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RESUMO

O uso de indutores de resisténcia que ativam os mecanismos de defesa das plantas contra
patdgenos pode ser uma estratégia de manejo das doencas das plantas cultivadas. O objetivo
deste trabalho foi verificar a eficiéncia dos produtos alternativos no controle da antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum) na cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris). O delineamento
experimental utilizado para os experimentos em folha destacada e em casa de vegetagéo foi o
inteiramente casualizado com 9 tratamentos e 5 repeticdes. Foi realizada a avaliacdo da
severidade e calculada a &rea abaixo da curva do progresso da antracnose. Em laboratério foi
realizado o experimento in vitro, onde foi calculado o indice de velocidade de crescimento
micelial. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 7 (produtos) x 4 (concentracdes) com 5 repetices. Os experimentos em condicbes de
campo foram realizados nas safras 2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016, na Fazenda Escola
Capéo da Onga. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 4 repeticdes. Os
tratamentos utilizados foram: 1 - testemunha; 2 - hidréxido de fentina (Mertin 400® - 600 mL
ha™); 3 - fosfito de potassio (4,0 L ha™); 4 - fertilizante foliar (Rocksil® 2%); 5 - acibenzolar-
S-metilico (Bion 500 WG® - 25 g ha); 6 - Ascophyllum nodosum (Acadian®- 2 L ha); 7 -
Bacillus subtilis (Serenade® - 3,0 L ha') e 8 - Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel WP®
- 350 g ha). Foi realizada a avaliagdo da severidade da antracnose, calculada a area abaixo da
curva do progresso da doenca, o indice de antracnose nas vagens e 0s componentes de
rendimento. Bacillus subtilis inibiu o crescimento de C. lindemuthianum in vitro. Bacillus
thuringiensis e o fungicida inibiram o crescimento do patégeno nas concentraces de 1000 e
100 ppm. Os produtos fosfito de potassio, fertilizante foliar, acibenzolar-S-metilico e
fungicida apresentaram controle da antracnose em casa de vegetacdo. Houve incremento na
produtividade da safra 2014/2015 quando os tratamentos fungicida, Ascophyllum nodosum,
fertilizante foliar e fosfito de potassio foram aplicados. Na safra 2015/2016, fungicida e
Bacillus thuringiensis foram os tratamentos que ocasionaram aumento na produtividade. O
fungicida foi o tratamento que controlou a antracnose nas safras 2014/2015 e 2015/2016.
Além disso, na safra 2015/2016 os produtos alternativos fosfito de potassio, Ascophyllum
nodosum, Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis comportaram-se de maneira semelhante ao
fungicida no controle da antracnose no terco superior das plantas.

Palavras-chave: inducdo de resisténcia, Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum.



ABSTRACT

The use of resistance inducers that activate defense mechanisms of plants against pathogens
can be a strategy for the management of diseases of cultivated plants. The objective of this
work was to verify the efficiency of the alternative products in the activation of defense
mechanisms in bean plants (Phaseolus vulgaris) and that result in the development of
resistance to anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum). The experimental design used for
the experiments in detached leaf and greenhouse was the completely randomized with 9
treatments and 5 repetitions. The severity was assessed and the area below the anthracnose
progress curve was calculated. The experiment was carried out in vitro in the laboratory and
the rate of mycelial growth rate was calculated. The experimental design was completely
randomized in factorial scheme 7 (products) X 4 (concentrations) with 5 replications.
Experiments under field conditions were carried out in 2013/2014, 2014/2015 and 2015/2016
harvests at Fazenda Escola Capdo da Onca. The experimental design was a randomized block
design with 4 replications. The treatments used were: 1 - control; 2 - fentin hydroxide (Mertin
400® - 600 mL ha™); 3 - Potassium phosphate (4.0 L ha™); 4 - leaf fertilizar (Rocksil® 2%); 5
- acibenzolar-S-methyl (Bion 500 WG® - 25 g ha®); 6 - Ascophyllum nodosum ( Acadian®- 2
L hal); 7 - Bacillus subtilis (Serenade® - 3.0 L ha™) and 8 - Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Dipel WP® - 350 g ha). The assessment of the severity of anthracnose was
conducted and the area under the curve of disease progression, the anthracnose index in the
pods and yield components were calculated. Bacillus subtilis inhibited the growth of C.
lindemuthianum in vitro. Bacillus thuringiensis and fungicide inhibited the growth of the
pathogen at concentrations of 1000 and 100 ppm. The products of potassium phosphite, leaf
fertilizer, acibenzolar-S-methyl and fungicide presented anthracnose control under greenhouse
conditions. There was an increase in yield of the 2014/2015 harvest when fungicide
treatments, Ascophyllum nodosum, leaf fertilizer and potassium phosphite were applied. In the
crop of 2015/2016, fungicide and Bacillus thuringiensis were the treatments that caused an
increase in productivity. The fungicide was the treatment that controlled the anthracnose in
2014/2015 and 2015/2016 harvests. In addition, in the 2015/2016 harvest, the alternative
products potassium phosphite, Ascophyllum nodosum, Bacillus subtilis and Bacillus
thuringiensis behaved similarly to the fungicide in the control of anthracnose in the upper
third of the plants.

Keywords: Induction of resistance, Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € amplamente distribuida no Brasil,
considerado o seu maior produtor e consumidor mundial. Apesar disso, a produtividade média
é muito inferior ao potencial da cultura. A baixa produtividade esta relacionada aos problemas
fitossanitarios, a adubacdo inadequada e as condicBes climaticas nem sempre favoraveis
(BRESSAN, 2011).

A antracnose, causada pelo fungo hemibiotréfico Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.) Scribner, é uma das doencas mais importantes da cultura do feijdo, causando
severos danos em todo o mundo. O uso de cultivares resistentes e aplicacdo de fungicida tém
sido as principais medidas recomendadas para o controle desta doenca. A antracnose € uma
doenca de dificil controle porque o patdgeno apresenta alta variabilidade genética, sobrevive
em restos culturais e pode ser transmitido atraves de sementes. Devido a grande variabilidade
genética do patégeno e ao continuo aparecimento de novas ragas, a resisténcia monogeénica
ndo tem sido considerada duravel em plantas de feijdo (VIDIGAL FILHO et al., 2007,
VENEAULT-FOURREY; LAUGE; LANGIN, 2005).

O controle de doencas de plantas é o objetivo pratico mais importante da fitopatologia,
0 que justifica o investimento em pesquisa e desenvolvimento de produtos para tal. Na busca
de elevadas produtividades com praticas de facil uso e alta eficiéncia, os fungicidas passaram
a ser largamente utilizados ao custo de grande impacto ambiental e problemas no surgimento
de resisténcia dos patdgenos a estes produtos. Porém, as pesquisas se intensificaram no uso de
resisténcia por parte da planta, ndo apenas a resisténcia genética a partir de genes
introduzidos, mas também a resisténcia induzida, a partir de agentes indutores, bidticos e
abioticos, com baixo impacto ambiental e com a possibilidade de se utilizar a mesma
tecnologia de aplicacdo usada para os fungicidas (KUHN, 2007).

O interesse no meio ambiente e na salde humana, 0 aumento dos custos de producéo e
a quebra de resisténcia de cultivares comerciais sdo responsaveis pela intensificacdo do
desenvolvimento de métodos alternativos de controle (FREITAS; STADNIK, 2012).

A preocupacao com a presenca de residuos de agrotdxicos nos alimentos e a exigéncia
cada vez maior do mercado consumidor de adquirir produtos saudaveis tém levado os
pesquisadores a buscar medidas alternativas para o controle de doengas de plantas, como o
emprego de indutores de resisténcia (DI PIERO; GARDA, 2008).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficiéncia dos produtos alternativos no manejo da antracnose em feijao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a inibigdo do crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum in vitro

em funcéo de diferentes doses de produtos alternativos.

Avaliar o efeito dos produtos alternativos em experimento com folha destacada e em

casa de vegetacao.

Avaliar a severidade da antracnose em plantas de feijao tratadas com os produtos

alternativos, no campo.

Avaliar os componentes de rendimento da cultura do feijdo tratada com produtos

alternativos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACULTURA DO FEIJAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris) é de grande importancia para o Brasil, por ser um dos
componentes bésicos da alimentacdo da populacdo, representando a principal fonte de
proteina vegetal para o consumo humano. Possui alto teor proteico, além de oferecer
vitaminas e minerais (QUINTANA et al., 2002).

Originario das Américas, o feijdo é uma planta anual, herbécea, pertencente a classe
Dicotiledoneae, familia Fabaceae e subfamilia Faboideae (SOUZA; LORENZI, 2008), que
pode apresentar habito de crescimento determinado ou indeterminado, com ciclo anual
variando de 60 a 120 dias (SANTOS; GAVINALE, 2006).

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados sistemas de producéo
e em todas as regides brasileiras, a cultura do feijdo possui grande importancia econémica e
social. O cultivo dessa leguminosa é bastante difundido em todo o territorio nacional. E
reconhecida como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades (YOKOYAMA, 2008).
Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a
producdo de feijdo concentra-se em paises que, além de serem os maiores produtores, sdo
também os maiores consumidores.

Dependendo da regido, a semeadura do feijao é feita ao longo do ano, em trés épocas
(safra das aguas - setembro a novembro; safra das secas - janeiro a marco e safra de inverno -
maio a julho), de tal forma que sempre havera producdo de feijao em algum ponto do pais,
contribuindo para o abastecimento interno (YOKOYAMA, 2008).

Considerando as trés safras, a area total de feijdo na safra 2015/16 foi de 2.837,4 mil
hectares, havendo uma reducdo de 6,2% em relacdo a safra anterior. A producdo nacional de
feijio foi de 2.515,8 mil toneladas, resultando em uma produtividade de 887 kg ha™
(CONAB, 2016).

A maior parte do volume da producdo de feijdo da primeira safra é produzida na
Regido Centro-Sul (77,6% da producéo total), destacando-se Parana, Minas Gerais, Goias,
Santa Catarina e S&o Paulo. O Estado do Parana destaca-se como um dos maiores produtores
nacionais deste gréo, tendo obtido uma producdo de 707,4 mil toneladas em 395,9 mil
hectares de 4rea plantada, resultando em uma produtividade de 1.787 kg ha™ na safra 2015/16,
a qual é superior & produtividade nacional, de 887 kg ha™ (CONAB, 2016).
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O consumo interno per capita de feijdo vem diminuindo, resultado da urbanizagéo que
gerou mudancas nos habitos alimentares, com maior procura por produtos de rapido preparo.
Em meados dos anos 90, a média era de 19 kg por habitante ano™, enquanto que atualmente a
média se encontra em torno de 15 kg por habitante ano™ (CONAB, 2015).

Os sistemas de cultivo da cultura do feijdo séo bastante diversificados no mundo todo,
variando desde monocultura altamente mecanizada e irrigada, a associacoes com milho,
outros cereais, cana-de-acUcar e café. No Brasil, até pouco tempo, a producdo de feijao
também era caracterizada por cultivos de subsisténcia, em pequenas areas e com pouca
tecnologia. No entanto, recentemente, a cultura tem passado por grandes transformacdes, em
que a producéo do grdo tem sido feita em grande escala, utilizando tecnologias avangadas,
como sistemas de irrigacdo, manejo fitossanitario e colheita mecanizada com maior aporte de
insumos no processo produtivo (KLUTHCOUSKI; AIDAR; THUNG, 2007).

A baixa produtividade da cultura tem ocorrido na maioria das regides produtoras
devido a problemas fitossanitarios, associados a metodos culturais inadequados e o
esgotamento progressivo da fertilidade do solo (BOREM; CARNEIRO, 2006), fazendo com
qgue o rendimento médio da cultura seja muito inferior a sua produtividade potencial
(BARBOSA; GONZAGA, 2012).

3.2. ANTRACNOSE

Entre as principais doencas de origem flngica, a antracnose, cujo agente causal é o
fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das mais importantes, pois ataca cultivares
suscetiveis em todo o mundo. E uma doenca cosmopolita, porém, apresenta maior
importancia nas areas tropicais e subtropicais, especialmente sob condi¢cdes de alta umidade
(SARTORATO, 1988).

Colletotrichum lindemuthianum é um fungo mitosporico e sua fase teleomorfica
corresponde a Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (THAUNG, 2008). Pertence a classe
Coelomycetes, ordem Melanconiales e familia Melanconiaceae. O fungo produz micélio
septado e ramificado, de coloragdo hialina, escurecendo & medida que envelhece. Os conidios
sdo hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos, cilindricos e com a pontas arredondadas,
germinam entre 6 e 9 horas sob condigdes favoraveis, formam o tubo germinativo, apressorio
e penetram pela cuticula e epiderme de hospedeiro (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005).
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Os conidios sdo formados no interior dos acérvulos e a massa de esporos formada
possui coloragdo rosea a salmédo. Os acérvulos contém setas que podem ser encontrados nos
hospedeiros e quase sempre em meio de cultura. Os conidiéforos sao hialinos, eretos e sem
ramificacdes (RAVA; SARTORO, 1994).

A antracnose estabelece-se preferencialmente em temperaturas entre 13 e 26°C, com
6timo de 21°C e umidade relativa do ar acima de 91%. Temperaturas superiores a 30°C e
inferiores a 13°C limitam tanto a infec¢cdo quanto o desenvolvimento do fungo (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Os sintomas da doenca podem ser visualizados em todas as partes da planta. O
hipocétilo das plantulas é infectado normalmente por esporos levados das lesdes
cotiledonares. As mesmas come¢am por uma diminuta mancha que gradualmente cresce no
caule, no sentido longitudinal. No final, as lesdes tornam-se deprimidas e de coloracdo
marrom escura (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

As lesdes no caule e no peciolo sdo geralmente ovaladas, deprimidas e de coloracdo
escura. Quando as condicBes sdo favoraveis ao desenvolvimento do fungo, as lesdes da base
do caule crescem, enfraquecendo-o e tornando-o incapaz de suportar a copa da planta. As
lesGes nas folhas ocorrem inicialmente na face abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas
manchas de cor pardo-avermelhada, posteriormente tornam-se de cor café-escura a negra. A
infeccdo ocorre tanto nas nervuras principais quanto nas secundarias. Em infeccGes severas ha
formacdo de manchas necrosadas nos tecidos adjacentes as nervuras (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Nas vagens, as lesdes sdo arredondadas, deprimidas, de tamanho varidvel, com o
centro claro, delimitado por um anel negro levemente protuberante. As lesdes podem
coalescer e cobrir parcialmente as vagens. Com condi¢cbes de umidade e temperatura
favoraveis ha formacdo da massa de esporos de coloracdo rosada no centro das lesdes
(PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

C. lindemuthianum possui uma ampla variabilidade em relacéo a capacidade de causar
doenca em varios cultivares. Esta variabilidade é identificada como diferentes racas
fisiolégicas (SARTORATO, 2002).

A antracnose é responsavel por danos que podem chegar a 100%, principalmente
quando séo utilizadas sementes infectadas e as condi¢Ges de temperatura e umidade relativa
do ar sdo favoraveis. Além da reducdo no rendimento da cultura, o fungo, quando infecta a
semente, causa a depreciacdo da qualidade do produto (SARTORATO; RAVA,; RIQOS, 1996).
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O agente causal da antracnose é um fungo hemibiotréfico, apresentando um processo
infeccioso dividido em duas fases, uma fase inicial biotréfica, que ocorre de 2 a 4 dias apds a
infeccdo, onde o patdgeno se estabelece no hospedeiro ndo havendo presenca de sintomas
visiveis e, outra fase, necrotrofica, onde ocorrem os sintomas (O’CONNELL et al., 2000).

O patdgeno sobrevive em restos de cultura, de uma estacdo para outra ou de um
cultivo para outro, como micélio dormente dentro do tegumento das sementes, nas células dos
cotilédones. E transmitido a longas distancias via sementes contaminadas e a curtas distancias
via respingos de agua de chuva, irrigacdo e ventos. Ainda pode ser disseminado pelo homem
ao caminhar pela lavoura, pelos insetos, implementos agricolas e animais (RAVA,
SARTORATO, 1994).

3.2.1 Medidas de controle

A antracnose € uma doenca de dificil controle devido a uma série de fatores, como a
eficiente transmissdo do patégeno pela semente, a capacidade de sobrevivéncia do patdégeno
em restos culturais e a alta variabilidade genética (BIGIRIMANA; HOFTE, 2001).

Os principais métodos de controle utilizados séo préaticas culturais, controle quimico e
utilizacdo de cultivares resistentes. A utilizacdo de sementes sadias, a rotacdo de culturas e a
utilizacdo de densidade de semeadura adequada sdo as praticas culturais recomendadas para o
controle da antracnose (SARTORATO; RAVA; FARIA, 2009).

O tratamento de sementes com fungicidas sisttmicos pode inviabilizar os esporos e o
micélio do fungo presentes no interior da semente. Os fungicidas protetores podem ser
utilizados no controle da antracnose, sendo que se deve iniciar o tratamento quando 0s
primeiros sintomas surgirem (SARTORATO; RAVA; RIOS, 1996).

O uso de cultivares resistentes tem sido o0 método mais apropriado para controlar a
antracnose, particularmente em paises onde métodos alternativos sdo dificeis de serem
implementados; porém, a grande variabilidade de C. lindemuthianum tem resultado em
continua quebra de resisténcia em cultivares comercias (MEDEIROS, 2004).

A preocupacdo com a presenca de residuos de agrotoxicos nos alimentos e a exigéncia
cada vez maior do mercado consumidor de adquirir produtos saudaveis tém levado os
pesquisadores a buscar medidas alternativas para o controle de doengas de plantas, como o
emprego de indutores de resisténcia (DI PIERO; GARDA, 2008).
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3.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

A sustentabilidade da atividade agricola depende, em parte, do uso de métodos de
controle alternativo de doencas e pragas. No caso das doencas, muitos trabalhos de pesquisa
enfocam o controle bioldgico e a inducdo de resisténcia (BERTONCELLI et al., 2016;
GONTIJO NETO et al., 2016; RIBEIRO; SERRA; ARAUJO, 2016; GABARDO, 2015).

A ativacdo de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao
tratamento com agentes bioticos ou abidticos € denominada de resisténcia induzida
(HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997). As plantas ativam um conjunto de respostas de
resisténcia apds o reconhecimento de um patdgeno ou pela aplicacdo exdgena de indutores de
resisténcia (GUZZO et al., 1999).

A resisténcia do hospedeiro a uma doenca pode ser definida como a capacidade da
planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade de um patégeno nos tecidos
da mesma (AGRIOS, 2005).

As plantas sdo expostas a um grande numero de patdgenos, e como consequéncia,
apresentam um complexo mecanismo de defesa para reconhecer e se proteger, atraves do
desenvolvimento de barreiras, como mecanismos de defesa pré e pos-formados que
restringem a infecgdo/colonizagdo. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos na
resisténcia podem ser divididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais atuam como
barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos atuam através da producdo de substancias tdxicas
ou repelentes ao patdgeno, ou criando condicGes adversas ao estabelecimento deste na planta
(MAZARO, 2007).

Os fatores de resisténcia pré-formados séo aqueles presentes na planta antes do contato
com o patogeno, sendo representados por estruturas como ceras, cuticula, parede celular
espessa e tricomas, bem como substancias quimicas pré-formadas, como fenais, alcaloides,
inibidores proteicos e enzimas hidroliticas. J& os pds-formados estdo ausentes ou em baixo
nivel antes da infeccdo, produzidos ou ativados em resposta a presenca do patdgeno. Estes
mecanismos envolvem a formacdo de papilas, halos, lignificacdo, camada de cortica,
formacéo de tilose, deposicdo de goma, além de compostos bioquimicos como fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese e especies reativas de oxigénio (PASCHOLATI; LEITE,
1995).

O mecanismo de indugdo de resisténcia ou amplificacdo da resposta de defesa em

plantas é chamado de eliciagdo. As moléculas que induzem, ou amplificam, sdo chamadas de



17

eliciadoras ou elicitores, podendo ser de origem proteica, lipidica ou polissacaridica (LYON;
NEWTON, 1999).

A sequéncia de eventos relacionados a inducéo e expressao da resisténcia ou resposta
de defesa inicia-se com o reconhecimento pelo hospedeiro de alguma caracteristica quimica
ou estrutural do patdgeno ou agente de estresse ou dano associado com a invasdo. Esta
percepcao resulta na producdo ou liberagdo de um composto sinalizador que é responsavel
pela inducdo da resposta de defesa da planta (JOHAL et al., 1995).

A resisténcia induzida pode ser caracterizada como uma resposta de defesa ao ataque
de um determinado patégeno, produzido no local ou longe do ponto de infeccdo. Na
resisténcia sisttmica, um sinal é translocado para outras partes da planta e induz mecanismos
de defesa a distancia que limitam a colonizacdo dos tecidos pelo patdgeno, limitando a
expansdo das lesbes. A resisténcia sistémica adquirida (RSA) é uma das respostas que podem
ser observadas apés a inoculagdo das plantas por um patégeno. Ela pode ser iniciada, por
exemplo, em resposta a necroses induzidas por patdégenos que tornam a planta sistemicamente
protegida contra infecgbes subsequentes causadas pelo mesmo patdgeno ou por outros
patdgenos (MORAES, 1998).

A RSA envolve a expressdo de genes como das Proteinas Relacionadas a Patogénese
(PRPs), entre elas, B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases, onde a inducdo é dependente
do &cido salicilico (AS). A RSA pode ser ativada quando a planta é exposta aos pat6égenos
virulentos, avirulentos, ndo-patogénicos ou quando tratadas com 4&cido 2,6 dicloro-
isonicotinico (INA) ou &cido-benzo-(1,2,3)-thiadiazole-7-carbotiético (BHT) (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997). A RSA s0 seré estabelecida apds um periodo de tempo,
sendo este necessario para que ocorra a expressdo de genes, acimulo de PRPs e a inducéo
sisttmica do AS (PASCHOLATI et al., 2010). Por outro lado, a Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI) estad associada ao acido jasmonico (AJ) e etileno (ET), ndo envolvendo a
sintese de PRPs. Contudo, a resisténcia em plantas esta associada a eficiéncia do hospedeiro
em reconhecer a presenca do patégeno através de mecanismos de percepgdo e transducdo de
sinais que podem resultar na resisténcia das plantas aos patdgenos. Quando uma planta é
desafiada por um patdgeno ou tratada com eliciadores, ocorrem alteracdes metabdlicas nas
plantas e também uma sinergia entre 0 metabolismo primario e secundario (VIECELLI et al.,
2010).

Os genes de resisténcia estdo associados com o incremento do &cido salicilico (AS),
acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) (JALALI; BHARGAVA; KAMBLE, 2006). A RSA esta

associada ao AS, o qual é o sinalizador para a expressdo de certas proteinas relacionadas a
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patogenicidade (GLAZEBROOK, 2005). As diferentes formas de resisténcia foram
descobertas recentemente, pois algumas plantas ndo respondiam bioquimicamente a indutores
como a rizobactéria Pseudomonas fluorescens. Essas rizobactérias induzem a RSI, que é
independente do &cido salicilico e ndo esta associada com a ativacdo dos mesmos genes da
RSA. Em substituicdo ao AS, a RSI requer, para a sua ativacao, o aumento dos niveis de AJ e
ET (BOSTOCK, 2005).

Um dos mais eficientes mecanismos de defesa é a reacdo de hipersensibilidade, onde
ha a inducdo da producdo de fitoalexinas e de varias proteinas de defesa codificadas por genes
da planta, resultando na morte repentina de um nimero limitado de células do hospedeiro ao
redor dos sitios de infeccdo (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996).

3.4 INDUCAO DE RESISTENCIA EM FEIJAO

A inducdo de resisténcia a doencas na cultura do feijdo é um tema que tem mostrado
bastante interesse dos pesquisadores. Kuhn (2007) observou que os indutores Bacillus cereus
e azibenzolar-S-metilico (ASM) induziram resisténcia em plantas de feijdo contra
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) e Sclerotina sclerotiorum (Lib.) de Bary, sendo
que o indutor bidtico B. cereus alterou o metabolismo do feijdo sem interferir na sua
produtividade e melhorando a qualidade da producdo. J& o indutor abidtico ASM alterou
acentuadamente o metabolismo do feijdo, gerando um custo metabdlico e redirecionando seus
fotoassimilados para investir em defesas, ocasionando reducéo na produtividade.

Bressan (2011) constatou que os indutores ASM e proteina harpina se mostraram
eficientes na inducdo de resisténcia contra o crestamento bacteriano comum causado por X.
axonopodis pv. phaseoli em plantas de feijdo das cultivares IPR-Colibri e IAPAR 31,
reduzindo a severidade da doenca e induzindo a sintese de compostos fendlicos e da enzima
peroxidase.

No trabalho conduzido por Faulin (2010), a autora relatou que houve inducdo de
resisténcia em plantas pré-tratadas com ASM e desafiadas com X. axonopodis pv. phaseoli,
pois as mesmas obtiveram menor severidade da doenca; porém ocorreram reducdo nos
componentes de producéo.

Gadaga (2009), com o objetivo de avaliar o efeito do fosfito de potéssio, zinco e
manganés no controle da antracnose em plantas de feijdo do cultivar BRS Majestoso, sob
condigdes de campo, destacou que estes produtos condicionaram menores severidades da

doenca, semelhantes ao fungicida. A produtividade da cultura também foi incrementada com
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a aplicacdo dos fosfitos. Em casa de vegetacdo, os fosfitos de potassio e manganés
proporcionaram aumento da peroxidase e polifenoloxidase.

Com o objetivo de verificar o efeito local, residual e sistémico de extratos de
macroalgas marinhas no controle da antracnose em feijao, Abreu; Talamini e Stadnik (2007)
concluiram que os extratos de Lemna sp. e Ulva fasciata (Delile) reduziram sistemicamente a

severidade da doenca em 55 e 44%, respectivamente, em relacdo a testemunha.

3.5 PRODUTOS ALTERNATIVOS

3.5.1 Acibenzolar-S-metil

O acibenzolar-S-metil (ASM), comercialmente conhecido como Bion®, é um ativador
de plantas e ndo tem acdo direta contra patdgenos. A aplicacdo é realizada na parte aérea das
plantas, ativando seus mecanismos naturais de defesa e aumentando sua resisténcia as
doencas. Devido ao seu modo de acdo particular, o produto deve ser aplicado antes da entrada
dos patdgenos, de forma preventiva. O produto é rapidamente absorvido pelos tecidos foliares
e se transloca sistemicamente, tanto para as folhas quanto para as raizes (BRASIL, 2016).

O ASM é um produto de baixa toxicidade e sistémico, rapidamente absorvido e
translocado através das plantas, elicia a expressdo dos mesmos genes da resisténcia sistémica
adquirida e de moléculas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) ativadas pelo acido
salicilico (AS).

Este produto pode ser enquadrado na definicdo de um indutor de resisténcia, pois
fornece protecdo a um amplo espectro de patdgenos, induz a expressdo dos mesmos
marcadores moleculares e bioquimicos (como as proteinas-RP) tanto quanto os indutores
bioldgicos, e ndo apresenta atividade antimicrobiana direta (KESSMAN et al., 1994). As
consequéncias deste fendmeno incluem o impedimento da penetracdo do patdgeno, possivel
hidrélise de componentes da parede celular de fungos e sensibilizacdo das células do
hospedeiro para reagir mais rapidamente a infeccdo (HUANG et al., 2000). Na infeccédo
sisttmica, 0 AS é necessario para a transmissdo de sinais para a indugdo de resisténcia. O
ASM parece substituir o AS neste processo induzindo resisténcia sem que a infeccdo tenha
ocorrido (KUHN, 2007).

O ASM ¢ sistémico e pode ativar mecanismos de defesa contra fungos e Oomycotas
(OOSTENDORP et al.,, 2001), bem como a algumas bactérias (ROMERO; KOUSIK;
RITCHIE, 2001) e certas viroses (ANFOKA, 2000).
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Devido ao seu modo de acdo, o desenvolvimento de patdgenos resistentes ndo é
esperado, podendo propiciar novas oportunidades para o manejo efetivo e sustentavel de
doencas em algumas culturas (GULLINO; LEROUX; SMITH, 2000). Desta forma, o ASM
pode ser empregado como um método alternativo ao controle convencional de doencas,
possibilitando a reducgdo ou substituicdo dos fungicidas empregados no controle das mesmas
(KUHN, 2007).

Gontijo Neto et al. (2016), com o objetivo de avaliar a influéncia de compostos
alternativos na severidade da antracnose em feijdo, verificou que as plantas tratadas com
ASM apresentaram reducéo de 10,3% da AACPD em relagdo a testemunha. A redugdo da
severidade da antracnose no feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) com a utilizagdo do
indutor de resisténcia ASM também foi verificado por Siqueira (2015).

Trabalhos demonstram que a RSA foi ativada em varias culturas apds a aplicacdo do
ASM, como na batata (Solanum tuberosum L.) (BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003),
pepino (Cucumis sativus L.) (NARUSAKA; NARUSAKA; HORIO, 1999), feijdo (IRITI;
FAORO, 2003), cacaueiro (Theobroma cacao L.) (RESENDE et al., 2002) e cafeeiro (Coffea
arabica L.) (MONTEIRO, 2011).

3.5.2 Fosfito de potéssio

Os fosfitos sdo produtos liquidos originados da neutralizacdo do &cido fosforoso
(H3PO3) por uma base, que pode ser hidroxido de sédio, hidréxido de potassio, hidroxido de
amonio entre outros, sendo o hidréxido de potassio o mais utilizado, formando o fosfito de
potéassio, que possui excelentes qualidades sanitarias, com atividade fungicida, atuando
diretamente sobre os fungos ou ativando mecanismo de defesa das plantas (REUVENI, 1997).

Os fosfitos de potassio foram introduzidos no mercado como fertilizantes na década de
70. O uso de fertilizantes a base de fosfito como fonte de fésforo tem aumentado
significativamente em atividades agricolas no Brasil, visando ao aumento na produtividade
(DIAS et al., 2000).

Entre as principais vantagens da utilizacao de fosfito na agricultura, destaca-se o baixo
custo relativo da matéria-prima, a prevencao e controle das doencas produzidas por fungos e a
melhoria do estado nutricional das plantas. Outros efeitos incluem o equilibrio nutricional das
plantas, melhor amadurecimento, o prolongamento do tempo de conservacdo e qualidade
superior dos frutos na pés-colheita (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).
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O fosfito de potéssio inibe o crescimento dos esporos dos fungos, agindo como uma
toxina direta sobre o patogeno, ou apresentando atividade indireta no controle de patdgenos,
estimulando a formacgdo de fitoalexinas, uma substancia natural de autodefesa da planta
(DERCKS; CREASY, 1989). Estes produtos apresentam rapida absorcdo pelas raizes e
folhas, com menor exigéncia de energia da planta e sdo ainda bons complexantes,
favorecendo a absorcdo de K, Ca, B, Zn, Mo, Mn, entre outros nutrientes (VITTI et al, 2005).

O carater sisttmico dos fosfitos (ascendente e descendente) e a sua rapida absorcéo
pelas raizes, caules e folhas, permite varios métodos de aplicacdo, de acordo com o tipo de
planta e caracteristicas do agente patogénico a ser controlado. O fosfito tem sido relacionado
ao aumento da zona bloqueadora da necrose, rdpida mudanca citologica através da migracao
nuclear, deposicdo de papila e aumento da resposta de hipersensibilidade levando a morte
celular (GUEST; GRANT, 1991). Tem se apresentado como uma alternativa eficaz no manejo
de doencas, em associacdo com fungicidas (REUVENI; REUVENI, 1995).

Estudando o efeito do fosfito de potéassio sobre C. lindemuthianum in vitro, Caixeta;
Vieira e Canedo (2012) observaram uma diminuicdo no crescimento micelial do patogeno,
submetido a diferentes doses do produto. As inibi¢cBes mais relevantes ocorreram nas maiores
concentracdes (0,25 e 0,50 pL mL™Y) do fosfito de potéassio, onde foi observado menor
velocidade do crescimento micelial em fungdo do tempo de incubacéo.

Produtos a base de fosfito de potassio tém sido indicados no controle de fungos do
género Phytophthora e dos fungos de podridées do colo, raiz, tronco e frutos. O uso de
formulacGes a base de fosfito de potassio tem sido alvo de constantes estudos em culturas
como uva, nectarina, manga, rosa, pepino, citros, café, hortalicas, algodao, trigo e soja
(IRVING; KUC, 1990; REUVENI; REUVENI; AGAPQV, 1996).

Bécot et al. (2000) utilizando Phytogard®, uma solucdo liquida contendo 58% de
fosfito de potassio (K,HPO3), observaram alto nivel de prote¢do contra oidio em cruciferas,
de maneira dependente da dose utilizada, sendo que a protecdo restringiu-se apenas aos
tecidos tratados, ndo havendo resposta sistémica.

Smillie; Guest e Grant (1989) sugerem que plantas tratadas com fosfito sdo capazes de

produzir compostos antimicrobianos de forma mais efetiva que as ndo tratadas.

3.5.3 Rocksil®

O produto Rocksil®, atualmente utilizado na agricultura, ndo é toxico e apresenta em

sua constituicdo silicatos, calcio e tragos de elementos minerais de origem vulcéanica. Segundo
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Albuquerque e Uesugi (2000), este produto é apresentado como indutor de resisténcia visando
principalmente o mercado de produtos organicos.

Rocksil® é um produto em p6 fino, preparado através de moagens, micronizacio e
estandardizacdo de argilas especiais procedentes de minas brasileiras autorizadas pelo
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente). Este produto pode ser facilmente diluido
em &gua e possui excelente qualidade de adesdo sobre os vegetais. E absorvido em
aproximadamente duas horas, ndo sendo necessaria nova aplicacdo se chover apds este
periodo (ECOINSUMOS, 2015).

Embora ndo seja considerado um elemento essencial as plantas, o silicio pode reduzir
consideravelmente os danos provocados por doencas e pragas de importancia econdmica,
diminuindo a necessidade de aplicacdo de pesticidas (ALVAREZ; DATNOFF, 2011). Nas
plantas, o silicio participa do fortalecimento da camada de células epidérmicas, formando
barreira fisica contra a penetracéo de hifas de fungos (MARSCHNER, 1995).

Segundo Pozza e Pozza (2003), plantas com excesso ou deficiéncia de nutrientes
normalmente sdo vulneraveis a ocorréncia de doencas. A nutricdo mineral equilibrada esta
relacionada ao menor progresso de doencas, pois favorece o acimulo de compostos inibidores
ao redor do sitio de infeccdo e/ou barreiras mecanicas que impedem a penetracdo e a infeccéo
por patégenos.

Pesquisas tém confirmado o silicio como um dos elementos com potencial de redugéo
da incidéncia e severidade de doencas, em diversas culturas. Segundo Korndorfer; Pereira e
Camargo (2003), os efeitos que os silicatos de Ca e Mg promovem nas plantas sdo varios e
entre eles estd 0 aumento da resisténcia as infecgdes, principalmente as causadas por fungos.

Os fertilizantes de plantas com efeito de indutores abidticos de resisténcia,
principalmente os silicatados, como exemplo do Rocksil®, tem mostrado grande potencial no
controle de doencas de hortalicas. Melo et al. (2012), com o objetivo de avaliar, em casa de
vegetacdo, o controle da meloidoginose em tomateiro organico com a utilizacéo de diferentes
produtos naturais, verificou que Rocksil® foi o que apresentou o melhor efeito sobre
Meloidogyne incognita (Kofold & White), destacando-se com 0s menores valores tanto para o
namero de ovos quanto para fator de reproducéo.

Ribeiro; Serra e Aratjo (2016) verificaram que Rocksil® nas concentracdes de 15 e 30
g L™ inibiu o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Saca.,
agente causal da antracnose em mamao (Carica papaya L.). Avaliando o controle da doenca
em pos-colheita, os autores concluiram que o Rocksil® na concentracdo de 30 g L™ foi

eficiente na reducéo dos sintomas da antracnose em frutos de maméo.
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Em espécies acumuladoras de silicio, tais como o trigo, foi verificada a reducéo do
namero de lesdes e area abaixo da curva do progresso da doenca pelo uso de silicato de célcio
(XAVIER FILHA et al., 2011). Resultados positivos foram obtidos pela pulverizacdo com
silicato de sodio e silicato de potassio no controle da antracnose em feijdo (MORAES et al.,
2006) e ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi Sydow & P. Sydow) (PEREIRA et al.,
2009), respectivamente.

Em cafeeiro (Coffea arabica L.), trabalhos realizados por Xavier (2005), concluiram
que o Rocksil®, na concentracdo de 1% foi eficaz ou superior aos demais tratamentos no
controle da cercosporiose (Cercospora coffeicola Berk & Cooke) e ferrugem do café
(Hemileia vastatrix Berk & Br.).

3.5.4 Ascophyllum nodosum

As macroalgas marinhas sdo encontradas em uma grande diversidade de espécies no
litoral brasileiro. Apesar do grande potencial, este recurso natural ainda é pouco utilizado na
agricultura. Por outro lado, em paises da Europa e nos Estados Unidos, produtos a base de
algas vém sendo comercializados ha vérias décadas como bioestimulantes de plantas,
fertilizantes e condicionadores do solo (LOPEZ, 2000). Com a finalidade de melhorar o
desempenho de culturas agricolas, a utilizacdo de extratos de algas tem crescido,
principalmente por ser alternativa ao uso de fertilizantes (KUMAR; SAHOO, 2011).

Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis destaca-se entre as espécies de algas marinhas e
tem sido muito estudada por suas propriedades que incluem desde a promocéo de crescimento
vegetal ao uso na alimentagio humana e animal (DI FAN et al., 2011). E uma alga marrom
encontrada nos mares articos e nas costas rochosas do Oceano Atlantico no Canada e no Norte
da Europa, onde a temperatura da agua ndo excede 27°C (KESER; SWENARTON;
FOERTCH, 2005).

A atividade antimicrobiana tem sido relatada em varios estudos, principalmente nas
algas vermelhas e marrons (ABOURRICHE et al., 1999; BENNAMARA et al., 1999; LI1ZZI
et al., 1998). Além da atividade direta contra microrganismos, alguns estudos confirmam a
inducdo de resisténcia das plantas a doencas devido a aplicacdo de extratos de algas marinhas
(KLARZYNSKI et al., 2000). De acordo com Lizzi et al. (1998), o extrato de A. nodosum
estimulou a atividade de peroxidases e a sintese da fitoalexina capsidiol em plantas de
pimentdo (Capsicum annuuum L.), aumentando a resisténcia das plantas a Phytophrora

capsici (Leonian).
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Diversos estudos tém revelado varios efeitos benéficos da aplicacdo de extratos de
algas em plantas, tais como a precocidade germinativa de sementes e de seu estabelecimento,
melhoria do desempenho e da produtividade vegetal e elevada resisténcia aos estresses
bidticos e abidticos (CRAIGIE, 2011). Os bioestimulantes derivados de A. nodosum sdo
constituidos por citocininas, auxinas, giberelinas, betainas e alginatos (KHAN et al., 2009).

Os extratos de alga podem ser aplicados atraves de pulverizacdo foliar, irrigagdo do
solo, tratamentos de sementes ou em combinacdo de uma ou mais formas (MACKINNON et
al., 2010). Tanto o método utilizado, quanto as dosagens, frequéncias e épocas de aplicacao
influenciam a resposta vegetal e variam de acordo com a espécie, cultivar, estacdo do ano e
localizacdo geografica (CRAIGIE, 2011).

Abkhoo e Sabbagh (2016) estudando os efeitos do extrato da alga A. nodosum no
controle de Phytophthora melonis Katsura em pepino (Cucumis sativus L.), verificaram que a
pulverizagdo foliar do extrato reduziu a incidéncia da doenga. As plantas tratadas
apresentaram aumento na atividade de enzimas relacionadas a defesa, sugerindo que o extrato
de A. nodosum aumentou a resisténcia a doenca.

Gomes e Serra (2013) avaliaram o efeito de A. nodosum em pimentas pds-colheita no
controle de C. gloeosporioides e concluiram que o produto foi eficiente no controle do
patégeno.

Plantas de pepino tratadas com extrato de A. nodosum apresentaram menor incidéncia
das doencas causadas por Didymella applanata (Niessl.) Sacc., Fusarium oxysporum Schlecht
e Botrytis cinerea Pers. ex Fries, e exibiram aumento da atividade de enzimas relacionadas a
defesa da planta, gerando evidéncias de que o aumento da tolerancia as doengas em pepino
possa ocorrer através da ativacdo de genes ou aumento da atividade de enzimas de defesa da
planta induzidas pelo extrato JAYARAMAN; NORRIE; PUNJA, 2011).

3.5.5 Bacillus subtilis

O controle bioldgico por microrganismos apresenta-se como alternativa para a reducao
ou eliminacdo do uso de agroquimicos no controle de fitopatogenos. A diversidade de
microrganismos, bem como suas relagdes antagonicas, sdo fatores importantes para o controle
biologico aplicado. Muitos trabalhos vém sendo realizados para elucidar as interagdes entre
antagonista-patégeno-hospedeiro, com o objetivo de estreitar o entendimento entre a ecologia

e 0s mecanismos de acdo que permeiam essas interacdes (RYAN et al., 2008).
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O género Bacillus spp., em especial, se destaca por formar enddsporo e apresentar uma
multiplicidade de mecanismos antagonicos, possibilitando a sua longa manutencdo e
sobrevivéncia em nichos ecologicos especificos, com grande versatilidade nos mecanismos de
acdo para driblar as defesas dos fitopatdgenos (CAMPOS SILVA et al., 2008).

As populagdes de B. subtilis ttm como habitat natural o solo, o qual é constituido por
uma complexa comunidade bioldgica, onde microrganismos procariotos e eucariotos
constituem maioria, tanto em numero quanto em diversidade. O procarioto pode ocupar
nichos ecologicos distintos em associagdo com plantas, estabelecendo-se na rizosfera,
rizoplano, filoplano e nos tecidos internos, onde se multiplicam, sobrevivem e se protegem da
acdo antagonistica do restante da microflora autoctone (ONGENA et al., 2005).

Bacillus subtilis tem sido usado comercialmente para o biocontrole de doencas de
plantas, assim como para aumentar a produtividade das culturas (YAO et al., 2006). O
biocontrole pode ser de natureza direta ou indireta (ONGENA et al., 2007). O antagonismo
direto exercido contra fitopatdgenos envolve os mecanismos de antibiose, como a sintese de
substancias antimicrobianas, a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de compostos
volateis. O mecanismo indireto € exercido pelo fendbmeno da resisténcia sistémica induzida
(RSI) (LEELASUPHAKUL; HEMMANEE; CHUENCHITT, 2008).

Bactérias antagbnicas, como B. subtilis, de modo geral, agem por antibiose e,
ocasionalmente, por parasitismo e competicdo. Microrganismos que agem por antibiose
geralmente tém amplo espectro de acdo, de forma que na inibicdo dos fungos a producdo de
substancias toxicas € mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acdo envolvido
(KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003).

A inibicdo da germinacdo de esporos de fitopatdgenos pelo isolado de B. subtilis QST
713 é reconhecida na literatura. Wszelaki e Miller (2005), utilizando Serenade® (B. subtilis)
para o controle da pinta preta (Alternaria solani Ellis & G. Martin) e da mancha de septoria
(Septoria lycopersi Speg.) no tomate; e Serrano et al. (2013), utilizando B. subtilis para o
controle da sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) em banana, verificaram que o
produto foi eficiente no controle destas doencas.

Moreira; Nesi e May de Mio (2014) relataram que o principal modo de agdo do
produto comercial Serenade® (B. subtilis) em Colletotrichum acutatum foi através da
producéo de metabdlitos termoestaveis capazes de inibir o crescimento micelial em 100%.

Martins (2013) verificou que isolados de B. subtilis associados ao fungicida
fludioxonil + metalaxil reduziram a incidéncia de mela (Rhizoctonia solani) em plantas de

feijdo.
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Peng et al. (2011) observaram que o biofungicida Serenade® reduziu a incidéncia de
hérnia das cruciferas (Plasmodiophora brassicae) em canola sob condi¢des controladas, mas

seu desempenho em campo foi insatisfatorio.

3.5.6 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria anaerobica facultativa, gram-positiva, em forma
de bastonetes, que produz enddsporos e é capaz de produzir inclus@es cristalinas proteicas
durante o processo de esporulacdo. Estas inclus@es cristalinas sdo responsaveis pela atividade
toxica desta espécie, especialmente para insetos (GLARE; O’CALLAGHAM, 2000). No
inicio da esporulacdo, B. thuringiensis, sintetiza uma grande quantidade de proteinas com
atividade inseticida, formando corpos de inclusdo cristalina, razdo pela qual sdo denominadas
Cry. Assim, B. thuringiensis tem sido utilizado em larga escala como inseticida
(YAMAMOTO; DEAN, 2000).

Durante o crescimento vegetativo e no processo de esporulacdo, as linhagens de B.
thuringiensis produzem uma variedade de antibidticos, enzimas, metabdlitos e toxinas que sdo
biologicamente ativas. O efeito fungistatico do entomopatégeno B. thuringiensis foi
demonstrado sobre alguns fungos fitopatogénicos. Foi constatado que dois isolados da
bactéria, um deles produtor da toxina bioinseticida Cryl Ab, apresentaram efeito fungistatico
sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium solani f. sp. phaseoli, Fusarium solani f. sp.
glycines, Fusarium oxysporum e Colletotrichum sp. (BATISTA JUNIOR et al., 2002). Os
autores sugerem a possibilidade de o efeito inibitério estar relacionado com a producdo de
quitinases e de outras enzimas, que podem ter acao contra a parede celular flngica, uma vez
que algumas bactérias antagonistas de fungos fitopatogénicos podem produzir quitinases.

O potencial de B. thuringiensis como agente de controle biolégico para fungos
fitopatogénicos foi também verificado por Vega et al. (2006). Os autores observaram que
quitinases produzidas por B. thuringiensis mostraram atividade litica contra as paredes
celulares de Fusarium sp. e de Sclerotium rolfsii, inibiram o crescimento micelial e
produziram aumento significativo na taxa de germinagao de sementes infestadas.

Estudos evidenciam o potencial de formulagdes comerciais de B. thuringiensis como
indutores de resisténcia. Cia (2005) constatou que a aplicacéo de B. thuringiensis (7,5 mg mL™),
24 horas antes da inoculacdo com Colletotrichum gloeosporioides reduziu de forma
significativa a severidade e a incidéncia de antracnose em mamdes, de forma dependente do

intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagdo, mas ndo atuou diretamente sobre o
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crescimento micelial e a germinacdo de conidios do patdgeno, verificando, dessa forma, que a
protecdo observada nos frutos pode estar relacionada a inducgdo de resisténcia ativada pela

bactéria.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXPERIMENTOS EM LABORATORIO

4.1.1 indice de velocidade de crescimento micelial

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual de Ponta Grossa. Foram testados os seguintes tratamentos: fungicida - hidroxido de
fentina (Mertin® - 40%), fosfito de potassio (Foskalium® 30-20 - P,Os5 30% e K,O 20%),
fertilizante foliar (Rocksil® Al,O3 - 20,56%; SiO, - 17,43%; S - 9,82%, CaO - 1,31%, TiO, -
0,34%, MgO - 0,18%, Fe,03 - 0,16% e P,0s- 0,10%), acibenzolar-S-metilico (Bion®- 50%),
Ascophyllum nodosum (Acadian® K20 - 5,3% e carbono organico total - 6,0%), Bacillus
subtilis (Serenade®- 1,34% - 1 x 10° UFC g™) e Bacillus thuringiensis (Dipel®- 3,2% - 25
bilhdes de esporos viaveis).

O isolado de C. lindemuthianum utilizado nos testes foi proveniente de plantas de
feijdo cultivadas na Fazenda Escola Capdo da Onca, mantido na colecdo da UEPG e foi
cultivado em de cultura BDA (batata dextrose &gar).

A incorporagdo dos produtos no meio de cultura ocorreu apds a esterilizacdo do
mesmo em autoclave, nas concentracfes de 1, 10, 100 e 1000 ppm, através de diluicdo em
série a partir de uma solucdo contendo 100 mL do meio de cultura na concentracdo de 1000
ppm de cada produto.

Apos a incorporacdo dos produtos e solidificagdo do meio de cultura nas placas de
Petri, foram transferidos para o centro das placas de Petri discos de micélio do fungo de 0,6
cm de diametro proveniente de uma placa com colénia do fungo com 20 dias de idade,
cultivada em BOD a 25°C e 12 horas de fotoperiodo. A testemunha correspondeu a placas
contendo apenas o meio de cultura BDA, com um disco de micélio no centro, sem a
incorporacdo dos produtos.

As placas com as coldnias foram incubadas em camara tipo BOD a 25°C com 12 horas
de fotoperiodo. O crescimento micelial foi avaliado pela medicdo diaria do didmetro da
colénia do fungo, até que o tratamento testemunha atingisse a borda da placa, em dois eixos
diametralmente opostos, com auxilio de régua milimétrica, calculando-se a média para cada
repeticio. Com as médias obtidas foi determinado o indice de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM), pela formula descrita por Oliveira (1991):
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IVCM =Y (D - Da)
N
Na qual:
D = didmetro médio atual da coldnia;
Da = didmetro médio da coldnia do dia anterior;
N = ndmero de dias de avaliacao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial, representado pelos indutores em diferentes concentragfes (7 indutores x 4
concentragdes), com cinco repeticdes. Cada placa de Petri contendo as colbnias foi
considerada uma repeticdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as

médias, quando significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
4.1.2 Método da folha destacada

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e na casa de vegetacao
da Universidade Estadual de Ponta Grossa. A técnica da folha destacada é uma alternativa
simples e répida para testar a reacdo de plantas a patdgenos em laboratério e vem a
complementar os resultados obtidos no campo. A vantagem desta técnica € a economia de
espaco, de indculo, menor risco de contaminacdo e possibilidade de manipulacdo do ambiente
(TWIZEYIMANA et al., 2007).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial de 8 (tratamentos) x 2 (aplicacdo ou ndo do produto em metade da mesma folha), com
cinco repeticdes. Os tratamentos e suas respectivas doses estdo descritos na Tabela 1.

Neste experimento foram utilizados trifolios de feijdo do cultivar IPR Uirapuru,
destacados de plantas no estadio fenoldgico V3 (primeiro trifélio aberto), cultivadas em vasos
na casa de vegetacdo. Depois de destacados com auxilio de tesoura desinfestada, os trifélios
foram levados ao laboratério, onde metade da sua superficie inferior foi pulverizada com
auxilio de borrifador (a outra metade da folha foi protegida por papel aluminio), até o ponto
de escorrimento. Posteriormente, os trifolios foram acondicionados em caixas gerbox
(desinfestadas em hipoclorito de sédio a 25%) contendo trés folhas de papel filtro

esterilizadas previamente e umedecidas com 20 mL de agua destilada e autoclavada.
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Tabela 1 - Ingrediente ativo, produto comercial e suas respectivas doses para 0 método da folha destacada e para
0 experimento em casa de vegetacdo. Ponta Grossa/PR, 2016.

Ingrediente Produto
ativo comercial Dose
1-Testemunha e
H ®
2 - Hidroxido de fentina Mertin 400 600 mL ha'*
S ®
3 - Fosfito de potéssio Foskalium 4L hat
H®
4 - Fertilizante foliar Rocksil 2%
) - Bion® 1
5 - Acibenzolar-S-metilico 259 ha
L ®
6 - Ascophyllum nodosum Acadian . 2Lhat
7 - Bacillus subtilis Serenade 3L ha'l
. o Dipel® 1
8 - Bacillus thuringiensis 350 g ha

Apo6s 72 horas da aplicagdo dos produtos foi realizada a inoculacéo artificial do
patégeno no trifolio inteiro. A reaplicacdo dos produtos ocorreu 72 horas apés da inoculacdo
do patégeno na mesma metade do trifélio onde foi aplicado anteriormente. A inoculagéo de C.
lindemuthianum foi realizada com suspenso de esporos na concentracéo de 2 x 10° conidios
mL™. O isolado de C. lindemuthianum foi cultivado em &gar-vagem (DALLA PRIA et al.,
1997) e mantido em BOD a 20°C, no escuro, para a esporulagio do patégeno. Para o preparo
do indéculo foram adicionados aproximadamente 20 mL de agua destilada estéril aos tubos
contendo as colbnias esporuladas do fungo, seguida da raspagem superficial do meio de
cultura com o auxilio de um pincel para a liberacdo dos conidios. A suspensdo concentrada de
conidios foi filtrada através de uma dupla camada de gaze, a fim de separar os conidios de
restos do meio de cultura, e ajustada para a concentracdo utilizada com o auxilio de uma
camara de Neubauer. Para cada litro da suspensdo final de conidios foi adicionada uma gota
de Tween 80®. A severidade da antracnose foi avaliada aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias apds a
inoculacdo (DAI) pela escala diagramatica proposta por Godoy et al. (1997) (Anexo 3).

As caixas gerbox com as folhas foram acondicionadas em camara tipo BOD com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante todo o experimento (15 dias). Com o0s
dados obtidos calculou-se a AACPD conforme descrito anteriormente.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste de F e as médias,
guando significativas, comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com o
auxilio do software a ESTAT - Sistemas para analises estatisticas (V. 2.0) (STAT, 2001).
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4.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Trés sementes de feijdo do cultivar IPR Uirapuru foram semeadas em vasos de trés
litros de volume com substrato turfoso. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial de 7 (tratamentos) x 2 (aplicacdo ou ndo do
produto), com cinco repeticdes.

A pulverizacdo dos produtos dos respectivos tratamentos (Tabela 1) foi realizada 20
dias apds a emergéncia, quando as plantas de feijdo atingiram o estadio fenoldgico V3 (12
folha trifoliolada). Apds 72 horas da aplicacdo dos produtos foi feita a pulverizacdo da
suspensdo de esporos na concentracdo de 2,0 x 10° conidios mL™ de C. lindemuthianum.
Passadas 72 horas da inoculacdo, foi realizada novamente a aplicacdo dos produtos. O isolado
de C. lindemuthianum foi cultivado em é&gar-vagem e mantido em BOD a 20°C, no escuro.
Para o preparo do inoculo foram adicionados aproximadamente 20 mL de &gua destilada
estéril aos tubos contendo as coldnias esporuladas do fungo, seguida da raspagem superficial
do meio de cultura com o auxilio de um pincel para a liberacdo dos conidios. A suspensdo
concentrada de conidios foi filtrada através de uma dupla camada de gaze, a fim de separar o0s
conidios de restos do meio de cultura, e ajustada para a concentracdo de 2,0 x 10° conidios
mL™* com o auxilio de uma cdmara de Neubauer. Para cada litro da suspensdo final de
conidios foi adicionada uma gota de Tween 80®.

Apds ajustada a concentracdo, a suspensao foi transferida para pulverizador manual de
plastico para pulverizacdo nas plantas de feijdo até a cobertura total das folhas. Depois de
inoculadas, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em camara Umida por um
periodo de 48 horas, com o objetivo de viabilizar a germinacdo dos esporos e a infeccao.
Apbs esse periodo, as plantas foram dispostas em uma bancada na casa de vegetacdo, onde
permaneceram por todo o periodo de avaliacéo.

A avaliagdo da severidade da antracnose nas folhas foi determinada a cada trés dias
ap0s o aparecimento dos primeiros sintomas através da escala diagramaética proposta por
Godoy et al. (1997). Avaliou-se o primeiro trifélio, o qual recebeu a aplica¢do dos indutores e
0 segundo e terceiro trifdlios, os quais ndo receberam a aplicacdo dos indutores, aos 4, 7 e 10
dias ap6s a inoculagdo. A partir dos dados de severidade foi calculada a Area Abaixo da
Curva do Progresso da Doenga (AACPD), (CAMPBELL; MADDEN, 1990) pela equagéo:
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AACPD = 3" [Y w1 + Yil2l*[(Tisa - Ti)]
i1
Na qual:

Yi: severidade da doenga na época de avaliagdo i (i=1, n)

Yi+1: severidade da doenca na época de avaliagdo i + 1

Ti: época da avaliacdo i, que geralmente se considera o nimero de dias ap0s a emergéncia das
plantas.

Tis1: época da avaliagdo i +1

n: numero de observacoes

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias quando significativas
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com o auxilio do software
ESTAT - Sistemas para analises estatisticas (V. 2.0) (STAT, 2001).

4.3 EXPERIMENTOS EM CAMPO

4.3.1 Instalacdo e conducdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados nas safras 2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016 na
Fazenda Escola Capdo da Onca, pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa (Ponta
Grossa-PR). O municipio localiza-se a 25°13” de latitude e 50°03° de longitude, a uma
altitude de 900 m acima do nivel do mar. De acordo com a Carta Climética e com a Divisao
Climatica do Estado do Parand, o clima é classificado como subtropical imido mesotérmico
(Cfb), sem estacdo seca definida, com geadas frequentes no inverno e temperaturas médias
nos meses mais quentes de 21,4°C e nos meses mais frios de 13°C. A precipitacdo média
anual é de 1.600 a 1.800 mm. O solo no local € classificado como CAMBISSOLO HAPLICO
Th Eutréfico tipico, textura argilosa (EMBRAPA, 2006). O sistema adotado na area é o
plantio direto na palha. As temperaturas médias mensais, precipitacdo total mensal e a
umidade média na fazenda no periodo, foram coletadas por estacdo agrometeorologica
localizada proxima ao campo experimental, e estdo descritos nos Anexos 1 e 2.

Nas trés safras utilizou-se o cultivar de feijao Uirapuru (IPR88), desenvolvido pelo
Instituto Agrondémico do Parana (IAPAR). Este cultivar é pertencente ao grupo comercial
preto e apresenta ampla adaptagdo, alto potencial de rendimento, porte ereto e habito de

crescimento indeterminado. IPR88 & suscetivel a antracnose e a mancha angular
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(Phaeoisariopsis griseola (Sacc) Ferr.) e resistente a ferrugem (Uromyces appendiculatus
(Pers) Unger.) e ao oidio (Erysiphe polygoni DC).

Na safra 2013/2014, a semeadura foi realizada no dia 28/11/2013 em sistema de
plantio direto, sobre a palhada de trigo, utilizando-se o espacamento entre linhas de 0,45 m
com 15 sementes por metro para obter densidade de 12 plantas m™ e populacéo final de
250.000 plantas ha™.

Para a adubacéo de base, utilizou-se o fertilizante NPK da formula comercial 02-08-12
na dosagem de 300 kg ha™. A adubacéo de cobertura foi realizada no dia 02/01/2014 (estadio
fenoldgico V4), utilizando-se a férmula 14-00-18 da dosagem de 200 kg ha™.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com oito
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos da aplicacdo, através de
pulverizacéo foliar dos produtos: 1 - testemunha; 2 - hidréxido de fentina (Mertin 400® - 600
ml ha'; 3 - Fosfito de potassio (4,0 | ha'); 4 - fertilizante foliar (Rocksil® 2%); 5 -
acibenzolar-S-metilico (Bion 500 WG® - 25 g ha*); 6 - Ascophyllum nodosum (Acadian®- 2 L
ha™); 7 - Bacillus subtilis (Serenade® - 3,0 L ha™) e 8 - Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(Dipel WP® - 350 g ha™). O tamanho da parcela foi 6,0 x 4,0 m (24 m?), sendo a érea Gtil de
5,0 x 1,35 m (6,75 m?). O desenvolvimento da cultura do feijio foi acompanhado pela escala
fenoldgica proposta por Gepts e Fernandez (1982).

A aplicacgdo dos produtos foi realizada a partir do estadio fenolégico V3 (15 DAE). Ao
todo, foram realizadas trés aplicacbes (estadios fenoldgicos V3, V4 e R5). A aplicacdo foi
realizada utilizando-se de pulverizador costal de pressdo constante (CO,), dotado de uma
barra com disposi¢do simultanea de quatro pontas espacadas de 0,50 m. O bico utilizado foi o
jato plano leque (XR 11002) e a pressao de 3 kg cm™. Utilizou-se uma vazéao aproximada de
250 L ha™. A aplicacéo foi realizada sob condicdes climaticas adequadas, umidade relativa
superior a 60% e temperaturas inferiores a 30°C.

O controle das plantas daninhas e pragas foi realizado pela aplicacdo de herbicidas e
inseticidas, respectivamente, recomendados para a cultura do feijdo. Os produtos utilizados
nas trés safras estdo descritos nas Tabelas 1 e 2.

A colheita foi realizada aos 102 dias ap6s a emergéncia (17/03/2014) quando a
umidade dos grdos estava em torno de 17% (medidor universal). Para fins de avaliagéo, foram
colhidas as plantas da area central de cada parcela, utilizando trilhadora estacionéria.
Posteriormente, o material foi levado ao Laboratorio de Sementes, da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, onde as sementes de cada parcela foram pesadas e sua umidade aferida pelo

medidor universal.
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Na safra 2014/2015, a semeadura foi realizada no dia 26/11/2014 em sistema plantio
direto, utilizando-se o espacamento entre linhas de 0,45 m, densidade de 12 plantas m™ e
populacéo final de 250.000 plantas ha™.

Para a adubacéo de base, utilizou-se o fertilizante NPK da formula comercial 14-34-00
na dosagem de 300 kg ha™. A adubagio de cobertura foi realizada no dia 16/12/2014,
utilizando-se a formula 30-00-20 da dosagem de 150 kg ha™.

O delineamento experimental adotado, os tratamentos e suas doses, as épocas e 0
modo de aplicacdo, as dimensdes das parcelas e da area util foram os mesmos utilizados na
safra anterior.

No dia 25/02/2015 foi realizada a dessecacdo da cultura com diquate (Reglone® - 2,0
L ha) e etilenoxi etanol (Agral® - 0,5 L ha™). A colheita foi realizada aos 92 dias ap6s a
emergéncia (03/03/2015).

Na safra 2015/2016, a semeadura foi realizada no dia 01/12/2015 em sistema de
plantio direto, sobre a palhada de trigo, utilizando-se o espagamento entre linhas de 0,45 cm
com 16 sementes por metro para obter densidade de 12 plantas m™ e populacdo final de
250.000 plantas ha™. Para a adubacdo de base, utilizou-se o fertilizante NPK da férmula
comercial 14-34-00 na dosagem de 300 kg ha™. A adubacdo de cobertura foi realizada no dia
16/12/2014, utilizando-se a férmula 30-00-20 da dosagem de 150 kg ha™.

O delineamento experimental adotado, os tratamentos e suas doses, as épocas e 0
modo de aplicacdo, as dimensdes das parcelas e da area util foram os mesmos utilizados na

safra anterior.

Tabela 2 - Ingrediente ativo, nome comercial, dose e data de aplicacdo dos herbicidas utilizados para o controle
de plantas daninhas na cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) nas safras 2013/2014, 2014/2015 e

2015/2016.
Ingrediente ativo Nome comercial Dose Data de aplicacio

Safra 2013/2014

bentazona + imaxamoxi Amplo® 1,0 L ha't 27/12/2013

fomesaflen/bentazona Flex®/Basagran® 0,6 L ha'/0,1 kg ha™ 07/01/2014

setoxidim/tepraloxidim Poast®/Aramo 200® 0,8 L ha'/0,5 L ha™ 09/01/2014
Safra 2014/2015

setoxidim/tepraloxidim Poast®/Aramo 200® 1,1 Lha*0,7 L ha* 05/12/2014

fomesaflen/bentazona Flex®/Basagran® 0,6 L ha'/0,8 kg ha™ 15/12/2014

tepraloxidim Aramo 200® 0,5L ha™ 26/12/2014

fomesaflen/bentazona Flex®/Basagran® 0,6 L ha’/0,8 kg ha 15/01/2015
Safra 2015/2016

fomesaflen/bentazona Flex®/Basagran® 1L ha'/1,2 kg ha™ 29/12/2015

setoxidim/tepraloxidim Poast®/Aramo 200 1,25 L ha’/0,5 L ha™ 12/01/2016
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Tabela 3 - Ingrediente ativo, nome comercial, dose e data de aplicacdo dos inseticidas utilizados para o controle
de pragas na cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) nas safras 2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016.

Data de
Ingrediente ativo Nome comercial Dose aplicacdo
Safra 2013/2014
tiametoxam + lambda-cialotrina Engeo Pleno® 0,1 L ha* 27/12/13
lambda-cialotrina + chlotantianilipole Ampligo® 1,0 L ha' 7/1/2014
profands + lufenuron Curyom 550 EC® 100 mL ha™* 9/1/2014
Safra 2014/2015
6leo mineral Assist™ 0,3% 5/12/2014
metilcarbamato de oxima/tiametoxam + Lannate®/Engeo 0,8 L ha'/0,5 L ha™ 11/12/2014
lambda cialotrina Pleno®
6leo mineral/tiametoxam + lambda Assist®/Engeo 0,5%/0,2 L ha™ 26/12/2014
cialotrina Pleno®
flubendiamida + tiodicarbe Belt® + Larvin 800 0,1 L ha’/0,2 kg ha™ 14/01/2015
WG® 02/02/2015
Safra 2015/2016
tiametoxam + lambda-cialotrina Engeo Pleno® 0,15 L ha' 29/12/2015
profands + lufenuron Curyom 550 EC® 0,15 L ha' 12/1/2016

A colheita foi realizada aos 97 dias apds a emergéncia (07/03/2015). Em seguida, 0
material foi levado ao Laboratério de Sementes, da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
onde cada parcela foi pesada e sua umidade aferida pelo medidor universal.

4.3.2 Avaliacdo da severidade de antracnose nas folhas

Na safra 2013/2014, a avaliacdo da severidade de antracnose foi realizada
semanalmente durante o ciclo da cultura aos 42 DAE (estadio fenoldgico V4 - 32 folha
trifoliolada), 50 DAE (R5 - pré floracdo), 56 DAE (R5), 63 DAE (R6 - floracdo), 71 DAE
(R6) e 78 DAE (R7 - formacdo de vagens), estimando-se a porcentagem de tecido foliar
atacado nas folhas de 10 plantas escolhidas ao acaso, nas duas linhas centrais de cada parcela,
estimando a severidade nos trés tercos da planta (terco inferior, médio e superior), sendo a
severidade media dos tercos utilizada para a severidade da planta inteira. A severidade da
doenca foi estimada com auxilio de escala diagramatica de Godoy et al. (1997) (Anexo 3).

Na safra 2014/2015, a avaliacdo da severidade de antracnose foi realizada
semanalmente aos 40 DAE (V4 - 32 folha trifoliolada), 48 DAE (R5), 56 DAE (R5), 63 DAE
(R6), 70 DAE (R6) e 77 DAE (R7).
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Na safra 2015/2016, a avaliagédo da severidade da antracnose foi realizada aos 24 DAE
(V3 - 12 folha trifoliolada), 32 DAE (V3), 44 DAE (R5), 51 DAE (R5), 58 DAE (R6) e 65
DAE (R6), utilizando-se o mesmo critério de avalia¢do utilizado nas safras anteriores.

As avaliacdes de severidade da doenca possibilitaram o calculo da area abaixo da
curva do progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL; MADDEN, 1990) pela equagéo

descrita no topico 4.2.

4.3.3 Avaliacdo da severidade da antracnose nas vagens

A severidade da doenca nas vagens foi estimada por escala de notas (DALLA PRIA,;
AMORIM; CANTERI, 1999), descrita no Anexo 4, em todas as vagens de 10 plantas por
parcela. Esta avaliacdo foi realizada aos 75 DAE, apenas na safra 2015/2016. Os valores

obtidos foram transformados em indice de Doenga (MCKINNEY, 1923), pela equagio:

ID (%)= > (fxv) x 100
(n x x)
Na qual:

ID = indice de doenca

f = numero de vagens com determinada nota
v = grau de infecgdo

n = ndmero de vagens avaliadas

x = valor numérico maximo da escala empregada (nota)

4.3.4 Avaliacdo dos componentes de rendimento

A avaliacdo dos componentes de rendimento foi realizada através da colheita das
plantas presentes em um metro de linha de cada parcela. Os seguintes parametros foram
avaliados: numero de plantas por metro, nimero de vagens por planta, nimero de graos por

vagem e peso de mil gréos.
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4.3.5 Avaliacédo da produtividade

No final do ciclo da cultura, colheu-se a area util de cada parcela (6,75 m?), sendo
posteriormente pesada e aferida sua umidade. O peso foi convertido 13% de umidade, e a

produtividade estimada pela formula abaixo:

kg/ha = (100 - US) PP / (100 -13) AP/10
Na qual:

US = umidade da semente colhida
PP = peso da colheita de cada parcela

AP = &rea (til da parcela

4.3.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de F, as médias
quando significativas foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As
analises foram realizadas com auxilio do software estatistico STAT - Sistemas para Analises
Estatisticas (V. 2.0) (STAT, 2001).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS EM LABORATORIO

5.1.1 indice de velocidade de crescimento micelial

Para o experimento in vitro, foi calculado o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) para sete tratamentos e quatro concentracdes (Tabela 4). A mensuracao
diaria do crescimento micelial foi interrompida quando o micélio do tratamento testemunha
ocupou toda a placa de Petri, fato observado aos 20 dias ap06s a repicagem. Analisando
primeiramente cada tratamento dentro das concentraces (Tabela 4), observa-se que na
concentracdo de 1000 ppm houve diferenca significativa entre os produtos. O fungicida,
fertilizante foliar, B. subtilis e B. thuringiensis inibiram o crescimento do patégeno.

Vale a pena destacar os resultados obtidos para o B. subtilis. Este produto foi
altamente eficiente na inibicdo do fungo, pois ndo houve crescimento até mesmo na
concentracdo de 1 ppm, mostrando que este produto bioldgico possui acdo direta sobre C.
lindemuthianum. Resultados semelhantes foram descritos por Jacques (2015) com o fungo C.
graminicola, na qual o tratamento com B. subtilis inibiu em 100% o crescimento do pat6geno
nas concentracdes de 1, 10, 10 e 1000 ppm. J& o outro produto bioldgico, B. thuringiensis,
inibiu o crescimento do fungo nas concentraces de 1000 e 100 ppm, porém houve
crescimento em 10 e 1 ppm. Petatan-Sagahon et al. (2011), ao avaliarem a atividade
antifungica de B. subtilis sobre o desenvolvimento de Stenocarpela maydis e Stenocarpela
macrospora in vitro observaram porcentagem de inibi¢cdo de crescimento micelial de 96,5 e
84,3% para os fungos, respectivamente.

Isolados de B. subtilis inibiram o crescimento de Colletotrichum acutatum, agente
causal da queda prematura dos frutos citricos, tanto sob condi¢es de laboratério quanto nas
condigdes de campo (KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003). B. subtilis
apresenta atividade in vitro contra diferentes tipos de patdgenos, entre eles Rhizoctonia solani
Kuhn, por meio da producgéo de antibioticos como a iturina A e a sufactina, capazes de inibir o
crescimento micelial de fungos (ASAKA; SHODA, 1996).

O ASM né&o provocou a inibigdo de C. lindemuthianum, porém mostrou-se mais
eficiente que o fosfito de potassio e A. nodosum, sendo que estes Gltimos apresentaram o
maior IVCM (Tabela 4).
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Para a concentracdo de 100 ppm (Tabela 4), verifica-se que novamente o fungicida, B.
subtilis e B. thuringiensis inibiram o crescimento do patdégeno. O maior I\VCM foi obtido para
o fosfito de potassio e para o fertilizante foliar. O ASM e o extrato de alga ndo inibiram o

crescimento micelial do fungo.

Tabela 4 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum lindemuthianum submetido
ao efeito de produtos alternativos em diferentes concentragdes in vitro. Ponta Grossa/PR, 2015.

Tratamento Concentracdo (ppm)
1 10 100 1000
1 - Fungicida (hidréxido de fentina) 3,90 aD* 0,00 bD 0,00 bD 0,00 bC
2 - Fosfito de potassio 16,64 aA 15,68 aB 16,17 aA 10,22 bA
3 - Fertilizante foliar 15,77 bAB 17,17 aA 15,26 bA 0,00 cC
4 - acibenzolar-S-metilico (ASM) 16,72 aA 14,63 bB 13,47 bB 8,01 cB
5 - Ascophyllum nodosum 14,73 aBC 10,75 bcB 11,23 bC 9,90 cA
6 - Bacillus subtilis 0,00 aE 0,00 aD 0,00 aD 0,00 aC
7 - Bacillus thuringiensis 13,77 aC 12,04 bC 0,00 cD 0,00 cC

C.Vv.: 8091

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia; C.V.= coeficiente de variagéo.

Nota-se na concentracdo de 10 ppm que o fungicida e B. subtilis foram os Unicos
produtos que apresentaram eficiéncia na inibicdo do patdgeno (Tabela 4). Ao contrario do que
foi verificado em 1000 e 100 ppm, B. thuringiensis ndo inibiu o crescimento de C.
lindemuthianum, porém apresentou melhor resultado quando comparado ao fosfito de
potéssio, ASM, A. nodosum e fertilizante foliar, sendo que este Gltimo apresentou o0 maior
IVCM.

A menor concentracdo testada foi de 1 ppm (Tabela 4). Neste caso, B. subtilis foi o
unico produto que inibiu o crescimento do patégeno. Os demais produtos, inclusive o
fungicida, ndo obtiveram sucesso na inibicdo de C. lindemuthianum. Fosfito de potéassio,
fertilizante foliar, ASM, A. nodosum e B. thuringiensis apresentaram os valores mais elevados
de IVCM.

Quando se compara os produtos separadamente dentro das concentracdes, verifica-se
que ha diferenca significativa (Tabela 4). O fungicida inibiu o crescimento micelial nas
concentracdes de 1000, 100 e 10 ppm. O fosfito de potéssio nédo foi eficiente na inibi¢do do
crescimento do patégeno. O menor IVCM foi verificado em 1000 ppm, o qual diferiu
significativamente das demais concentracfes. O valor mais elevado de IVCM para o
fertilizante foliar foi obtido na concentracdo de 10 ppm, ja na concentragdo de 1000 ppm néo

houve crescimento do patogeno.



40

Para os tratamentos em que ndo houve crescimento micelial do patégeno, fez-se um
novo experimento a partir de concentragdes intermediarias (Figura 1). Foram testadas as
concentracdes de 2, 4, 6 8 ppm para o fungicida; 200, 400, 600 e 800 ppm para o fertilizante
foliar; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 ppm para B. subtilis e 20, 40, 60 e 80 ppm para B. thuringiensis.
Destaca-se o Bacillus subtilis, que novamente inibiu o crescimento micelial, mesmo em
concentragcdes muito baixas (0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 ppm).

Foi realizada a analise de regressao (Figura 1). Para os resultados obtidos, pode-se
observar que o fungicida, fertilizante foliar e B. thuringiensis comportaram-se de forma linear,
na qual o aumento na dose resultou na diminui¢do do IVCM. Para o fungicida, 0 menor
IVCM (2,5) foi encontrado na concentracdo de 8 ppm. O menor valor de IVCM para o
fertilizante foliar foi obtido na concentracdo de 800 ppm (8,89). Em relacdo ao B.

thuringiensis, o IVCM de 6,4 foi obtido na concentracédo de 80 ppm.
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Figura 1 - Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum lindemuthianum nas
concentragdes de 200, 400, 600 e 800 ppm para fertilizante foliar (A); 2, 4, 6 e 8 ppm para fungicida
(B) e 20, 40, 60 e 80 ppm para Bacillus thuringiensis. Ponta Grossa/PR, 2016.
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Caixeta; Vieira e Canedo (2012) observaram em seu trabalho uma diminuicdo no
crescimento micelial de C. lindemuthianum submetido a diferentes doses de fosfito de
potassio, sendo que as inibicdes mais relevantes ocorreram em concentracdes maiores do
produto. Os autores constataram que o fosfito de potassio pode ter acdo fungistatica para C.
lindemuthianum. Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que o fosfito de potassio
ndo foi eficiente na inibacdo do patdgeno, pois houve crescimento micelial em todas as
concentragdes testadas.

Ribeiro; Serra e Aradjo (2016), com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes
produtos naturais, dentre eles o fertilizante foliar Rocksil® e A. nodosum, no controle da
antracnose em frutos de mamado, verificaram que os mesmos inibiram o crescimento fungico
de C. gloeosporioides, ao contrario do observado no presente trabalho, em que o extrato de A.
nodosum ndo inibiu o crescimento de C. lindemuthianum. Houve a completa inibicdo do
patégeno quando testou-se Rocksil® na concentracdo de 1000 ppm. Esta inibicdo pode ter
ocorrido devido ao acumulo de compostos antifungicos, pois Rodrigues et al. (2005) citam
que o silicio, um dos elementos presentes no fertilizante foliar, aumenta a resisténcia das
plantas ao ataque de patdgenos e, além do efeito mecanico sobre a penetracao dos esporos do
patégeno no hospedeiro, o Si estd envolvido com o acumulo de compostos antiflngicos,
ativacdo de enzimas relacionadas com a defesa e fitoalexinas.

O ASM, que é registrado como indutor de resisténcia, ativando os mecanismos de
defesa da planta, ndo inibiu o crescimento de C. lindemuthianum, mostrando que o produto
ndo age diretamente sobre o patdgeno e sim, aumentando a defesa da planta. O menor IVCM
foi observado na maior concentracao testada (1000 ppm). O inverso também foi verificado,
pois na concentragao de 1 ppm constatou-se o maior IVCM (16,72).

Assim como o fosfito de potéassio, A. nodosum ndo inibiu o crescimento do patdégeno
em todas as concentracdes testadas. O IVCM foi aumentando a medida que as concentracfes
diminuiram, mostrando que quanto maior a concentragdo, maior é a eficiéncia do produto em

retardar o crescimento do fungo.
5.1.2 Método da folha destacada

No experimento em folha destacada, a aplicacdo do produto foi realizada em apenas
uma metade da folha, permanecendo a outra metade sem receber o produto, com o intuito de
verificar uma possivel diferenca na AACPD entre os dois lados do trifélio. Avaliou-se

separadamente cada metade do trifolio e inicialmente fez-se a analise estatistica no esquema
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fatorial, onde a aplicacdo ou ndo do produto constituiu um dos fatores. Porém, devido ao fato
de nédo haver diferenca significativa entre os fatores, decidiu-se por fazer a analise estatistica
no delineamento inteiramente casualizado utilizando a média dos dois lados do trifolio.

No experimento realizado em folha destacada calculou-se a AACPD e observou-se
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 5). Neste caso, foram testadas duas
testemunhas, uma que recebeu a inoculacdo do patégeno e a outra que ndo foi inoculada.
Ambas as testemunhas ndo diferiram entre si e apresentaram valores superiores aos demais
tratamentos. O fato da testemunha que ndo foi inoculada ter apresentado valores semelhantes
ao da testemunha que recebeu a inoculagdo pode ter ocorrido devido as plantas de feijdo de
onde foi retirado os trifélios estarem previamente infectados pelo patdgeno.

Todos os produtos testados ndo diferiram entre si quanto a AACPD na folha
destacada, mas apresentaram menor desenvolvimento da doenca em relacdo a testemunha. Os
produtos alternativos comportaram-se de modo semelhante ao fungicida, demonstrando neste
caso, que tais produtos possuem efeito positivo no controle da antracnose. E importante
observar que ndo houve diferenca na AAPCD entre o lado do trifélio que recebeu a
inoculacdo do patdgeno e o lado que ndo foi inoculado, podendo-se inferir, neste caso, que a

resisténcia ao patdgeno foi induzida sistemicamente.

Tabela 5 - Area abaixo da curva do progresso (AACPD) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) para os
experimentos realizados em folha destacada e em casa de vegetagdo. Ponta Grossa/PR, 2016.

AACPD AACPD
Tratamento folha destacada casa de vegetagdo
1 - Testemunha com inoculacdo 24,55 b 67,79 a
2 - Testemunha sem inoculagdo 20,94 b 4,18 ¢
3 - Fungicida (hidréxido de fentina) 17,03 a 2,98 ¢
4 - Fosfito de potéssio 12,29 a 579c
5 - Fertilizante foliar 15,53a 15,92 ¢
6 - acibenzolar-S-metilico 12,42 a 6,99 ¢
7 - Ascophyllum nodosum 13,46 a 48,32 b
8 - Bacillus subtilis 9,1a 48,49 b
9 - Bacillus thuringiensis 11,94 a 46,82 b
Média 15,25 27,48
C.V. (%) 42,37 49,62

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; C.V.= coeficiente de variagéo.

Os resultados obtidos no experimento em folha destacada indicam que os produtos
alternativos possuem potencial para reduzir a severidade da doenca, podendo esta reducgéo ser
ocasionada pela ativacdo dos mecanismos de defesa da planta de feijdo; ou através da agéo
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direta do produto sobre o patdgeno, o que foi verificado no experimento in vitro com o
fungicida, fertilizante foliar, B. subtilis e B. thuringiensis.

5.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

Outro experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde foi realizada a aplicacéo
dos produtos e a posterior inoculacdo do patdgeno. Os primeiros sintomas da antracnose
surgiram quatro dias apos a inoculacdo (DAI) e a doenca evoluiu rapidamente. Assim como
no experimento em folha destacada, foram usadas duas testemunhas. A primeira recebeu a
inoculacdo do patdgeno, e a segunda ndo. A aplicacdo dos produtos foi realizada apenas no
primeiro trifélio, consequentemente, as folhas novas ndo entraram em contato com 0S
mesmos, pois um dos objetivos do experimento era verificar se a inducdo de resisténcia era
sistémica. Diante disso, avaliou-se separadamente a severidade de antracnose na parte da
planta em que o produto foi aplicado (1° trifélio) e nas folhas novas, que ndo receberam a
aplicacdo dos produtos. Obtidos os dados da severidade da doenca em trés avaliacdes,
calculou-se a AACPD e inicialmente fez-se a analise estatistica no esquema fatorial, onde a
aplicacdo ou ndo do produto constituiu um dos fatores. Porém, devido ao fato de ndo haver
diferenca significativa entre os niveis dos fatores, decidiu-se por fazer a anélise estatistica no
delineamento inteiramente casualizado utilizando a média das duas partes da planta.

Os resultados obtidos mostram que houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 5). A
testemunha que foi inoculada apresentou o maior valor de AACPD. Os tratamentos A.
nodosum, B. subtilis e B. thuringiensis ndo diferiram entre si para esta varidvel analisada
(Figura 2B e 2C). Estes produtos apresentaram menores valores de AACPD quando
comparados a testemunha com inoculacdo, porém, foram estatisticamente superiores ao
fungicida, fosfito de potassio, fertilizante foliar, acibenzolar-S-metilico e a testemunha sem
inoculagdo. E importante observar que a doenca apresentou um baixo desenvolvimento na
testemunha que ndo foi inoculada (Figura 2A), mostrando que a inoculagdo obteve sucesso e
qgue o fungicida, o fosfito de potéassio, o fertilizante foliar e o acibenzolar-S-metilico
conseguiram retardar o desenvolvimento do patégeno. O experimento em casa de vegetacao
permitiu uma melhor visualiza¢do dos resultados e comparacdo dos produtos, devido ao fato
das condicdes no interior da mesma serem controladas e da interferéncia do meio externo ser
menor. Ao contrario, no campo, pode haver a interacdo dos mais diversos fatores, como as
condic@es climaticas, nutricdo, presenca de pragas e plantas daninhas, que podem interferir no

resultado.
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Dentre os componentes minerais do fertilizante foliar encontra-se o silicio. Moraes et
al. (2006), aplicando silicato de sodio em plantas de feijdo, constataram diminuicdo em 62,4%
na AACPD da antracnose. Resultados semelhantes foram encontrados neste trabalho, em que
a aplicacdo do fertilizante foliar reduziu em 76,5% a AACPD da antrachose em comparagéo a
testemunha. O controle da doenca neste caso pode ter ocorrido devido a nutri¢cdo de plantas
com silicio estar relacionada a formacao de uma barreira fisica abaixo da cuticula e aumento
da producdo de compostos fenolicos e fitoalexinas, além de uma maior atividade de enzimas
relacionadas a defesa da planta (RODRIGUES et al., 2005). A aplicacdo de silicio ainda gera
células epidérmicas com parede celular mais espessa e favorece melhor arquitetura das
plantas, aumentando a capacidade fotossintética e a resisténcia as doencas (BELANGER;
MENZIES, 2003).

L SR 2

Figura 2 - Experimento conduzido em casa de vegetacdo. Testemunha ndo inoculada (A), sintomas de antracnose
em folhas pulverizadas com Ascophyllum nodosum (B), sintomas de antracnose em folhas
pulverizadas com Bacillus subtilis (C). Ponta Grossa/PR, 2016.

Outros elementos presentes no fertilizante foliar, dentre eles aluminio, calcio,
manganés e zinco, também podem ter interferido na protecdo das plantas de feijdo ao C.
lindemuthianum. Muitas respostas de defesa da planta, como reacéo de hipersensibilidade e
indugdo de proteinas RP podem ser associadas a toxicidade do aluminio. Um efeito causado
pela toxicidade deste elemento € a inducdo da producdo de beta-glucanase, enzima capaz de
degradar a parede celular de fungos patogénicos (BOWLES, 1990).

O célcio tem papel importante na integridade estrutural da parede celular, da
integridade da membrana plasmaética e sua funcdo de transporte (STEPONKUS, 1984).
Olsson (1988) verificou que plantas tratadas com céalcio ficaram menos suscetiveis a

Fusarium solani.
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A nutricdo de plantas com manganés pode afetar o desenvolvimento de fungos, pois
este nutriente controla a sintese de lignina e suberina, que sdo barreiras bioquimicas
importantes contra a penetracdo de fungos fitopatogénicos (HAMMERSCHMIDT;
NICHOLSON, 2000). Altas concentracdes de Mn podem aumentar a quantidade de proteinas
RP e de compostos fendlicos (KANG; HUANG; BUCHENAUER, 2003).

O zinco tem papel fundamental na protecdo contra oxidacdo da membrana plasmaética
e das proteinas. Ao manter a estrutura e a integridade da membrana plasmatica, controla a
permeabilidade e protege a planta contra varios patdgenos. A aplicacdo de zinco pode ainda
reduzir a severidade da doenca pelo seu efeito toxico no patdgeno e ndo pelo metabolismo da
planta (GRAHAM; WEBB, 1991).

O fosfito de potassio contém fosforo e potassio em sua composi¢éo. O potassio possuli
funcBes importantes no metabolismo das plantas, auxiliando na sintese de proteinas, amido e
celulose, além de promover o desenvolvimento de parede celular mais espessa nas células
epidérmicas. O fosfito de potassio, quando aplicado em casa de vegetacdo, reduziu em 91,5%
a AACPD da antracnose. Em seu trabalho, Gadaga (2009) também observou em casa de
vegetacdo que o fosfito de potassio reduziu em 81% a severidade da antracnose quando as
plantas de feijdo foram pulverizadas com fosfito de potassio. Nascimento et al. (2008),
verificaram que a maioria dos fosfitos testados apresentaram reducdo da severidade e
incidéncia de Xanthomonas campestris em plantas de tomate.

Alto indice de controle da antracnose foi observado também com a aplicacdo do
indutor de resisténcia acibenzolar-S-metilico, o qual reduziu em 89,7% a AACPD da
antracnose em relacdo a testemunha. Acredita-se que este produto apresentou efeito indireto,
ou seja, ndo agiu diretamente sobre o patégeno, mas sim, ativou os mecanismos de defesa da
planta, pois a eficiéncia do ASM no controle de doencas de plantas pela inducdo de
resisténcia via ativacdo de genes latentes e/ou producdo de fitoalexinas ja esta bastante
consolidada. Dantas et al. (2004), trabalhando com antracnose em mamao na pés-colheita
observaram que a aplicacdo de ASM foi eficiente na reducdo da incidéncia e da AACPD em
relacdo a testemunha. Gadaga (2009) verificou reducdo de 90% na severidade da antracnose
em comparacdo a testemunha quando as plantas receberam aplicacdo em ASM.

Os produtos biologicos A. nodosum, B. subtilis e B. thuringiensis comportaram-se de
maneira semelhante e foram menos eficientes no controle da antracnose, pois apresentaram 0s
maiores valores de AACPD, proporcionando reducdo de 28,7%, 28,5% e 30,9% em

comparacao a testemunha, respectivamente.
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5.1 EXPERIMENTOS EM CAMPO

Os experimentos a campo foram conduzidos em trés safras consecutivas para verificar
o efeito dos produtos alternativos no controle da antracnose em feijdo. Observa-se que a
evolucdo da antracnose (Figura 3) € semelhante para a testemunha e o fungicida, porém os

valores de severidade da doenca na safra 2015/2016 s&o mais elevados na testemunha.
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Figura 3 - Severidade da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) na testemunha (A) e no fungicida (B) nas

trés safras do experimento com a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris). Ponta Grossa/PR, 2013/2014,
2014/2015 e 2015/2016.

Observou-se que o comportamento da antracnose variou durante as trés safras (Figura
4). Na safra 2013/2014 os produtos alternativos comportaram-se de modo semelhante a
testemunha, e a severidade da antracnose permaceu constante durante o ciclo da cultura do
feijdo. Foram observados os sintomas da antracnose nas folhas, porém, os mesmos ndo

evoluiram devido as condicGes climaticas desfavoraveis para o desenvolvimento da doenga. O
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que se pode observar nas safras seguintes € um aumento na severidade da antracnose no
decorrer das avaliagOes, sendo que o fungicida foi o tratamento que proporcionou menores
severidades da doenca.

O fungicida hidroxido de fentina € um organoestanico. Este composto é um inibidor
multi-sitio, previne a germinacdo de esporos e inibe o metabolismo de fungos,
particularmente a respiracdo, inibe a fosforilagdo oxidativa na mitocondria e induz a
peroxidacdo de lipidios. Baixas concentraces de compostos organoestanicos inibem a
translocacdo de H+ ligados a membrana, de H" ATPase e de ions como Na* e K* (PAPA et
al., 1982; POWERS; BEAVIS, 1991). Hidroxido de fentina é ndo-sistémico com acdo
protetora apresentando alguma acdo curativa. Este fungicida é recomendado para a cultura do
feijao e ja era esperado o seu bom desempenho no controle da antracnose, pois sua aplicacéo
de forma preventiva foi responsavel pela reducao da severidade da doenca.

Os valores da &rea abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) na safra
2013/2014 nédo apresentaram diferenca entre os tratamentos utilizados nas avaliacOes
realizadas na planta inteira e nos tercos inferior, medio e superior (Tabela 6). Nesta safra,
observou-se menores valores de severidade da doenca e AACPD em comparacdo as safras
seguintes. O fato de ndo ter ocorrido o desenvolvimento da doenga ao longo do ciclo da
cultura explica os resultados obtidos nesta safra.

A antracnose é uma das doencgas mais importantes da cultura do feijdo, podendo causar
grandes prejuizos ao produtor. E uma doenca cosmopolita e favorecida pelas seguintes
condi¢cdes climaticas: alta umidade relativa do ar, temperaturas moderadas e chuvas
prolongadas. Sob estas condicGes favoraveis, os conidios que atingem a superficie da planta
podem germinar num periodo de seis a nove horas, formando tubo germinativo e apressorio, o
qual ir& aderir a superficie do hospedeiro (NETO; FANCELLI, 2000). Na safra 2013/2014,
houve uma sequéncia prolongada de dias sem precipitacdo pluviométrica durante o més de
dezembro (Anexos 1 e 2). Esse periodo sem chuvas prolongadas influenciou negativamente o
aparecimento e desenvolvimento da antracnose, contribuindo para 0s baixos valores de

AACPD, pois estas condicGes climaticas ndo sdo favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno.
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Figura 4 - Severidade da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em cada tratamento, nas safras 2013/2014

(A), 2014/2015 (B) e 2015/2016 (C) no experimento com a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris).
Ponta Grossa/PR.
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Na safra 2014/2015, verificou-se para a planta inteira e para os tercos inferior e médio,
que apenas o fungicida obteve controle satisfatério da doenca, ou seja, o progresso da doenca
ao longo do ciclo da cultura foi menor em comparacdo aos demais tratamentos (Tabela 6). Os
produtos alternativos e o indutor de resisténcia (acibenzolar-S-metilico) comportaram-se de
modo semelhante a testemunha, apresentando valores mais elevados de AACPD. Nesta
mesma safra, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para o ter¢o superior das
plantas.

Em relacdo a safra 2015/2016 (Tabela 6), observou-se para a planta inteira e para o
terco inferior, que apenas o fungicida obteve menores valores de AACPD, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. No terco médio da planta, além do fungicida, o
fosfito de potassio também apresentou menores valores de AACPD em comparagdo aos
demais tratamentos.

Os resultados obtidos no experimento em casa de vegetagdo foram diferentes dos
resultados observados a campo, onde os produtos alternativos e o indutor de resisténcia néo
diferiram da testemunha quanto a AACPD da planta inteira. Também € importante analisar 0s
resultados obtidos no campo e os resultados obtidos em laboratorio através do experimento
em folha destacada. No campo, com excecdo a primeira safra, concluiu-se que os produtos
alternativos e o indutor de resisténcia comportaram-se de modo semelhante a testemunha. O
Unico tratamento que obteve melhor controle da doenca foi o fungicida. J& no experimento em
folha destaca, observou-se que o0s produtos alternativos e o indutor de resisténcia
apresentaram valores de AACPD estatisticamente iguais ao fungicida, apresentando maior
controle da antracnose quando comparado as testemunhas.

Os dados obtidos para o terco superior da planta mostraram menores valores de
AACPD para o tratamento fungicida, fosfito de potassio, A. nodosum, B. subtilis e B.
thuringiensis. Os tratamentos fertilizante foliar e acibenzolar-S-metilico comportaram-se de
modo semelhante a testemunha. Truylio (2015) também ndo observou efeito positivo do
fertilizante foliar no controle da antracnose em feijdo sob condi¢des de campo. J& Santos et al.
(2012) relatam que o oidio e a ferrugem do trigo sdo controlaveis por ASM isoladamente ou
em associacdo com fungicidas. Silva et al. (2013) verificaram que o ASM reduziu
significativamente a severidade do mildio (Peronospora manshurica (Naumov) Syd. ex

Gaum) na cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill).
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Tabela 6 - Area abaixo da curva do progresso da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) na planta inteira e
nos tercos inferior, médio e superior em funcdo dos tratamentos aplicados na cultura do feijdo
(Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Uirapuru. Ponta Grossa, safras 2013/2014, 2014/2015 e

2015/2016.
Tratamento Safra 2013/2014
Planta inteira  Terco inferior Terco médio  Tergo superior
1 - Testemunha 11,18™ 13,66™ 8,65™ 10,52™
2 - Fungicida (hidroxido de fentina) 9,37 11,60 8,43 8,75
3 - Fosfito de potassio 10,17 11,62 9,22 9,68
4 - Fertilizante foliar 11,70 12,94 10,77 11,47
5 - acibenzolar-S-metilico 11,74 13,10 10,77 11,43
6 - Ascophyllum nodosum 9,90 12,05 8,13 9,66
7 - Bacillus subtilis 11,02 11,16 9,05 12,72
8 - Bacillus thuringiensis 9,57 10,85 7,95 9,96
Média 10,58 12,12 9,12 10,52
C.V. (%) 18,78 16,30 27,02 30,93
Tratamento Safra 2014/2015
Planta inteira  Terco inferior Terco médio  Tergo superior
1 - Testemunha 46,59 a 75,16 a 43,77 a 20,84 ™
2 - Fungicida (hidroxido de fentina) 20,41 b 40,07 b 19,47 b 8,06
3 - Fosfito de potassio 34,49 a 60,17 a 31,11a 15,21
4 - Fertilizante foliar 42,82 a 68,65 a 39,79 a 21,95
5 - acibenzolar-S-metilico 55,34 a 82,82 a 53,56 a 25,12
6 - Ascophyllum nodosum 42,64 a 70,36 a 37,66 a 19,05
7 - Bacillus subtilis 44,20 a 72,88 a 42,58 a 17,21
8 - Bacillus thuringiensis 40,30 a 67,00 a 36,08 a 15,72
Média 40,85 67,14 38,00 17,89
C.V. (%) 28,06 21,12 31,90 45,98
Tratamento Safra 2015/2016
Planta inteira  Terco inferior Terco médio  Tergo superior
1 - Testemunha 159,66 a 24592 a 144,64 a 76,00 a
2 - Fungicida (hidréxido de fentina) 66,41 b 101,69 b 83,48 b 37,67b
3 - Fosfito de potéssio 106,07 a 166,20 a 93,49b 49,90 b
4 - Fertilizante foliar 133,62 a 211,75a 129,27 a 62,97 a
5 - acibenzolar-S-metilico 128,06 a 202,53 a 127,20 a 65,31a
6 - Ascophyllum nodosum 132,92 a 207,12 a 130,27 a 57,20 b
7 - Bacillus subtilis 128,76 a 202,18 a 132,29 a 48,75b
8 - Bacillus thuringiensis 121,15a 195,09 a 111,87 a 54,20 b
Média 122,08 191,56 119,06 56,50
C.V. (%) 17,94 18,31 20,71 20,28

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; ns = ndo significativo; C.V.= coeficiente de variagdo.
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De acordo com Guest e Grant (1991), o fosfito de potéssio inibe o crescimento dos
esporos dos fungos, agindo diretamente sobre o patdgeno; ou ainda podem demonstrar acao
indireta no controle de patégenos, estimulando a producdo de fitoalexinas, uma substancia
natural de autodefesa da planta. Os resultados obtidos no presente trabalho discordam destes
autores, pois o fosfito de potassio ndo inibiu o crescimento do patégeno em laboratério. No
trabalho realizado por Gadaga (2009), com o objetivo de avaliar o uso de fosfitos no controle
da antracnose em feijao, o autor observou que o fosfito de potassio proporcionou uma
AACPD menor quando comparado a testemunha. Santos (2008) concluiu que fosfitos
isolados associados a fungicida ndo controlaram a ferrugem da folha do trigo em condi¢des de
campo.

E comum haver maior desenvolvimento da doenca no terco inferior da planta, devido a
formacdo de microclima mais favoravel ao desenvolvimento do patégeno, ou seja, menor
passagem do ar e luminosidade, e consequentemente maior umidade e temperaturas amenas.
Porém, foi observado que alguns produtos apresentaram efeito positivo quando avaliou-se 0
terco superior da planta. Pode-se inferir neste caso, que as plantas receberam maiores
quantidades dos produtos em seu terco superior em virtude do alcance dos mesmos durante a
aplicacdo, ao contrario dos tercos médio e inferior, onde a quantidade do produto que atinge o
limbo foliar € menor.

O uso de antagonistas como agentes de controle biolégico € um componente do
manejo integrado de doencas. As bactérias da rizosfera denominadas PGPRs (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) tém sido usadas para aumentar o rendimento de grdos e biomassa
(BENIZERI; BAUDOIN; GUCKERT, 2001). O seu potencial de uso na agricultura é
decorrente do incremento no crescimento da planta, especialmente sob condic¢des limitantes
de estresse bidtico ou abidtico (NABTI et al., 2010). Mitzubuti et al. (1995) verificou reducéo
significativa na germinacdo de uresdospéros de Uromyces appendiculatus por cinco isolados
de Bacillus subtilis. Os autores verificaram ainda reducdo do nimero de pustulas por folha
quando os isolados foram aplicados até 48 horas antes da inoculagdo com o patégeno, em casa
de vegetacdo. Melo e Valarini (1995) constataram que B. subtilis foi um potente antagonista
contra patdgenos de raizes de pepino, como Fusarium solani e Rhizoctonia solani.

Diversas espécies de Bacillus séo citadas como produtoras de antibioticos, podendo
secretar metabdlitos comercialmente importantes, como enzimas aminoliticas e enzimas
proteoliticas (BETTIOL; GHINI, 2011). O processo para que ocorra 0 antagonismo exige a
degradacdo da parede celular fungica por hidrolases secretada por microrganismos. Como a

quitina e a beta-1,3-glucana s@o os principais componentes estruturais da parede celular
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fangica, quitinases e glucanases podem ser importantes no controle biologico destes
microrganismos (KULMINSKAYA et al, 2002). Kupper; Gimenes-Fernandes e Goes (2003)
testaram em laboratorio 64 isolados de B. subtilis e um isolado de B. thuringiensis quanto a
capacidade de inibir o desenvolvimento de Colletotrichum acutatum, agente causal da
podridao floral dos citros, e quanto a producdo de metabolitos com atividade antimicrobiana.
Os autores concluiram que todos os isolados inibiram o crescimento micelial do patogeno.
Ainda neste trabalho, sete dos isolados de B. subtilis foram testados para o controle da doenca
em condi¢cdes de campo, sendo que um isolado demonstrou maior eficacia de controle,
equiparado estatisticamente a um fungicida quimico, proporcionando menor porcentagem de
flores com sintomas e maior numero médio de frutos efetivos.

E importante ressaltar que, devido as condi¢des climaticas, na safra 2015/2016 o
surgimento da doenca foi mais precoce em relacdo as safras anteriores, sendo que nesta safra,
a primeira avaliagdo da antracnose foi realizada aos 24 DAE; enquanto que em 2013/2014 e
2015/2016 a primeira avaliacdo foi realizada os 42 e 40 DAE, respectivamente (Figura 1).

Os dados obtidos para os componentes de rendimento na safra 2013/2014 mostram
gue ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 7). O nimero de plantas
por metro e 0 nimero de vagens por planta sdo componentes de manejo, enquanto que o
namero de grdos por vagem e o peso de mil grdos sdo componentes genéticos. O numero de
plantas por metro é influenciado por alguns fatores, como o uso de sementes sadias e tratadas,
a densidade de semeadura, a adubacéo e as condicdes climaticas. Temperatura e precipitacéo,
além do controle de plantas daninhas, insetos e doencas, adubacdo, cultivar e nimero de
plantas por metro influenciam o nimero de vagens por planta.

Na safra 2014/2015 verificou-se em relacdo ao peso de mil grdos, que os tratamentos
fosfito de potassio, fertilizante foliar e A. nodosum foram superiores quando comparados ao
fungicida, acibenzolar-S-metilico e aos Bacillus. Nesta mesma safra, analisando os dados de
produtividade, estes mesmos produtos apresentaram os maiores valores, sendo incluido
também o fungicida. Destacam-se o extrato da alga A. nodosum e o fungicida, que obtiveram
um aumento de 51,64% e 36,12% na produtividade em comparacdo a testemunha,
respectivamente (Tabela 7).

Os extratos de algas sdo comumente comercializados como fertilizantes liquidos e
bioestimulantes (KHAN et al., 2009). Tém sido verificados efeitos positivos destes
fertilizantes sobre o crescimento e desenvolvimento das culturas, e consequentemente o
aumento na produtividade das mesmas. Dall Igna e Marchioro (2010) testaram o efeito do

extrato da alga A. nodosum sobre o nimero de espigas e rendimento de grdos na cultura do
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trigo. A aplicagdo in vivo do extrato sobre as sementes e folhas apresentou resultados

significativamente superiores ao tratamento testemunha.

Tabela 7 - Nimero de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) por metro, vagens por planta, grdos por vagem, peso
de mil grdos (g) e produtividade (kg ha™). Ponta Grossa/PR, safras 2013/2014, 2014/2015 e

2015/20186.
Tratamento Componentes de rendimento safra 2013/2014
n® plantas  n°vagens  n° grdos Peso mil Produtividade
m* planta®  vagem™  gréos (g) (kg ha®)
1 - Testemunha 13,25™" 5,63 5,42°" 233,04 1821,31™
2 - Fungicida 12,75 7,99 5,51 210,33 2158,22
3 - Fosfito de potassio 13,50 7,20 511 219,79 1827,59
4 - Fertilizante foliar 12,50 7,96 5,64 213,71 2069,21
5 - acibenzolar-S-metilico 12,25 6,59 5,38 219,97 1421,25
6 - Ascophyllum nodosum 13,25 7,37 5,36 237,74 1738,01
7 - Bacillus subtilis 13,25 7,62 5,43 235,67 2072,26
8 - Bacillus thuringiensis 12,50 7,45 5,36 232,87 1888,39
C.V. (%) 8,40 16,92 6,69 6,95 19,97
Tratamento Componentes de rendimento safra 2014/2015
n®plantas  n° vagens n° gréos Peso mil Produtividade
m* planta™ vagem ™ gréos (g) (kg ha™)
1 - Testemunha 9,75 10,36™™ 4,70™  232,83a 997,36 b
2 - Fungicida 13,50 6,37 4,13 205,53 b 1561,28 a
3 - Fosfito de potassio 9,75 9,86 5,04 223,26 a 154481 a
4 - Fertilizante foliar 10,00 9,12 4,74 236,05 a 1513,24 a
5 - acibenzolar-S-metilico 11,25 6,76 4,38 202,19 Db 121250 b
6 - Ascophyllum nodosum 11,00 9,62 4,87 225,46 a 2048,48 a
7 - Bacillus subtilis 9,00 9,87 4,53 191,89 b 1033,43 b
8 - Bacillus thuringiensis 9,50 9,07 4,72 214,24 b 1287,32 b
C.V.(%) 24,72 35,21 10,19 8,60 25,25
Tratamento Componentes de rendimento safra 2015/2016
n®plantas  n°vagens  n°gréos Peso mil Produtividade
m* planta®  vagem™  grdos (q) (kg ha™)
1 - Testemunha 8,75 6,79 5,60 210,07 1267,48 b
2 - Fungicida 10,25 8,53 5,83 222,80 1601,68 a
3 - Fosfito de potassio 11,50 7,78 5,91 201,40 1321,79b
4 - Fertilizante foliar 12,50 6,10 5,98 199,62 114357 b
5 - acibenzolar-S-metilico 10,50 8,22 5,96 214,75 1207,98 b
6 - Ascophyllum nodosum 11,00 6,79 5,74 200,79 1161,67 b
7 - Bacillus subtilis 10,75 7,74 6,10 208,18 111959 b
8 - Bacillus thuringiensis 10,00 7,09 5,76 210,86 1475,57 a
C.V. (%) 13,26 26,83 6,53 5,41 17,08

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; ns = ndo significativo; C.V.= coeficiente de variacéo.
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Os extratos de algas marinhas contém diversos reguladores de crescimento, como
citocininas, auxinas, giberelinas, betainas (DURAND; BRIAND; MEYER, 2003),
macronutrientes como Ca, K, P e micronutrientes, como Fe, Cu, Zn, Mb, B, necessarios para
0 desenvolvimento e crescimento das plantas (KHAN et al., 2009). Estes extratos também
melhoram a capacidade de retencdo da umidade do solo e promovem o crescimento de
microrganismos benéficos (KUMAR; SAHOO, 2011). Ao contrario dos fertilizantes
quimicos, extratos derivados de algas sdo biodegradaveis, ndo tdxicos, ndo poluentes e nédo
perigosos para os seres humanos e animais (RATHORE et al., 2009).

Extratos de algas quando absorvidos pelas sementes, adicionados ao solo ou
pulverizados nas culturas em estadios vegetativos e floragdo, podem estimular a germinagédo
das sementes, o crescimento e o rendimento de varias culturas. Plantas tratadas com extratos
de algas marinhas apresentaram um aumento na captacdo de nutrientes e um profundo
desenvolvimento do sistema radicular, melhorando a formacao de raizes laterais e aumento do
volume total do sistema radicular (MANCUSO et al., 2006).

Observou-se diferenca significativa apenas para a produtividade na safra 2015/2016,
onde o fungicida e B. thuringiensis foram superiores aos demais tratamentos (Tabela 7). Em
comparacdo a testemunha, os mesmos obtiveram um aumento de 20,87% e 14,10% na
produtividade, respectivamente. As bactérias endofiticas, dentre elas, B. thuringiensis, tém
sido associadas & promocdo de crescimento de diversas especies (SANTANA, 2014). A
producdo de fitorménios € um dos principais mecanismos de promoc¢do do crescimento das
plantas, mediada pelos microrganismos endofiticos. Entre os fitormodnios produzidos por
Bacillus sp., destacam-se &cido indol acético, acido indol butirico, giberelinas, citocininas e
compostos que imitam a acdo dos jasmonatos (PING; BOLAND, 2004). Aradjo e Hungria
(1999) avaliaram o uso de B. subtilis na cultura da soja e observaram que houve um aumento
no crescimento das plantas, além de um incremento significativo no rendimento da cultura no
campo. Vaz (2014) verificou um rapido crescimento inicial de plantas de soja cujas sementes
foram tratadas com B. thuringiensis em comparacdo a testemunha.

E importante ressaltar a diferenca entre as médias de produtividade das trés safras. A
menor média de produtividade foi observada na Gltima safra, sendo que os maiores valores de
severidade da antracnose e AACPD também foram obtidos nesta safra. Assim, as baixas
produtividades obtidas podem ser devidas aos danos causados pela doenca.

Calculou-se o indice de doenga nas vagens somente na safra 2015/2016, pois esta safra
apresentou maior severidade de antracnose. Apenas o fungicida apresentou menor indice de

doenca nas vagens (Figura 4). Os outros tratamentos ndo diferiram da testemunha. A fase
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mais caracteristica da doenca apresenta-se nas vagens, as quais podem ser infectadas pouco
depois de iniciada sua formagdo. Nas vagens, a infeccdo ocorre em manchas deprimidas,
delimitadas por um anel mais escuro. Elevada severidade de antracnose na vagem pode afetar
negativamente a produtividade da cultura do feijdo e provocar a depreciacdo do gréo,
tornando-o improprio para o consumo. Observou-se o0s sintomas da doenca em cada
tratamento (Figura 5), sendo visivel a diferenca do fungicida para os demais tratamentos.
Assim, constata-se que o fungicida foi eficiente no controle da antracnose, pois tanto a
AACPD quando o indice de doenca nas vagens foram inferiores aos demais tratamentos.

Indice de doenca nas vagens
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Figura 5 - Indice de doenca (%) nas vagens de feijio (Phaseolus vulgaris) obtido para cada tratamento. Ponta
Grossa/PR, 2015/2016. *Médias com a mesma letra minGscula ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Figura 6 - Sintomas de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris)
nos tratamentos testemunha (1), fungicida (2), fosfito de potassio (3), fertilizante foliar (4),
acibenzolar-S-metilico (5), Ascophyllum nodosum (6), Bacillus subtilis (7) e Bacillus thuringiensis
(8). Ponta Grossa/PR, 2015/2016.



6 CONCLUSAO

6.1 EXPERIMENTO EM LABORATORIO E CASA DE VEGETACAO

Os produtos alternativos apresentam potencial de inducdo de resisténcia a
Colletotrichum lindemuthianum em folhas destacadas de feijao.

Bacillus subtilis inibiu o crescimento micelial de C. lindemuthianum in vitro. Bacillus
thuringiensis e o fungicida também inibiram o crescimento do patdgeno nas concentracfes de
1000 e 100 ppm.

Os produtos fosfito de potéassio, fertilizante foliar, acibenzolar-S-metilico e o fungicida

hidroxido de fentina reduziram a severidade da antracnose em casa de vegetacao.

6.2 EXPERIMENTO EM CAMPO

Os produtos alternativos e o fungicida ndo apresentaram efeito sobre a antracnose na
safra 2013/2014.

O fungicida hidroxido de fentina controlou a antracnose nas safras 2014/2015 e
2015/2016. Além disso, na safra 2015/2016 os produtos alternativos fosfito de potéssio,
Ascophyllum nodosum, Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis comportaram-se de maneira
semelhante ao fungicida no controle da antracnose no terco superior das plantas.

Os componentes de rendimento: nimero de plantas por metro, nimero de vagens por
planta e nimero de grdos por vagem ndo foram afetados pelos tratamentos nas trés safras.
Houve incremento na produtividade da safra 2014/2015 quando os tratamentos hidroxido de
fentina, Ascophyllum nodosum, fertilizante foliar e fosfito de potassio foram aplicados. Na
safra 2015/2016, houve incremento da produtividade quandos os tratamentos hidroxido de

fentina e Bacillus thuringiensis foram aplicados.
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Anexo 1 - Temperatura média (C°), precipitacdo total (mm) e umidade relativa do ar (%), decorridos nas trés
safras. Ponta Grossa/PR, nas safras 2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016.
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Anexo 2 - Dados climaticos coletados durante a condugdo dos experimentos. Temperatura minima, maxima e
média (C°), umidade (%) e precipitagdo total (mm). Ponta Grossa/PR, safras 2013/2014, 2014/2015

e 2015/2016.
Temp. minima Temp. maxima Temp. média (C°)  Umidade  Precipitacdo

Meses (C°) (C) (%) (mm)
Dezembro/2013 12,6 31,9 20,9 82,8 149,2
Janeiro/2014 15,3 31,4 21,7 83,4 262,8
Fevereiro/2014 14,2 32,9 21,7 82,3 137,2
Margo/2014 13,5 30,4 20,0 87,4 164,0
Dezembro/2014 12,6 29,8 20,6 83,5 3534
Janeiro/2015 15,6 32,1 22,0 81,9 125,6
Fevereiro/2015 14,7 29,4 20,7 85,4 234,8
Margo/2015 14,4 28,7 19,9 85,9 168,4
Dezembro/2015 12,6 30,0 20,7 83,1 205,7
Janeiro/2016 13,7 30,2 21,1 84,2 138,8
Fevereiro/2016 15,1 30,2 21,6 87,6 310,2
Margo/2016 13,3 30,0 20,2 83,5 121,8

19.91%,

[EX: 1L

Anexo 3 - Escala diagramatica para avaliar a severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) nas
folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris) (GODOY et al., 1997).
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Anexo 4 - Escala de notas para avaliacdo da severidade de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) nas
vagens de feijao (Phaseolus vulgaris) (DALLA PRIA; AMORIM; CANTERI, 1999).



