam plantas que estdo morrendo e/ou infectadas por outros patdgenos. Porém existem
varios relatos desse patogeno afetando gravemente uma grande variedade de plantas como
cana-de-agucar, soja, girassol, alamo, algumas coniferas, entre outras (BIENAPFL; BALCI,
2013).
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Foi relatado surto de queima dos ramos na cultivar de péssegos Gold Jubilee entre
1949 e 1950 em Maryland (EUA), onde as arvores foram arrancadas dos pomares. Milhares
de plantas de péssego também foram erradicados de pomares de New Jersey entre as décadas
de 1940 e 1950. N&o se quantificaram os danos, mas as observacdes de campo estdo
estimadas em 21-28,5% (LALANCETTE; POLK, 2000).

Thomidis et al. (2009) relatam que o fungo P. amygdali causou danos de até 5% na
producdo de péssegos na Grécia, sendo responsavel por perdas econémicas.

Phomopsis amygdali é considerado um das mais agressivas espécies de Phomopsis
devido a sua capacidade de causar altos niveis de doenca (UDAYANGA et al.,, 2011;
BIENAPFL; BALCI, 2013).

2.3 MEDIDAS DE CONTROLE

2.3.1 Controle quimico

O controle quimico é o método mais eficaz para controlar doencas em &rvores
frutiferas. Conhecer as condicGes ambientais como temperaturas ideais para o
desenvolvimento do patdgeno é essencial para determinar o melhor método e tempo para
aplicar fungicidas contra P. amygdali no campo (THOMIDIS; MICHAILIDES, 2009).

O controle de P. amygdali apresenta dificuldades se o emprego de fungicidas néo for
executado no tempo e com frequéncia adequados (VERDU, 1986).

Estudando a acdo de fungicidas durante abscisdo no outono em plantas de péssego,
Lalancette e Robison (2002) relataram que quatro a cinco aplicacGes dos fungicidas captan,
clorotalonil, azoxistrobin e miclobutanil reduziram a incidéncia de cancro causada por P.
amygdali em 69%, 71%, 41% e 44%, respectivamente. Estudos anteriores realizados na
Grécia demonstraram resisténcia aos benzimidazois em isolados de campo de Phomopsis spp
(THOMIDIS; MICHAILIDES, 2009b).

Garrido e S6nego (2003) afirmam que a aplicacdo de alguns fungicidas antes da
infeccdo é eficiente. O manejo adequado na poda e destruicdo dos ramos tambem é
fundamental, pois elimina os restos culturais e consequentemente a fonte de indculo para o

ano subsequente no pomar. E recomendada a aplicacio de fungicidas a base de tebuconazole,
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captan ou mancozeb, para protecdo dos ferimentos apds a poda. O controle quimico ap6s o
aparecimento dos sintomas néo ¢é eficiente.

Thomidis et al. (2009) concluiram que os fungicidas iprodione, carbendazim,
tiofanato-metil e tebuconazol inibiram o crescimento de P. amygdali in vitro. Os fungicidas
cupricos e a base de enxofre também se mostraram eficientes no controle do patdgeno in vivo
(VERDU, 1986).

Apesar do uso de agrotdxicos em curto prazo provocarem um efeito positivo para o
produtor, o uso em longo prazo resulta numa desvantagem para 0 meio ambiente e a
sociedade, além do surgimento de organismos resistentes as substancias quimicas utilizadas
(STANGARLIN et al., 1999).

2.3.2 Controle alternativo

O uso irracional de agrotoxicos tem provocado o acimulo de compostos nocivos no
meio ambiente, levando ao surgimento de populacdes de fitopatdgenos resistentes as
substancias quimicas além do desequilibrio ambiental, pela falta de seletividade dos produtos
utilizados. Os produtores organicos possuem poucas alternativas no que diz respeito ao
controle fitossanitario, uma vez que a grande maioria dos produtos disponiveis no mercado
ndo pode ser utilizada na agricultura organica. Aliado a esses fatos, atualmente com os efeitos
negativos para 0 homem e o meio ambiente e o crescimento da exigéncia dos consumidores
por alimentos livres de pesticidas, varias pesquisas estdo sendo realizadas voltadas para a
busca de produtos fitossanitarios naturais como formas alternativas de controle de doencas de
plantas (SOUZA JUNIOR et al., 2009).

Desde o comeco dos tempos os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade
como importantes ferramentas nos procedimentos das terapias naturais (MACHADO, 2011).
O controle alternativo de doencas pode ser realizado por meio do controle bioldgico, da
inducgdo de resisténcia em plantas e do uso de produtos alternativos ao controle quimico, como
oOleos essenciais e extratos vegetais (STANGARLIN et al., 1999).

O controle bioldgico e a inducéo de resisténcia fazem parte do conceito de agricultura
alternativa ou sustentavel, excluindo-se assim o controle quimico e o0 melhoramento genético
(BETTIOL, 1991).
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Novas medidas de protecdo contra doencas de plantas estdo sendo buscadas com o
objetivo de produzir alimentos de melhor qualidade e minimizar os efeitos negativos do uso
de agrotoxicos (ZANANDREA et al., 2004).

2.3.2.1 Oleos essenciais vegetais

Os 6leos essenciais sdo0 compostos naturais, volateis e complexos, caracterizados por
um forte odor. Séo sintetizados por plantas aromaticas durante o metabolismo secundario e
normalmente extraidos de plantas encontradas em paises tropicais, como 0s paises do
mediterraneo e dos tropicos (MACHADO, 2011). Possuem diferentes propriedades biologicas
como acdo larvicida (RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al.,
2010), acdo analgesica e anti-inflamatdria (MENDES et al., 2010) e fungicida (CARMO et
al., 2008). Devido a diversidade de propriedades apresentadas pelos 6leos essenciais, ha um
crescente numero de estudos, visando confirmar a atividade antimicrobiana dos constituintes
dos 6leos (MELO et al., 2006). Cerca de 60% dos 0leos essenciais ja testados possuem
propriedades antifngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (CARREIRA, 2007).

Nos vegetais, os 6leos exercem funcBes na defesa contra o ataque de fitopatdgenos,
animais herbivoros e também pode agir na atracdo de organismos benéficos (PERES, 2004)

O entendimento da complexidade e a enorme diversidade que existe neste grupo de
produtos naturais sé foram possiveis com o descobrimento e a elucidacdo das centenas de
componentes dos 6leos essenciais nas Ultimas décadas, o qual consiste normalmente de
monoterpenos (Cyo) e sesquiterpenos (Cis), fenilpropenos e outros componentes volateis
(MACHADO, 2011). O efeito da atividade bioldgica exercida pelo 6leo essencial pode ser
atribuido a um constituinte em menor propor¢do ou de um sinergismo entre 0s compostos
existentes naquele 6leo, ou seja, pela analise dos constituintes quimicos ndo é possivel afirmar
gue o componente presente em maior quantidade é o que realiza a atividade bioldgica em
estudo (MUKHERJEE et al. 2007; VAN ZYL et al. 2006).

Rozwalka (2003) demonstrou que ocorreu inibicdo total ou parcial do crescimento
micelial de Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides, observada in vitro, por
Oleos essenciais obtidos a partir de plantas medicinais como o cravo, que inibiu totalmente o
crescimento micelial de G. cingulata. O 6leo essencial de capim-liméo inibiu em 100% até o

quinto dia, apresentou reducdo no potencial de inibi¢do para 62,77% no oitavo dia. O mesmo
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fato ocorreu com os oleos essenciais de alfavaca com reducdo de 52,02% aos 3 dias para
24,7% aos 8 dias e funcho de 84,8% para 20,88%. A autora concluiu que estes resultados
indicam a existéncia de compostos com ac¢do fungitoxica que possibilitaram o emprego destes
no controle alternativo destes patdgenos.

Os 6leos essenciais vegetais sdo considerados fontes para o desenvolvimento de novos
produtos naturais. Entretanto, sabe-se que grande parte da flora brasileira ainda ndo foi
estudada, sendo a descoberta de novos compostos quimicos, a partir de plantas, capazes de
controlar o desenvolvimento de fitopatdgenos de grande importancia (STANGARLIN et al.,
1999).

2.3.2.2 Calea spp.

As plantas do género Calea sdo angiospermas pertencentes a familia Asteraceae que
abrange cerca de 1.535 géneros e aproximadamente 25.000 espécies, representando cerca de
10% da flora mundial (BREMER, 1996). A familia ainda é dividida em trés subfamilias:
Barnadesioideae, Cichorioideae e Asteroideae, com distribuicdes bem representadas em
regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO et al., 1991; JOLY, 1991).

As caracteristicas morfoldgicas relevantes do género Calea sdo: habito arbustivo;
folhas simples, geralmente opostas, menos comumente alternadas ou opostas, corolas glabras
ou glandulares, amarelas, menos frequentemente brancas ou avermelhadas, anteras amarelas,
aquénios geralmente pretos, ndo estriados, prismaticos a um pouco achatados (Figura 3)
(PRUSKI, 1982).

A planta ocorre em diversos paises das Américas, inclusive no Brasil. Varias espécies
desse género sdo estudadas devido as propriedades dos seus compostos ativos:
antiinflamatérios,  vasodilatadores  anti-hipertensivos, antileishmania, antioxidantes,
acaricidas, antifangicos, antimicrobianos, citotoxicos, entre outros (GOMEZ et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2004).

Os 0leos essenciais das varias espécies de Calea estudadas apresentam terpendides
com atividades bioldgicas moderadas e compostos fendlicos, 0s quais sdo 0s principais
responsaveis pelas atividades bioldgicas reportadas para as substancias volateis (NAME,
2013).
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O oleo essencial extraido das folhas de Calea clematidea apresentou atividade
antifangica moderada no controle de alguns fungos dermatéfitos dos géneros Trichophyton,
Epidermophyton e Microsporum (FLACH et al., 2002).

Siebertz (1990) relataram que comumente s&o encontrados 0s compostos denominados
cromenos em plantas da familia Asteraceae, principalmente aquelas pertencentes as familias
Astereae, Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae e Senecioneae. Os cromenos sdo metabolitos
secundarios caracterizados pela presenca de um nucleo benzopiranico composto de um anel
benzeno fundido a um anel pirano (SOUZA JUNIOR, 2014). A andlise dos extratos de parte
aérea (folhas) de Calea hispida Baker identificou o cromeno 6-acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetilcromeno (NAME, 2013).

s
Il “*‘]

I
WV

& A
\ A /

o _
=

CALEA hispida.

Figura 3 - Aspecto da parte aérea de Calea hispida Baker, principal parte usada para extracdo dos compostos
ativos. Fonte: MARTIUS et al. (1895).

Ribeiro et al. (2011) tambem identificaram a composi¢do quimica de Calea serrata
Less e encontraram o cromeno precoceno Il como principal constituinte.
O precoceno, encontrado na planta C. hispida, também esta presente em outras plantas

como 0 mentrasto (Ageratum conyzoides L.). A constituicdo quimica do 6leo é formada por
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38 compostos com uma elevada concentracdo, perfazendo um total de 34,4% (MARTINS et
al., 2005). Ao ser estudado, o 0leo essencial de mentrasto revelou atividade fungitoxica sobre
os fitopatdgenos Rizoctonia solani e Bipolares sorokoniana nas concentrac@es de 0,09 e 0,10
mg mL™, respectivamente (VIEIRA et al., 2012). Esta substancia também apresenta atividade
inseticida (PROKSCH; RODRIGUEZ, 1983).

Similar a estes estudos, os extratos de folhas e flores de Calea platylepis mostraram
atividade antimicrobiana contra Trypanosoma cruzi e Candida spp. (NASCIMENTO et al.,
2004).

2.3.2.3 Ascophyllum nodosum

A utilizacdo do extrato de algas é crescente na agricultura por ser uma fonte
ecologicamente correta de inducdo de resisténcia, fertilizante, bioestimulante e, ainda, como
protetor de plantas contra doencas como a antracnose, melhorando o desempenho dos cultivos
(PUNJA, 2011; KUMAR; SAHOOQ, 2011). A alga marinha Ascophyllum nodosum (L.) Le
Jolis destaca-se dentre espécies comumente empregadas para tais finalidades (UGARTE;
SHARP; MOORE, 2006). A alga € popularmente conhecida como alga marrom por possuir
tal coloracdo e € encontrada nas costas rochosas do oceano Atlantico no Canada, mares articos
e no Norte da Europa (COLAPIETRA; ALEXANDER 2006; RAYORATH et al., 2009),
onde a temperatura da agua nao excede 27°C (KESER et al., 2005).

De acordo com o rétulo do produto comercial Acadian® Marine Plant Extract o
extrato da alga A. nodosum possui aparéncia de liquido viscoso de cor marrom-escuro, odor
marinho, 100% de solubilidade em agua, pH levemente alcalino, alto teor de matéria organica
e outros compostos como nutrientes e aminoacidos.

O extrato da alga A. nodosum tem como mecanismo de ac¢éo o estimulo da atividade
de sintese da fitoalexina, capsidiol e peroxidases em plantas, aumentando assim, a resisténcia
das plantas as doencas (ABREU et al., 2008). Mdgor (2008) cita que o extrato da alga A.
nodosum € rica em citocininas, classe de hormonios vegetais que promovem a divisao celular,
assim é possivel retardar a senescéncia de tecidos vegetais pela acdo da alga. Pelos beneficios
proporcionados, os estudos agrondmicos com algas marinhas vém sendo ampliados com a
finalidade de esclarecer seus mecanismos de agdo na inducdo de resisténcia de plantas
(BIOCAMPO, 2014).
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Plantas de pepino tratadas com extrato de A. nodosum apresentaram menor incidéncia
das doengas causadas por Didymella applanata (Niessl) Sacc., Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli e Botrytis cinerea Pers., e exibiram acréscimo da atividade enzimatica relacionada &
defesa vegetal JAYARAMAN; NORRIE; PUNJA, 2011).

Allégre et al. (2009) atribuiu & alga marrom a habilidade de promover o fechamento
dos estdmatos apds a sinalizagdo da infeccdo por mildios. Isto se da por meio dos
oligossacarideos, presentes nos extratos de algas marrons. O efeito esté correlacionado com o
tamanho das moléculas dos oligossacarideos e que o tratamento alternativo ndo é eficiente
exclusivamente por manter os estdbmatos fechados por mais tempo e impedir a entrada de
Plasmopara viticola no tecido da videira, sendo necessario a sinergia de efeitos benéficos do
extrato de alga, como sintese de fitoalexinas, para se obter a eficiéncia no controle.

Em Arabidopsis thaliana, diferentes tipos de extratos desta alga em &gua,
cloroférmico e acetato-etilico, induziram a resisténcia sistémica dependente do acido
jasmonico, composto envolvido na resisténcia basal das plantas contra Pseudomonas syringae
e Sclerotinia sclerotiorum (SUBRAMANIAN et al., 2011).

2.4 PRODUCAO INTEGRADA DE FRUTAS

A producdo mundial de frutas tem obtido um crescimento notavel. A producdo teve
um incremento anual de cerca de 3% nas duas Ultimas décadas. Em 2011, quase 640 milhdes
de toneladas de frutas foram colhidas em todo o mundo. O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial, com 38,8 milhGes de toneladas produzidas (6,4% da producdo mundial) (FAO,
2013).

O consumidor brasileiro busca cada vez mais produtos que tem origem certificada, ou
seja, alimentos seguros e preocupa-se também que a qualidade dos produtos exportados nédo é
a mesma dos comercializados nacionalmente (PORTOCARRERO, 2009; GOMES et al.,
2003). A exigéncia de mercados estrangeiros consumidores de frutas se mostra cada vez
maior, principalmente o Europeu. Com isso, foi necessaria a implementagéo da certificagdo de
qualidade em frutas para exportacdo por meio do SAPI (Sistema Agropecuario de Producao
Integrada), lancando o PIF (Producéo Integrada de Frutas) em 2001, que garantiu uma

certificacdo oficial e cumpriu os requisitos preestabelecidos (FACHINELLO et al., 2009).
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Titi et al. (1995) definem a producdo integrada como “Um sistema de exploragdo
agraria que produz alimentos e outros produtos de alta qualidade mediante o uso de recursos
naturais e de mecanismos reguladores para minimizar o uso de insumos e contaminantes pela
integracdo de praticas de manejo das plantas frutiferas, assegurando uma producéo agricola
mais sustentavel”.

A producdo integrada de péssegos (PIP) iniciou-se no Rio Grande do Sul, maior
produtor nacional e em 2002 foi implantada no Parana (FACHINELLO, et al., 2009).

A producgdo integrada quando comparada a producdo convencional, demonstra
superioridade. Fachinello et al. (2004) comprovaram que a producdo integrada da cultivar de
péssego Diamante foi 66% maior quando comparado a convencional, na regido de Pelotas

(RS), ndo apresentando danos na quantidade e qualidade de frutas.



3 OBJETIVOS

Nesse contexto, objetivou-se:

- Verificar os efeitos de temperaturas e fotoperiodos, sobre o desenvolvimento micelial de
Phomopsis amygdali;

- Verificar os efeitos de produtos naturais e sintéticos sobre o desenvolvimento micelial de

Phomopsis amygdali.



4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro foram conduzidos no laboratorio de Fitopatologia, do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade da Universidade Estadual de Ponta Grossa, nos
anos de 2012 e 2013.

Primeiramente foram conduzidos os experimentos de temperaturas e fotoperiodos.
Apbs se determinar as condicOes ideais, foram realizados os experimentos com fungicidas,
6leos essenciais e diferentes produtos extraidos de Calea hispida sob as condi¢Ges de
temperatura e fotoperiodo encontradas.

O isolado de Phomopsis amygdali adotado como padréo foi o isolado B2, cedido pelo
Laboratorio de Epidemiologia para Manejo Integrado de Doencas de Plantas (LEMID) da
UFPR - Universidade Federal do Parana e foi multiplicado em BDA (batata-dextrose-agar) e
conservado em camara BOD a 22°C para utilizacdo nos testes. Foram utilizadas cinco
repeticdes para cada tratamento, sendo cada placa de Petri com as colénias do patogeno
considerada uma repeticdo. Os trabalhos de incubacdo foram conduzidos em céamara
incubadora tipo BOD.

Em todos os experimentos, discos de 7 mm de didmetro contendo micélio do isolado
do patégeno, com 15 dias de idade e mantido em temperatura controlada; foram repicados em
condicdes assépticas para placas de Petri (90 mm) com o meio de cultura BDA contendo os
tratamentos. Para determinar o efeito dos tratamentos nos diferentes experimentos foi
avaliado o crescimento micelial das coldnias mensuradas diariamente a partir de medidas

diametralmente opostas, com auxilio de régua.

4.1 DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA

Para determinar o efeito da temperatura no crescimento micelial de P. amygdali,
placas de Petri contendo discos do patégeno no meio de cultura BDA foram submetidas as
seguintes temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C. As placas com as colonias foram
incubadas em camara incubadora tipo BOD, no escuro continuo e o diametro da colonia foi
avaliado a cada 24 horas até 50% das coldnias fangicas atingirem os bordos das placas de

Petri, nas diferentes temperaturas.



31

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo
realizada a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2 EFEITO DO FOTOPERIODO SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL

Para a avaliacdo do fotoperiodo foram testadas diferentes combinacfes de exposicao a
luz e ao escuro, totalizando 24 horas. Utilizou-se iluminacdo artificial, fornecida por quatro
lampadas fluorescentes (Philips TL-D 15W/75-650), distantes 10 cm das placas de Petri
contendo as colbnias.

No experimento, quatro combinac¢des de luz/escuro foram avaliadas: luz continua; 10h
de luz/14h de escuro; 12h de luz/12h de escuro e escuro continuo. Os discos de micélio de P.
amygdali foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA e 0s mesmos
submetidos a temperatura ideal de crescimento encontrada anteriormente. O diametro da
col6nia foi avaliado a cada 24 horas até a 50% das colénias fungicas atingirem os bordos das
placas de Petri, nos diferentes fotoperiodos. A testemunha (dose 0%) para todos os testes
posteriores foi determinada pelas condi¢Ges que favoreceram o crescimento sob temperatura e
fotoperiodo determinados nos testes descritos nos itens 4.1 e 4.2.

Para os testes de determinacdo de fotoperiodos, o delineamento experimental adotado
foi o inteiramente casualizado, sendo realizada a andlise de varidncia e as médias dos

tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 SENSIBILIDADE AOS OLEOS ESSENCIAIS VEGETAIS

Foram testados 9 6leos essenciais vegetais comerciais da marca Quinari®: eucalipto
(Eucalyptus spp.), cravo (Syzigium aromaticum), orégano (Origanum vulgare), menta
(Mentha spp.), gengibre (Zingiber officinale), capim-limao (Cymbopogon citratus), citronela
(Cymbopogon winterianus), alecrim (Rosmarinus officinalis) e camomila (Chamomila
recutita) nas concentracdes 1, 5, 10 e 20% e a testemunha somente com o meio de cultura
BDA, para avaliar a sensibilidade in vitro de P. amygdali.

Foi preparada solucdo estoque com a mistura dleo essencial + tween 20 + &gua

destilada esterilizada na concentracdo de 20% para cada um dos 6leos essenciais. Estes foram
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diluidos em série até a obtencdo das concentracbes a serem testadas com auxilio de
micropipeta graduada. Foi distribuida uma aliquota de 20 pl por placa contendo o meio BDA,
distribuidos em quatro pontos equidistantes de 5 ul cada e em seguida transferidos os discos
de micélio da colbnia de P. amygdali, para o centro das placas. As placas foram incubadas até
mais de 50% da testemunha encontrar os bordos da placa e foi avaliado o crescimento
micelial (mm), a porcentagem de inibicdo de colénia (PIC) e o Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, arranjado no
esquema fatorial 9 (6leos essenciais) x 5 (concentracdes: 0, 1, 5, 10 e 20%), com cinco

repeticdes, sendo cada placa considerada uma repeticao.

4.4 SENSIBILIDADE A SUBSTANCIAS DE CALEA HISPIDA

Foram testadas as substancias isoladas de Calea hispida, quercitrina (CHAM - acetato
metanolico), 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno (CHCR - cristais), extrato aquoso de
Calea hispida (CHEA) e 6leo essencial de Calea hispida (CHOE), obtidos por diferentes
modos de extracdo da planta conforme descrito por Name (2013). Os produtos foram
extraidos e cedidos pelo departamento de quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Foi preparada uma solucdo estoque para cada produto utilizando-se solventes na sua
diluicdo. Para o extrato aquoso (CHEA), foi utilizada 4gua como solvente e para o restante
das substéncias (CHAM, CHCR e CHOE) foi utilizado éter etilico para a diluicdo. As
concentragdes utilizadas foram: 1, 3, 5, 7 e 10%, mais uma testemunha com agua destilada
esterilizada e outra com éter etilico.

Foram distribuidas aliquotas de 20 pl por placa, distribuidos em quatro pontos
equidistantes de 5 ul cada. Os discos de micélio do patdégeno foram depositados em seguida
no centro das placas contendo o meio BDA com as substancias e a testemunha somente com o
meio BDA. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, arranjado
no esquema fatorial 4 (substancias - CHEA, CHAM, CHCR e CHOE) x 6 (concentracdes — 0,
1, 3, 5, 7 e 10%), com cinco repeticles, sendo cada placa considerada uma repeticdo. Foi
avaliado o crescimento micelial das coldnias mensuradas a partir de medidas diametralmente
opostas, com auxilio de régua diariamente até a mais de 50% da testemunha atingir os bordos

da placa.



33

4.5 SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS E OUTROS PRODUTOS

Neste experimento foi avaliado o crescimento micelial de P. amygdali submetido a
fungicidas, indutor de resisténcia (Acadian®) e o produto Dipel®, comumente utilizado como
bioinseticida, adicionados ao meio de cultura BDA, com cinco repeti¢cbes (Tabela 1). A
testemunha foi composta apenas com meio BDA.

Para todos os produtos testados, as doses foram: 0, 1, 10, 100, 500 e 1000 ppm de
ingrediente ativo em meio de cultura BDA. Foi preparada solucdo estoque em &agua
esterilizada para cada um dos produtos e em seguida estes foram diluidos em série para
obtencdo das concentracdes e adicionados ao meio de cultura, apds a autoclavagem, antes da
solidificacdo pela acdo do agar, com auxilio de uma micropipeta graduada. Os discos de
micélio do patdgeno foram colocados em condigdes assépticas nas placas de Petri contendo o
meio de cultura adicionado dos tratamentos. As placas foram incubadas nas condicGes de
temperatura e fotoperiodo determinadas nos itens 4.1 e 4.2 e mensurados os diametros das
colbnias com auxilio de régua. Também se observou a coloracdo do verso e reverso das
coldnias e o0 aspecto do micélio aéreo.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, arranjado no

esquema fatorial 8 (ingredientes ativos) x 6 (concentracdes), com cinco repeticdes.

Tabela 1 — Ingredientes ativos, nomes comerciais, concentragdo de ingrediente ativo, grupos quimicos,
mecanismos de acdo dos produtos empregados no controle in vitro de Phomopsis amygdali. Ponta
Grossa/PR, 2013.

Ingrediente ativo Nome comercial Conc. i.a. Grupo quimico Mecanismo de agdo
Captan Captan SC 480g L™ Dicarboximida Inativacdo de enzimas
ciproconazol Alto 100 100gL* Triazol ) )
) N ) Bloqueio na biossintese de
tebuconazol Folicur 200 EC 200g L Triazol
o ) L ) Ergosterol
triadimenol Bayfidan EC 250¢g L Triazol
mancozeb Dithane NT 800 g Kg* Ditiocarbamatos Inativacdo de enzimas
] o ] L Inseticida Solubilizagdo de proteinas
Bacillus thuringiensis Dipel WP 32 gKg o
bioldgico Cry
) ) Indutor de Sintese da fitoalexinas
Ascophyllum nodosum Acadian ND o )
resisténcia e peroxidases
Hipoclorito de sodio Q’boa 1-2% Cloro Dissolugdo de tecidos

IConcentracio do ingrediente ativo em gramas por litro ou quilograma; ° N&o Determinado, foi considerado
como produto puro, apenas extrato de algas.
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4.6 ANALISE DE DADOS

Com os valores de crescimento micelial obtidos nos testes com fungicidas e outros
produtos, 6leos essenciais e Calea hispida, a avaliacdo do efeito fungitoxico in vitro foi
determinado através da porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC) comparando-
se o0 diametro das colénias (mm) dos tratamentos com a testemunha apds 7 dias de incubacao
(EDGINGTON et al., 1971), pela equacdo descrita abaixo:

(crescimento da testemunha — crescimento do tratamento)
PIC = _ x 100
crescimento da testemunha

As medicdes diarias foram utilizadas no célculo do indice de velocidade de crescimento
micelial, conforme a formula descrita por Oliveira (1991), onde IVCM = indice de velocidade
de crescimento micelial, D= didmetro médio atual da colénia, Da = didmetro médio da

col6nia do dia anterior, N = nimero de dias ap0s a inoculacgéo.

>.(D — Da)

IVCM =
N

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para as porcentagens de inibicdo de
coldnia (PIC) o efeito das doses de cada tratamento foi comparado por anélise de regressdo,
utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT 7.7 versdo beta (2008).

Para analise, os dados de porcentagem foram transformados em arc sen ,/ (x + 1)/100.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA

Os resultados do crescimento micelial da linhagem de Phomopsis amygdali analisada,
apos 7 dias de incubacdo, em funcdo de diferentes condicbes de temperatura, estdo
demonstrados na Figura 4.

Sete dias ap0s a repicagem, a colonia de P. amygdali em mais 50% das repeticOes
atingiu os bordos da placa de Petri de 90 mm.

As colbnias que obtiveram os maiores valores para crescimento micelial, foram
observadas na temperatura de 20, 25 e 30°C, diferindo estatisticamente dos demais. As
temperaturas de 20, 25 e 30°C favoreceram o crescimento micelial do isolado de P. amygdali,
obtendo-se assim, a faixa de temperatura 6tima (Tabela 2, Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Crescimento micelial (mm) de in vitro de Phomopsis amygdali em diferentes temperaturas. Ponta
Grossa/PR, 2014.

A faixa 6tima de temperatura para o crescimento micelial de P. amygdali foi de 20 a
30°C. Pode-se notar que nas duas temperaturas mais baixas e no outro extremo avaliado, 0
patogeno teve seu desenvolvimento comprometido, obtendo crescimento nulo a 5 e 10°C e

muito pequeno a 35°C (Figura 5).
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Figura 5 - Aspecto de coldnias de Phomopsis amygdali submetidas as temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C
ao final de sete dias de incubacdo. Ponta Grossa/PR, 2014.

O crescimento micelial de P. amygdali ndo ocorreu de forma similar quando
submetidos aos sete regimes de temperatura avaliados, em vista disso, segundo os resultados
da andlise de variancia (Tabela 2), houve diferenca significativa para os meios de cultura e
entre os sete regimes de temperatura avaliados.

A temperatura de 20°C obteve maior média de crescimento radial do micélio do fungo
estudado e decresceu em 100%, 100%, 51% e 67% quando o fungo foi incubado nas
temperaturas de 5°C, 10°C, 15°C e 35°C, respectivamente. Contudo, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre o tamanho da coldnia em milimetros nas temperaturas de 15 e
35°C (Tabela 2).

A auséncia de calor para o crescimento micelial do patdgeno ja foi relatado para
diversos fungos fitopatogénicos como Diaporthe citri e Phomopsis viticola (NOZAKI, et al.,
2004). Nestes casos, a temperatura age como termo-inibidor do crescimento micelial.

A temperatura € um dos mais importantes fatores que influenciam o crescimento
micelial dos fungos. A faixa de temperatura de 20 - 30°C é caracteristica das estacdes mais
quentes do ano nas regides de producdo de péssego como o Rio Grande do Sul e Parana. O
6timo térmico obtido na cultura das amostras é compativel com as temperaturas ambiente em

gque comumente esses organismos sao encontrados.
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Tabela 2 - Crescimento micelial (mm) de Phomopsis amygdali (isolado B2), em diferentes temperaturas aos 7 dias
apos a repicagem. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamentos Diametro (mm)?!
20°C 81l5a
30°C 74,0a
25°C 59,4 ab
15°C 39,7 bc
35°C 272 ¢
10°C 00 d
5°C 00 d

'Dados originais. Médias seguidas de mesma letra néo diferiram entre si, pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As infecgdes de verdo podem aparecer se ferimentos coincidirem com alta umidade. O
desenvolvimento da infecgéo e a difuséo das lesdes séo interrompidos pelas temperaturas frias
invernais, porém sao retomadas com as temperaturas quentes da primavera. Existe um ciclo
tipico por estacdo, mas pode também estar presente, ao menos um ciclo secundéario se as
condicdes climaticas forem favoraveis a infecgio (GARRIDO; SONEGO, 2005).

Os resultados encontrados no presente trabalho concordam com Cordobes (2004),
onde o autor cita que os conidios germinam numa faixa de temperatura de 27 a 29°C e séo
liberados lentamente aos 5°C pela chuva e disseminados pelo ar. O autor ainda afirma que os
picnidios sdo formados nos tecidos infectados e os conidios liberam os cirros durante 0s
periodos de alta umidade.

Lalancette et al. (2003) ao testarem a producdo de cirros e conidios sob umidade
elevada (<95%) e diferentes temperaturas, observaram que a produgdo maxima de cirros e a
faixa de producdo de conidios de P. amygdali ocorreu entre as temperaturas de 19-20 e 22-
23°C, respectivamente. A maioria da esporulacdo ocorreu entre 16 e 48 horas desde o inicio
de periodo de alta umidade. A producdo de conidios foi consideravelmente superior a
temperatura mais elevada, ap6s 96 h de incubagdo, o nimero de conidios por picnidios foi
aproximadamente cinco vezes maior em 31°C do que a 10°C. No presente, trabalho a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial na temperatura de 30°C foi similar a
temperatura de 25°C que estd dentro da faixa de temperatura Otima para 0 crescimento

micelial.
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5.2 EFEITO DO FOTOPERIODO SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL

As médias dos diametros mensurados foram de 87,4 mm, 86,3 mm, 85,0 mm e 86,7
mm para luz continua, 10/14h, 12/12h e escuro continuo, respectivamente (Figura 6).

A porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial da colonia (PIC) variou de 2,89%
no tratamento com escuro continuo a 5,56% no regime intercalar de 12/12h alternando entre
luz e escuro (Tabela 3). Os resultados observados mostram que os fotoperiodos testados néo
afetaram o crescimento in vitro de P. amygdali, sendo este um fator ndo limitante para a

colonizagdo do pat6geno.
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Figura 6 - Influéncia de diferentes fotoperiodos no crescimento micelial in vitro de Phomopsis amygdali na
temperatura de 20°C. Ponta Grossa/PR, 2014.

O aspecto das colonias de P. amygdali sofreu alteracéo de cor quando submetidos aos
quatro regimes de luminosidade avaliados, sendo que os tratamentos com 10/14 horas e
escuro continuo apresentaram um escurecimento na regido central da colénia aos 7 dias,
enquanto que os tratamentos com luz continua e 12/12 horas tiveram 0 escurecimento mais
lento se originando do centro para os bordos da placa (Figura 7).

Até mesmo entre isolados da mesma espécie podem ocorrer diferengas na necessidade
de luz para o crescimento e esporulacdo de fungos, sendo, portanto, muito varidvel
(MASANGKAY, 2000 citado por CARNAUBA et al., 2007).

Lalancette (2001) ao estudar o tamanho dos cancros e capacidade de esporulacdo

sazonal de P. amygdali em péssego verificou que em 1997, a capacidade de produzir cirros
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aumentou significativamente do inverno, onde os dias sdo mais curtos, até o verdo, que possui
os dias longos. Em contraste, a esporulacdo no ano seguinte, aumentou lentamente ao longo
do ano apresentando esporulacdo maxima no outono, indicando que P. amygdali atua como

um estrategista, mantendo picnidios abundantes e alta capacidade de esporulacdo em grande
parte do ano.

‘l;‘ '.."‘Y ‘..”4" . J
——27112 horas | Escuro contintio

Figura 7 - Aspecto da col6nia de Phomopsis amygdali sob os regimes de luminosidade: luz continua, 10/14h,
12/12h e escuro continuo. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tabela 3 - Porcentagem média de inibicdo de col6nia (PIC) (%) de Phomopsis amygdali em diferentes
fotoperiodos. Ponta Grossa/PR, 2014

Fotoperiodo PIC (%)
Luz continua 2,89 ns'
10/14h 4,11 ns
12/12h 5,56 ns
Escuro continuo 3,67 ns

'ns = Néo significativo pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Estes resultados concordam com o encontrado no presente estudo, pois o patdgeno
obteve baixa porcentagem de inibicdo de coldnia, independente do fotoperiodo ao qual foi

submetido, simulando desde os dias mais curtos (outono e inverno) aos mais longos do ano
(primavera e verdo).
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O isolado de P. amygdali foi submetido nos testes posteriores a temperatura de 20°C, a
qual foi a temperatura Gtima para crescimento in vitro e fotoperiodo de 12/12h, uma vez que
ndo houve diferenca estatistica entre os regimes de luminosidade estudados.

A caracterizacdo morfologica de P. amygdali submetido & condicdo ideal de
crescimento revelou que o isolado estudado apresenta formacgdo de picnidios negros, com
cirros esbranquicados, globosos e surgindo como pontuacdes negras dispersas pela colénia,
ostiolados, pouco protuberantes e pescoco ndo evidente. Os conidios encontrados séo do tipo
alfa, unicelulares, hialinos e cilindricos (Figura 8).

J& as hifas encontradas sdo hialinas, ramificadas e septadas concordando com as
informacBes de Regis (2014) que ainda cita que muitas vezes as hifas ainda formam

clamiddsporos em cadeias (Figura 9).

Figura 8 - Picnidios de Phomopsis amygdali em microscépio éptico (10X) (A e B) e conidios de Phomopsis
amygdali em microscdpio optico (40X) (C). Ponta Grossa/PR, 2014.

5.3 SENSIBILIDADE AOS OLEOS ESSENCIAIS VEGETAIS

Os resultados da analise de variancia revelaram interagdo significativa entre os fatores,
6leos essenciais x concentragdes, sendo observadas diferencas no crescimento micelial do
fitopatdgeno em virtude das concentracBes de cada 6leo essencial utilizado. Os resultados da
avaliacdo do potencial de 6leos essenciais vegetais na inibicdo do crescimento micelial do
patdgeno Phomopsis amygdali, in vitro, estdo representados na Tabela 4 e nas Figuras 10, 11
e12.
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Figura 9 - Hifas de Phomopsis amygdali em microscopio eletrénico de varredura (A) 500X (B) 1000X (C)
2000X e (D) 2400X. Ponta Grossa/PR, 2014.

Na avaliacdo do potencial de inibi¢do do crescimento micelial de P. amygdali, in vitro,
0 Oleo essencial de orégano apresentou-se como um produto potencial, inibindo o
desenvolvimento deste patdgeno em 100%, em meio BDA na concentragdo de 20%, seguido
do 6leo de capim-limdo que inibiu o crescimento em 95% (Tabela 4; Figuras 10 e 11). O
aumento da concentracdo de 10 para 20% aumentou significativamente a eficiéncias dos dois
oleos.

Foi observada uma supressdo parcial de P. amygdali na presenca dos 6leos essenciais
de menta (33,44%) e gengibre (19,44%), na concentracdo de 20%, camomila de 20,67 e
17,9% e alecrim de 7,1 e 18,33% nas concentracdes de 10 e 20%, respectivamente.

O desenvolvimento micelial de P. amygdali quando submetido ao tratamento com 6leo
essencial de camomila, promoveu um aumento linear do PIC, com o aumento das
concentragcdes utilizadas (Figura 11B). Os o6leos de citronela e menta apresentaram
comportamento semelhante quanto a reducdo do crescimento micelial do patégeno, porém
com uma reducdo quadrética (Figura 11A).

Sete dias ap0s a repicagem, verificou-se que o crescimento micelial foi inibido,

comprovando-se, portanto, o efeito fungistatico dos 6leos essenciais de capim limao, orégano,
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citronela, camomila e menta. Os resultados obtidos mostraram que os 6leos de gengibre,
alecrim eucalipto e cravo ndo apresentaram inibicdo do crescimento micelial do fungo P.

amygdali nas concentracdes utilizadas (Figura 12 e 13).

Tabela 4 - Porcentagem de inibicédo de colonia (PIC) dos dleos essenciais vegetais sobre Phomopsis amygdali em
diferentes concentracGes. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamentos 1% 5% 10% 20%
gengibre 11,9 Aba* 2,4 Ba 8,5 ABa 19,4 Abc
capim limao 1,7Ba 0,2Ba 16,1 Ba 95,0 Aa
citronela 1,3Ba 4,2 ABa 15,8 Aa 16,7 Abc
alecrim 16,0 ABa 0,3 Ba 7,1 ABa 18,3 Abc
camomila 2,1 Ba 5,8 ABa 17,9 Aa 20,7 Abc
eucalipto 0,4 Aa 12,0 Aa 2,0 Aa 4,1 Ac
cravo-da-india 0,0 Aa 1,7 Aa 10,0 Aa 4,7 Ac
orégano 0,2 Ba 1,8 Ba 9,8 Ba 100,0 Aa
menta 0,0 Ba 2,8 Ba 4,9 Ba 33,4 Ab

*Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha e minudscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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X Capim limdo  y=75,03+0,9954x - 0,1749x2 R2=0,99
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Figura 10 - Porcentagem de inibicdo de colénia (PIC) in vitro de Phomopsis amygdali, submetidas aos
tratamentos com 6éleos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus) e orégano (Origanum
vulgare). Ponta Grossa/PR, 2014,
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Figura 11 - Desenvolvimento de col6nias in vitro de Phomopsis amygdali, submetidas aos tratamentos com 6leos
essenciais de citronela (Cymbopogon winterianus) e menta (Mentha spp.) (A) e camomila
(Chamomila recutita) (B). Ponta Grossa/PR, 2014,
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Figura 12 - Diametro de coldnias, in vitro, de Phomopsis amygdali, submetidas aos dleos essenciais vegetais em
diferentes concentrac¢@es. Ponta Grossa/PR, 2014.

O efeito no crescimento micelial de P. amygdali, submetido ao meio de cultura com
adicdo dos Oleos essenciais de orégano e capim-liméo apresentaram respostas semelhantes
com o aumento das concentracdes utilizadas, verificando-se menor didmetro da col6nia
fangica nas maiores concentragGes. A inibi¢do, provavelmente, ocorreu devido a presenca de

compostos fixos com acdo fungitdxica (Figura 13). Assim, o aumento do potencial de inibicdo
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dos Gleos de orégano e capim-limdo sobre P. amygdali, pode estar associado a volatilizagdo
dos compostos destes 6leos modificando o ar atmosférico no interior das placas de Petri.

Para cravo-da-india, eucalipto, gengibre e alecrim os diametros finais de coldnia foram
85,5, 86,3, 72,5 e 73,5 mm, respectivamente. Estes resultados comprovam que os referidos
6leos esséncias e seus compostos secundarios, ndo exerceram efeito sobre P. amygdali.

Rozwalka et al. (2008) verificaram total inibicdo do crescimento de Glomerella
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides com o uso do extrato aquoso de cravo-da-india na
concentracdo de 10%. Os autores afirmaram ainda que, em experimento prévio, o extrato
aquoso na concentracdo de 1% apresentou-se igualmente eficiente.

Inécio et al. (2009) também foram divergentes em seus resultados quando testaram
oleo de citronela sobre Phomopsis phaseoli var. sojae. Eles verificaram que ocorreu a inibicédo
no desenvolvimento in vitro do patégeno, avaliado no sétimo dia, porém nos testes in vivo,
ndo obtiveram sucesso no controle.

Oliveira et al. (2006) ao testar diferentes concentracdes de 6leo de copaiba (Copaifera
spp) para o fungo Phomopsis sp. in vitro, verificaram que as doses utilizadas apresentaram
eficiéncia na reducdo do crescimento micelial, porém inferiores se comparadas com
Colletotrichum gloeosporioides e Phytophthora sp.

Por outro lado, os dados obtidos para capim-lim&o no presente estudo, estdo de acordo
com o0s encontrados por Santos (2014), onde o 6leo essencial de capim-limdo mostrou efeito
satisfatorio no controle do fungo Phomopsis sojae, inibindo em 100% o crescimento micelial
in vitro e ndo influenciou na qualidade fisiol6gica das sementes de soja, mostrando um
potencial de uso no tratamento de sementes.

Os resultados positivos para orégano e capim-limao podem ter sido influenciados pela
presenca de varios compostos com a¢do antimicrobiana. Romero et al. (2012) analisaram 0s
componentes majoritarios do 6leo de orégano e chegaram a cinco principais (4-terpineol
(8,3%), acetato de linalila (2,0%), timol (32,0%), carvacrol (50,0%) e espatulenol (4,1%). O
6leo de capim-liméo possui como principal componente o citral (geranial + neral) num teor de
65,45% (GUIMARAES et al., 2011). O citral possui conhecida acdo bactericida e
antimicética (SADDIQ et al., 2010), consequentemente, a atividade antifungica dos 6leos
pode ser resultado da acéo destes terpenos. A inibicdo de fungos por 06leos essenciais pode
ocorrer por diferentes mecanismos de acdo como efeitos toxicos na estrutura e fungdo da

membrana celular.
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Trabalhos relatando o efeito de dleos essenciais de plantas sobre o crescimento
micelial de P. amygdali, bem como as concentracfes minimas inibitoérias ao fungo, sdo
escassos na literatura. Apesar de uma reducdo significativa no desenvolvimento in vitro do
patdgeno em estudo, é necessaria a realizacdo de novos testes in vitro e in vivo para obtencdo

de um produto eficiente no controle de P. amygdali.

5.4 SENSIBILIDADE A DIFERENTES SUBSTANCIAS DE Calea hispida

Neste trabalho foi analisada a sensibilidade do crescimento micelial do isolado de P.
amygdali em diferentes concentracfes das substancias extraidas de Calea hispida: quercitrina
(CHAM - Calea hispida acetato metandlico), 6-acetil-7-hidroxi-2,2-dimetilcromeno (CHCR
— Calea hispida cristais), extrato aquoso (CHEA - Calea hispida extrato aquoso) e 6leo
essencial (CHOE - Calea hispida 6leo essencial) (Tabela 5).

Os dados obtidos nesse estudo apontaram uma maior porcentagem de inibicdo de
colénia (PIC) para CHOE seguido de CHCR contra o fungo P. amygdali, com 21,9% na
concentracdo 1% para CHOE e 11,8% na concentracdo 5% para CHCR (Tabela 5). Por sua
vez, para 0 CHAM e CHEA as porcentagens de inibicao calculadas foram menores com 3,4%
na concentracdo 1% para CHAM e 0,7% na concentracdo 3% para CHEA, respectivamente.

Nenhum tratamento inibiu em 100% o desenvolvimento do patdgeno.

Tabela 5 - Porcentagem de inibicdo de coldnia (PIC) de Phomopsis amygdali contendo os tratamentos com
Calea hispida em diferentes concentragdes. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamentos 1% 3% 5% 7% 10%
CHOE! 21,9 Aa 2,1Ca 10,9 Ba 53BCab 4,0BCa
CHEA? 0,3 Ab 0,7 Aa 0,6 Ab 0,0 Ab 0,1 Aa
CHCR? 2,8Cbh 0,1Ca 11,8 Aa 9,6 Aba 5,2BCa
CHAM* 3,4 Ab 5,0 Aa 00Ab  0,2Ab 0,6 Aa

1 CHOE - Calea hispida 6leo essencial, 2CHEA — Calea hispida extrato aquoso, 3CHCR — Calea hispida cristais
e “CHAM - Calea hispida acetato metanélico; *Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mindscula
na coluna, ndo diferiram entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 13 - Crescimento micelial de Phomopsis amygdali, in vitro, em meio BDA, contendo 6leos essenciais
vegetais em diferentes concentragdes. Ponta Grossa/PR, 2014.
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As médias de porcentagem de inibicdo (PIC) se ajustaram de forma quadratica na
analise de regressdo para CHOE (6leo essencial) e CHCR (cristais) (Figura 14). Os produtos
extraidos de Calea hispida CHOE e CHCR apresentaram efeito inibitério do crescimento
micelial do patégeno nas concentracGes testadas. Em relacdo 8 CHAM e CHEA, nédo foram
observadas interagdes entre doses x substancias.

No presente trabalho, os valores de indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) variaram de 9,9 a 13,0, sendo o valor minimo para CHOE a 1% e o maximo valor
para CHAM a 10% (Tabela 6).

25 A
A ACHOE y=31,82-3,856x +0,25x2 R?=0,52
20 - XCHCR  y=10,71+3,37x - 0,25x2 R2=0,456
g 15 7
Q
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5 .
0 .
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Figura 14 - Porcentagem de inibicdo de coldnia (PIC) in vitro de Phomopsis amygdali, submetidas aos diferentes
produtos de extracdo de Calea hispida em diferentes doses. Ponta Grossa/PR, 2014.

N&o se observou, portanto, uma relacéo direta entre reducdo dos indices de velocidade
de crescimento micelial e concentrages de C. hispida e modos de extragdo utilizados nos
testes in vitro. O tratamento com CHOE a 1% e CHCR a 5% apresentaram diametros de 70,3
mm e 79,4 mm, respectivamente, porém sem inibicdo total em nenhuma dose testada (Figura
15 e 16).

Estudos anteriores relataram a reducdo do desenvolvimento micelial de Alternaria
tagetica, utilizando extratos da haste de Calea sp, atingindo percentuais de inibicdo de até
61%. Ao utilizar as raizes, o percentual de controle encontrado foi de 59% sobre o mesmo
patogeno (GAMBOA-ANGULO et al., 2008). Os mesmos autores ainda encontraram que 0s
percentuais de reducdo micelial do patogeno Colletotrichum gloeosporioides submetidos aos

extratos das raizes e das hastes de Calea sp, foram de 44 e 48%, respectivamente. Resultados
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opostos foram encontrados por Nascimento et al. (2008), onde os compostos isolados de
Calea sp. exibiram atividade antifingica principalmente contra patdgenos humanos

dermatofitos.

Tabela 6 - indice de Velocidade de Crescimento micelial (IVCM) de coldnias de Phomopsis amygdali contendo
os tratamentos com Calea hispida em diferentes concentragfes. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamentos 0% 1% 3% 5% 7% 10%
CHOE? 12,5 9,9 13,1 116 12,3 12,6
CHEA? 12,5 12,6 12,8 126 12,7 12,8
CHCRs3 12,5 12,5 12,9 109 115 12,3
CHAM* 12,5 12,4 12,3 128 12,8 13,0

L CHOE - Calea hispida 6leo essencial, 2CHEA — Calea hispida extrato aquoso, 3CHCR — Calea hispida cristais
e “CHAM - Calea hispida acetato metandlico.

1% 3% E5% E7% B10%

100 +
90 -
80 -
70
60
50 -
40 ~
30 -
20 -
10 -

Diametro de colénia (mm)

CHOE CHEA CHCR CHAM
Substancias

Figura 15 - Diametro de colbnias, in vitro, de Phomopsis amygdali, submetidas aos produtos da extracdo de
Calea hispida em diferentes concentragfes. Ponta Grossa/PR, 2014. Legenda: CHOE - Calea
hispida 6leo essencial, CHEA — Calea hispida extrato aquoso, CHCR — Calea hispida cristais e
CHAM - Calea hispida acetato metandlico.
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Figura 16 - Aspecto de coldnia de P. amygdali, in vitro, em meio BDA, contendo os tratamentos com
substéncias extraidas de Calea hispida em diferentes concentra¢Bes. Ponta Grossa/PR, 2014.
Legenda: CHOE — Calea hispida 6leo essencial, CHEA — Calea hispida extrato aquoso, CHCR —
Calea hispida cristais e CHAM — Calea hispida acetato metanélico.

Flach et al. (2002) reportaram atividade antifingica do 6leo essencial das folhas de
Calea clematidea contra Trichophyton spp. Epidermophyton floccosum e Microsporum spp.,
concordando com os dados encontrados neste experimento.

Diferencas na atividade antifingica podem ser explicadas pela composicdo quimica,
regido geografica de coleta de planta, idade da planta, método de extracdo ou 0 método usado
para avaliar a atividade antifingica mesmo sendo plantas da mesma espécie (CRUZ et al,
2007; MAKSIMOVIC et al., 2008).

Na literatura, ainda séo escassos os trabalhos referentes a espécie Calea hispida, tal
como seu potencial de inibi¢do de patogenos.
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5.5 SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS E OUTROS PRODUTOS

Houve interacéo significativa para os produtos testados e concentragdes, com excecao
do Ascophyllum nodosum, evidenciando diferengas na sensibilidade entre os produtos, bem
como para as concentragcdes no crescimento de P. amygdali em meio BDA, sob condicdes
controladas (temperatura 20°C e fotoperiodo 12/12h) (Tabela 7 e 8 e nas Figuras 17, 18, 19 e
20). De modo geral, maiores inibicGes do crescimento micelial foram obtidas nas
concentracfes mais elevadas. Verificou-se efeito crescente na atividade antifingica dos
fungicidas captan, ciproconazol, tebuconazol e mancozeb com o0 aumento das concentragdes
até 100 ppm, ndo sendo constatado crescimento do patdgeno a partir desta concentracao.

O tratamento com hipoclorito de sédio proporcionou nivel de inibicdo intermediario
no crescimento micelial, contudo, ainda assim, foi superior a testemunha. Os fungicidas
captan, ciproconazol, tebuconazol, triadimenol, mancozeb e o bioinseticida Bacillus
thuringiensis apresentaram as maiores porcentagens inibitérias do crescimento micelial
atingindo de 82,11 a 100% a 1000 ppm. O hipoclorito de sodio proporcionou niveis de
inibicdo de 53,22 e 48,11% nas concentracGes de 500 e 1000 ppm, respectivamente, ndo
diferiram entre si e foram superiores as demais concentracdes testadas.

O tratamento com A. nodosum apresentou baixo efeito fungistatico em P. amygdali
com valores muito proximos a zero (Tabela 7). Responsavel pela sintese da fitoalexinas e
peroxidases em processos de inducdo de resisténcia (LI1ZZI, 1998), a alga A. nodosum
proporcionou uma faixa de 0 a 0,9% de PIC desde 1 ppm até 1000 ppm, evidenciando-se
baixo incremento na inibicdo pelo aumento da concentracdo do ingrediente ativo.

O indice de velocidade de crescimento micelial de A. nodosum variou de 0,0 nas
dosagens onde a inibicdo foi completa a 10,9 no tratamento com mancozeb a 1 ppm, onde a
inibicdo micelial foi baixa (Tabela 8). Na dose de 1 ppm, com exce¢do de tebuconazol, os
produtos apresentaram IVCM com valores entre 8,0 e 10,9. Ja para o controle sem fungicida,
o valor de IVCM foi de 9,7. Os indices chegam a zero ou valores proximo com a inibicéo
total causada por captan, ciproconazol, tebuconazol, triadimenol, mancozeb e B.
thuringiensis, na dose de 1000 ppm (Tabela 8).

Os fungicidas captan, ciproconazol e tebuconazol apresentaram aumento na

porcentagem de inibi¢do de colbnia de P. amygdali a partir da menor concentracdo avaliada e
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total supressdo do crescimento micelial do fungo com a utilizagdo de concentragoes

superiores a 500 ppm (Figura 17).

Tabela 7 - Porcentagem de inibi¢do de coldnia (PIC) de Phomopsis amygdali contendo os tratamentos com
produtos em diferentes concentragdes. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamento 1 ppm 10 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
captan 0,5 Cd* 3,0 Ce 83,7 Bbc 96,4 Aa 100,0 Aa
ciproconazol 18,2 Db 69,0 Cb 86,2 Bb 100,0 Aa 100,0 Aa
tebuconazol 75,7 Ba 90,8 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
triadimenol 8,7 Dc 51,0 Cc 76,0 Bc 83,9 Ab 82,1 ABb
mancozeb 2,1 Ded 11,8 Cd 61,2 Bd 100,0 Aa 100,0 Aa
B. thuringiensis 22,2Cb 0,6 De 6,2 De 63,0 Bc 83,3 Ab
hipoclorito de sédio 3,7 Bcd 1,7 Be 2,6 Be 53,2 Ac 48,1 Ac
A. nodosum 0,0 Ad 0,0 Ae 0,9 Ae 0,1 Ad 0,0 Ad

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna, nao diferiram entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8 - indice de Velocidade de Crescimento micelial (IVCM) de coldnias de Phomopsis amygdali contendo
os tratamentos com fungicidas e outros produtos em diferentes concentra¢des. Ponta Grossa/PR, 2014.

Tratamentos Oppm 1ppm 10ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
captan 9,7 10,4 10,6 1,6 0,2 0,0
ciproconazol 9,7 8,5 2,8 0,8 0,0 0,0
tebuconazol 9,7 1,7 0,2 0,0 0,0 0,0
triadimenol 9,7 9,5 4,7 2,1 1,1 1,3
mancozeb 9,7 10,9 10,1 39 0,0 0,0
B. thuringiensis 9,7 8,0 9,9 9,5 3,5 1,1
hipoclorito de sédio 9,7 9,5 9,0 9,8 4,5 55
A. nodosum 9,7 7,5 8,9 8,7 9,4 8,9

Os fungicidas que agem no bloqueio na biossintese de ergosterol (ciproconazol e
tebuconazol) apresentaram significativa superioridade para o critério crescimento micelial.
Entretanto, o fungicida triadimenol, pertencente ao grupo dos triazdis, ndo se destacou em
relagcdo aos de modo de acgdo similar, atingindo o percentual de 82,11 aos 7 dias de incubagéo
(Figura 18).

O fungicida mancozeb, tipico fungicida de contato, apesar de sua baixa
fungitoxicidade inerente, apresentou nivel de inibicdo elevado (100%) a partir da

concentragdo de 500 ppm (Figura 18). O mancozeb age na planta inibindo o processo
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respiratorio a nivel enzimético e, provavelmente, a redugdo no crescimento micelial observada

pelo fungicida, deve-se a0 mecanismo de acao deste fungicida.
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20 Dciproconazol y = -0,0001x2 + 0,1485x + 47,42 R? = 0,7547
Atebuconazol y = -0,000046x2 + 0,060x + 74,19 R? = 0,558
o & . . : .
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Figura 17 - Porcentagem de inibicdo de colénias (PIC) in vitro de Phomopsis amygdali, submetidas aos
fungicidas captan, ciproconazol e tebuconazol em diferentes dosagens. Ponta Grossa/PR, 2014.
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Figura 18 - Porcentagem de inibi¢do de colénias (PIC) de col6nias in vitro de Phomopsis amygdali, submetidas
aos fungicidas triadimenol e mancozeb, e os produtos Bacillus thuringiensis e hipoclorito de sodio,
em diferentes concentracfes. Ponta Grossa/PR, 2014.

O produto a base de B. thuringiensis, apresentou porcentagens de inibi¢cdo de colénia
no valor de 22,22; 0,56; 6,22; 63,0 e 83,33% para 1, 10, 100, 500 e 1000 ppm,

respectivamente. Por meio da analise de regressdo verificou-se que o hipoclorito de sddio
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apresentou aumento da PIC de P. amygdali, porém, ao fim dos 7 dias de incubacdo,
apresentou controle intermediario, com 48,11% de inibicdo (Figura 18 e Tabela 7).

Todos os produtos que apresentaram interacdo significativa entre doses x produtos,
promoveram um aumento quadratico sobre o PIC de P. amygdali, com o aumento das
concentracgdes utilizadas (Figuras 17 e 18).

Em relacdo ao didmetro de coldnias (Figura 19), o crescimento foi maior nos
tratamentos com as menores concentracGes variando de 70 a 90 mm. Como excecdo, 0
tratamento com tebuconazol apresentou didmetro de 21,9 mm j& na concentracdo de 1 ppm.
Por outro lado, menores valores de diametro micelial foram observados em 500 e 1000 ppm,
com excecdo do A. nodosum gue, mesmo na concentracdo de 1000 ppm apresentou diametro
final de 90 mm.

Estes resultados demonstram baixo efeito fungistatico para o produto a base de A.
nodosum, apresentando os valores mais baixos no controle in vitro de P. amygdali. Jayaraman
et al. (2010) ao testar aplicacdes de A. nodosum na concentracdo de 1% alternadas com o
fungicida clorotalonil a 2 g L™ duas vezes em intervalos de 10 dias, verificaram uma reducéo
significativa da incidéncia de Alternaria spp e Fusarium spp e ainda apresentaram melhoria
das atividades enzimaéticas relacionadas com a defesa, incluindo quitinase, -1 ,3-glucanase,
peroxidase, polifenol oxidase, fenilalanina amdnia-liase e lipoxigenase. Niveis de transcri¢ao
alterados de varios genes de defesa, incluindo a quitinase, lipoxigenase, glucanase, peroxidase
e fenilalanina amdnia-liase foram observados em plantas tratadas, divergindo dos resultados
aqui encontrados.

Resultados similares foram encontrados por Regis (2014) ao testar fungicidas in vitro
no controle de P. amygdali. O autor verificou que, dos fungicidas testados, o ciproconazol,
pertencente ao grupo dos sistémicos (triazdis) se mostrou muito toxico para o crescimento do
fungo, enquanto o fungicida captan (grupo quimico nitrogenados heterociclicos) é o mais
toxico para os de contato, com uma EC50 de 4,32 ppm, seguido por mancozeb (grupo
quimico ditiocarbamatos) e tiram (grupo quimico dimetilditiocarbamato). Neste trabalho,
fungicidas sisttmicos como o triadimenol, ciproconazol e tebuconazol, geralmente
considerados como curativos, mostraram uma reducdo de 82,1, 100 e 100 e %,

respectivamente, no crescimento micelial, mesmo em concentragdes baixas in vitro.
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Figura 19 - Diametro de col6nias, in vitro, de Phomopsis amygdali, submetidas a fungicidas e outros produtos,

em diferentes concentracfes. Ponta Grossa/PR, 2014.

Os resultados obtidos nos experimentos in vitro, podem néo ser correspondentes com
aqueles obtidos no campo, por influéncia do isolado testado, condi¢cBes ambientais
(temperatura, radiacdo solar, umidade e vento) e condicBes fisiol6gicas e nutricionais da
arvore (condicBes de manejo do solo e manejo de plantacdes). Alguns fungicidas como o
captan, ajudam a prevenir o cancro dos ramos se aplicado de maneira preventiva, atuando no
indculo inicial da doenca (CORDOBES, 2004; GARRIDO; SONEGO, 2005).

Garrido e S6nego (2005) comentam que alguns fungicidas podem prevenir a queima
dos ramos quando aplicados antes da infeccdo e recomendam, para protecdo dos ferimentos,
efetuar a aplicacdo de fungicidas a base de tebuconazol, captan ou mancozeb ap6s a poda. Os
autores alertam ainda que a partir do momento em que houve o aparecimento dos sintomas de
murcha e seca dos ramos, o controle quimico ndao tem mais qualquer efeito.

O aumento da dose dos fungicidas testados neste experimento foi inversamente
proporcional ao crescimento micelial. Estes dados corroboram com os resultados de Thomidis
e Michailides (2009b), que encontraram que o fungicida tebuconazol inibiu em 100% o
crescimento micelial de P. amygdali na dose de 187,5 mg L™ e também concordam com os
resultados de Lalancette (2002), que observou que o captan reduziu a incidéncia de cancros de
P. amygdali em até 69%.
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Para o hipoclorito de sddio, os resultados aqui encontrados foram de média a baixa
inibicdo, discordando de Picolotto et al. (2007) que afirmam que o hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 5% tem boa eficiéncia como desinfestante na contaminacdo flngica,
proporcionando reducdo nas taxas de contaminagdo em sementes de jabuticabeira in vitro.

Ao fim dos sete dias de incubacdo, B. thuringiensis proporcionou inibi¢éo de 83,33%
no crescimento micelial. Batista Junior et al. (2002) também encontraram propriedade
fungicida de B. thuringiensis para trés isolados patogénicos de Fusarium sp, o que indica que
possui atividade antifungica e abre um novo campo de estudo para a utilizacdo do
bioinseticida.

Sugerem-se no fim deste experimento que sejam testados novos produtos e novas
concentracdes no controle do agente causal da queima dos ramos do pessegueiro, a fim de

gerar novas estratégias de manejo do patdgeno.
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Figura 20 - Aspecto de colbnias de Phomopsis amygdali, in vitro, em meio BDA, contendo os tratamentos com
fungicidas e outros produtos, em diferentes concentracfes. Ponta Grossa/PR, 2014.
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CONCLUSOES

A faixa de temperatura que favoreceu o desenvolvimento micelial in vitro de
Phomopsis amygdali foi de 20 a 30°C.

Os fotoperiodos testados ndo interferiram no desenvolvimento do patégeno.

Os Oleos essenciais de orégano e capim-limdo nas concentragdes de 20%
proporcionaram maiores inibi¢cdes do crescimento micelial de P. amygdali.

Os 6leos essenciais de orégano e capim-limdo nas doses de 20% podem ser usados
como método alternativo para o controle de P. amygdali, pois estes apresentam
sensibilidade aos compostos existentes nesses 0leos vegetais.

Para os produtos derivados da planta Calea hispida, apenas Calea hispida 6leo
essencial (CHOE) e o Calea hispida cristais (CHCR), apresentaram efeito no
crescimento micelial de P. amygdali, porém com baixa porcentagem de inibigao.

As maiores atividades antifingicas sobre P. amygdali foram obtidas para os fungicidas
ciproconazol, tebuconazol, mancozeb e captan.

A alga Ascophyllum nodosum ndo demonstrou atividade antifungica nas concentracoes
testadas.

O bioinseticida Bacillus thuringiensis demonstrou inibicdo significativa sobre P.

amygdali na concentracdo de 1000 ppm.
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