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RESUMO

A crescente exploracdo e producdo do acai no Brasil resultam em grandes
impactos na economia do pais, sendo de grande relevancia os estudos e melhorias para
os plantios em grande escala. A espécie Euterpe precatoria, conhecida popularmente
por acai solteiro, € uma das mais importantes do género, estd distribuida por toda a
regido Amazonica, sendo abundante no Acre e é caracterizada pela auséncia de
perfilhos. As limitagGes para o desenvolvimento e avango dos mercados extrativistas
das culturas de acai sdo relevantes, destacando os problemas fitossanitarios como um
dos principais. A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, € uma
das principais doencas que atacam a cultura do agai, sendo responsavel pela perda de até
70% da rentabilidade da cultura. Dentre os métodos de controle mais utilizados esta a
utilizacdo de fungicidas convencionais, ressaltando a importancia de métodos
alternativos de controle. O objetivo do trabalho foi obter novos métodos de controle
para a antracnose em mudas de acai solteiro. Os produtos testados para controle do
fungo Colletotrichum foram fungicidas (Opera® e Nativo®), 6leo essencial de Piper
aduncum (OEPA), isolados do fungo antagonista Trichoderma misturados a diferentes
substratos e indutores de resisténcia. Todos os ensaios foram realizados na Embrapa
Acre (laboratério de Fitopatologia e viveiro), sendo que inicialmente o fungo foi
controlado in vitro, através de testes de crescimento micelial e germinacdo de conidios,
utilizando diferentes concentracfes dos produtos. Posteriormente, através dos resultados
in vitro foram realizados testes in vivo, em viveiro telado. Tanto o OEPA, como 0s
fungicidas foram altamente eficazes nos controles in vitro, para ambos o0s testes
realizados, porém nos ensaios in vivo, os tratamentos ndo diferiram significativamente.
Os isolados de Trichoderma apresentaram alto nivel de antagonismo a C.
gloesporioides in vitro. Dentre os substratos testados o de castanha-do-brasil obteve os
melhores resultados na reducdo da severidade, enquanto o Acibenzolar-S-metil foi o

indutor mais eficiente para o controle, nas condi¢es em que o trabalho foi realizado.

Palavras-chave: acai solteiro, antracnose, Piper aduncum, Trichoderma.



ABSTRACT

The increasing exploitation and production of acai in Brazil results in major
impacts on the country's economy, and studies and improvements for large-scale
plantations are of great relevance. The Euterpe precatoria species, popularly known as
single acai, is one of the most important of the genus, is distributed throughout the
Amazon region, being abundant in Acre and characterized by the absence of tillers. The
limitations to the development and advancement of the extractive markets of acai crops
are relevant, highlighting the phytosanitary problems as one of the main ones. The
anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides, is one of the main
diseases that attack the acai culture, being responsible for the loss of up to 70% of the
profitability of the culture. Among the most used control methods is the use of
conventional fungicides, emphasizing the importance of alternative control methods.
The objective of this work was to obtain new control methods for anthracnose in single
acai seedlings. The products tested for control of the fungus Colletotrichum were
fungicides (Opera® and Nativo®), essential oil of Piper aduncum (OEPA), isolated
from the antagonist fungus Trichoderma mixed with different substrates and resistance
inducers. All the tests were carried out at Embrapa Acre (Phytopathology laboratory and
nursery), and initially the fungus was controlled in vitro, through tests of mycelial
growth and germination of conidia, using different concentrations of the products.
Subsequently, in vitro results were performed in vivo, in a screened nursery. Both
OEPA and fungicides were highly effective in in vitro controls for both tests performed,
but in the in vivo assays, treatments did not differ significantly. Trichoderma isolates
showed a high level of antagonism to C. gloesporioides in vitro. Among the tested
substrates the Brazilian nut obtained the best results in reducing the severity, while
Acibenzolar-S-methyl was the most efficient inducer for the control, under the

conditions in which the work was performed.

Keywords: acai single, anthracnose, Piper aduncum, Trichoderma.
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INTRODUCAO GERAL

A crescente exploracdo do acaizeiro e seu reconhecimento como fruteira de
expressao econdmica levou varios produtores a estabelecerem cultivos em escala
comercial, principalmente nas regides Norte e Nordeste (OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo a CONAB (2015), a producdo nacional do agai em 2014 atingiu mais
de 198 mil toneladas, sendo o estado do Para responsavel por 55% dessa producao,
seguido pelo Amazonas, 35% e os 10% restantes divididos pelos estados Maranh&o
(6%), Acre (2%), Rondbnia (1%) e Amapa (1%). Nesse mesmo ano, as vendas externas
do fruto de acai injetaram mais de R$ 225 milhdes na economia do Para.

Euterpe oleracea e Euterpe precatoria sdo as espécies predominantes na regido
Norte, onde a principal diferenca é a presenca e auséncia de perfilhos, respectivamente
(CALZAVARA, 1972).

A espécie Euterpe precatoria, conhecida popularmente por acaizeiro solteiro,
estd distribuida por toda regido Amazonica, sendo considerada uma das mais
importantes do género (KNAH e GRANVILLE, 1992). Seu grande valor econdmico se
da pela variada matéria-prima fornecida, suprindo multiplas necessidades (FERREIRA
etal., 2012).

A cadeia produtiva de agaizeiro no Acre é basicamente extrativista,
considerando que é um alimento tradicional na dieta do amazona e que nos ultimos anos
ganhou notoriedade no Brasil e no mundo. O plantio é, portanto, incentivado e
desenvolver métodos e tecnologias para essa economia tem grande importancia, pois a
producdo local ainda tem muito a crescer no atendimento da demanda do mercado

(PIMENTEL, 2016).
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A producgdo em larga escala de mudas de acaizeiro é um investimento que tende
a incrementar a economia do estado. J& foram distribuidas mais de 600 mil mudas de
acai Acre. Até 2018 a previsdo € de se plantar 5 mil hectares de agaizeiros por meio da
agricultura familiar e da iniciativa privada (BRYAN, 2016).

Entretanto, as limitacbes para o desenvolvimento e avanco dos mercados
extrativistas séo relevantes e vao desde a falta de estrutura a problemas durante o
cultivo. Neste ultimo caso, pode-se destacar, principalmente, as condi¢cdes de manejo da
cultura, a ocorréncia de pragas e doencas, principalmente quando plantios comerciais
séo iniciados (OLIVEIRA et al., 2007).

Alguns microrganismos tém ocasionado consideraveis problemas fitossanitarios
no acgaizeiro, principalmente em mudas enviveiradas. Grande parte dos casos registrados
sdo referentes & antracnose, com perdas em torno de 70% das mudas (OLIVEIRA et al.,
2007).

Na fase de mudas o acaizeiro é atacado por fungos, destacam-se Fusarium
solani, Fusarium moniliforme, transmitidos pelas sementes e Colletotrichum
gloeosporioides, causador da antracnose (FERREIRA et al., 2012). Nogueira et al.
(2013) relatou a ocorréncia de antracnose em 70% do lote de mudas de E. precatoria,
evidenciando a gravidade da doenca para a produgdo de mudas em larga escala.

A antracnose € caracterizada por causar necroses em folhas e frutos, sendo uma
das mais importantes doencas associadas a um numero elevado de espécies vegetais. O
agente causal pertencente ao género Colletotrichum (Penz), descrito por Corda em 1837
(ROSSETO, 2006).

Os métodos mais indicados para o controle da antracnose em mudas sdo a

utilizacdo de fungicidas convencionais, 0 uso de adubacdo equilibrada e aumento do
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espacamento entre plantas no viveiro, o que permite uma boa ventilagédo (OLIVEIRA et
al., 2007).

Entretanto, € importante a utilizacdo de medidas alternativas com foco no
controle de fitopatdgenos, especialmente quando o método quimico é o prevalente.
Somada a a¢do dos fungicidas, o uso de outras técnicas tende a aumentar a eficiéncia de
controle das doengas de plantas, diminuindo possiveis impactos ambientais, riscos a
salde e possibilidade da selecdo de patdgenos resistentes aos fungicidas usados (CIA et
al., 2007).

Trabalhos utilizando extratos brutos ou 6leos essenciais de plantas no controle
de fitopatdgenos tém indicado bom potencial (CUNICO, 2003). Essas plantas possuem
compostos secundarios com funcdo de protecdo contra pragas e doencgas, que podem ter
acdo tanto fungitdxica, como eliciadora, ativando mecanismos de defesa das plantas
(STANGARLIN, 1999).

Levando-se em consideracdo a escassez de informacdo para o cultivo do acai
solteiro e da incidéncia e severidade de doencas nas plantas, esse trabalho tem o
objetivo de avaliar alternativas para o controle da antracnose em E.precatoria, causada

pelo Colletotrichum gloesporioides.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 ACAIZEIRO

O acaizeiro pertence a familia Arecaceae, que contém, aproximadamente, 200
géneros e cerca de 2600 espécies, sendo que sua distribuicdo é predominantemente
tropical e subtropical (JONES, 1995).

Pelo sistema de classificacdo de Cronquist (1981) o acaizeiro esta organizado na
seguinte sequiéncia hierarquica: Divisdo: Magnoliophyta; Classe: Liliopsida; Subclasse:
Arecidae; Ordem: Arecales; Familia: Arecaceae; Subfamilia: Arecoidae e Género:
Euterpe.

Segundo Marchiori (1995) o nome genérico € uma homenagem a Euterpe, deusa
da mitologia e traduzido do grego significa “clegancia da floresta”, em comparagdo a
beleza da planta.

A denominagdo acai ¢ de origem tupi (“ya-cai”) e significa “fruto que chora”,
provavelmente relacionado ao fato de que durante o processo de extracdo da polpa, esta
flui lentamente, em forma de grandes gotas, tanto quando extraida manualmente como
quando extraida em pequenas maquinas despolpadoras, de largo uso na Amazonia
(BRAGA, 1976).

Essa palmeira ocorre espontaneamente no Brasil, nos Estados do Amapa,
Maranhéo, Para, Tocantins e no Mato Grosso. Além dos estados brasileiros citados, o
acai € encontrado também na Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Venezuela e
Colémbia (ROOSMALEN, 1985). A distribuicdo mais ampla é apresentada por
Henderson e Galeano (1996), que assinalam a presenca dessa palmeira, também, no

Panamé, Equador e Trinidad (CALZAVARA, 1972).
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O centro de origem é a regido do estuario do rio Amazonas, sendo também um
centro de diversidade genética do acaizeiro, isso por que nessa regido sao encontradas
numerosas populagdes com variagbes bem acentuadas entre e dentro delas, sendo
relativo as caracteristicas morfoldgicas, fenoldgicas, fisioldgicas e agronémicas das
plantas (OLIVEIRA, 1995).

Sete espécies sdo consideradas como componentes do tdxon Euterpe, estando
presentes na Amazonia brasileira, sdo elas E. oleracea, E. precatoria var. precatoria, E.
precatoria var. longevaginata, E. catinga var. catinga, E. catinga var. roraimae e E.
longibracteata. Dentro das espécies nativas do Brasil as mais importantes, do ponto de
vista agroindustrial, s&o E. oleracea, E. edulis e, E. precatoria (HENDERSON e
GALEANO, 1996). Sendo predominante na regido norte E. oleracea e E. precatoria.

A principal importancia do acaizeiro estd interligada a economia, devido seu
aproveitamento integral. Os frutos sdo empregados no processamento da bebida de acai;
as inflorescéncias na fabricacdo de vassouras; as raizes como vermifugo e antidiarreico;
0 caule (estipe) na extragdo de palmito e celulose, na construgéo de casas, como lenha e
como isolamento térmico; as folhas na obtencdo de celulose e cobertura de casas
rusticas; e as sementes na confeccdo de artesanatos (biojéias) ou como adubo organico,
entre outras utilizacdes (CALZAVARA, 1972). O principal mercado do acai ainda é a
Regido Norte, especialmente o Estado do Para, onde o consumo ultrapassa 180.000
t/ano, mas acredita-se que os dados estatisticos sdo ainda inconsistentes. Este estado se
constitui no maior produtor e maior consumidor, respondendo por cerca de 93% da

producéo nacional (OLIVEIRA et al., 2007).

15



1.1 Euterpe precatoria

Conhecida popularmente como acaizeiro solteiro, a espécie esta distribuida por
toda a regido Amazénica, sendo abundante no Acre e uma das espécies mais difundidas
e comuns da familia e do género (Henderson, 1995). Calzavara (1972) e Castro (1992)
consideram as espécies E. precatoria, E. oleracea e E. edulis como as mais importantes

do género.

1.1.1 Descricdo da Planta

A auséncia de perfilnos é a caracteristica prevalecente de E. precatoria. E uma
palmeira monocaule, com estipe alongado, sem espinho. Alcanca, em média, 20 m de
altura, podendo chegar a 35 m, e 10 a 15 cm de didmetro. A inflorescéncia é formada
pela raquis, sendo mais larga em sua base. As raquilas, em nimero de 70 a 150, com 35
a 45 cm de comprimento, possuem flores femininas ladeadas por duas masculinas, que
formam o cacho, com peso entre 3 e 8 kg, sendo que 70% do peso do cacho
correspondem aos frutos. Os frutos sdo drupas com diametro em torno de 1,7 cm e peso
de 2 a 3 g. A polpa corresponde a 7% do peso do fruto (CALZAVARA, 1987).

O sistema radicular é grande e bastante superficial, podendo ser encontrado 80%
do volume da raiz total nos primeiros 20 cm de solo. E. precatoria forma raizes
adventicias continuamente na base do estipe, nas quais formam um anel espesso, de
raizes aéreas (1,5 cm) purpureas que pode alcancar 80 cm do nivel do solo. A presenca
de pneumatdéforos na planta, que ajudam o sistema radicular a respirar em solos
inundados, sugere que ela é bem adaptada a terrenos periodicamente inundados

(CASTRO e BOVI, 1993).
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As inflorescéncias se desenvolvem da axila das folhas, depois da senescéncia da
folha mais velha e s&o protegidas por envolturas denominadas feréfilos. S&o compostas
de um raquis duro central aproximadamente com 56 cm de comprimento, com uma
média de 54 raquilas. As inflorescéncias sdo bissexuais e tem flores triades estaminadas
e pistaladas que produzem néctar. Essa palmeira geralmente parece ser entomofila com
uma predominancia de Coleopteros e Hymenopteros como polinizadores potenciais
(KUCHMEISTER et al., 1997).

Com relacdo aos frutos de E. precatoria, séo globosos, medem de 0,9 a 1,3 cm
de didmetro, parpura escuro quando amadurecidos, com um mesocarpo suculento. Ha
uma semente por fruto, com um endosperma solido e homogéneo (HENDERSON et al.,
1995).

E. precatoria é considerada uma espécie que decorre em Vvarios habitats, de
terrenos alagados a terras ndo alagadas. Ela pode ser comum na varzea, como também
em rampas andinas ingremes a 2000 metros de altitude. Na Bolivia, essa espécie pode
ser encontrada em florestas inundadas sazonalmente, em ilhas de floresta, em éreas de
savana e floresta de terra firme (KAHN e GRANVILLE, 1992). Henderson et al. (1995)
e Kuchmeister et al. (1997) encontraram como altura média de E. precatoria na

AmazoOnia 20 metros.

1.1.2 Fenologia

Na Amazonia, as espécies de E. precatoria e E. oleracea floram e frutificam
praticamente durante todo o ano. Porém, os considerados picos de floracdo e
frutificagdo ocorrem com maior constancia, nos periodos de janeiro a maio e setembro a

dezembro, respectivamente. O periodo de floracdo mais acentuado coincide com a
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época de maior precipitacdo de chuvas, enquanto o de frutificagdo predomina na época
mais seca do ano (CALZAVARA, 1972).

Segundo OLIVEIRA (1995) o aparecimento do ramo florifero esta de modo
direto relacionado com a queda da folha. Destacando que nem todo ramo conclui seu
ciclo. Independente da época do ano, € comum observar-se inflorescéncias secas ou
cachos que, mesmo tendo flores fecundadas, apresentam-se vazios em decorréncia da
queda prematura dos frutos.

A porcéo mais utilizada do fruto de E. precatoria € 0 mesocarpo comestivel, de
onde ¢ extraido, a partir de frutos frescos, um liquido espesso conhecido como “vinho
de acai”, amplamente consumido na Amazonia brasileira em todos os niveis
socioecondémicos da populacéo (Castro, 1992). Segundo Anderson (1977), E. precatoria
¢ uma das palmeiras mais usadas por uma tribo dos indios Yanomama, fornecendo
palmito e madeira de qualidade superior. O uso medicinal também ¢é citado por alguns

autores como Prance e Silva (1975), Knah e Granville (1992), Henderson et al. (1995).

2 Colletotrichum gloeosporioides

2.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Inicialmente o género Colletotrichum foi proposto por Tode (1970) com a
denominacdo de Vermicularia Tode, porém, Corda (1837a) o reclassificou com a
denominagdo de Colletotrichum (teleomorfo Glomerella Spaud. &. H. Schrenk.).
Porém, esse mesmo autor, em outro trabalho, alterou para a denominacdo valida

(CORDA, 1837b). Corda (1831) caracterizou o género Colletotrichum, de maneira
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geral, como fungos que apresentam conidios hialianos, retos, fusiformes ou curvados e
acérvulos com setas (LIMA NETO et al., 2008).

Na sua fase anamorfica (sem forma definida) pertence ao Reino Fungi, grupo
incerto dos Fungos Mitosporicos, subgrupo Coeleomicetes. A fase teleomdrfica
pertence ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem
Phyllachorales, Familia Phyllachoraceae (SOUSA, 2011).

Kimati et al. (2005) descrevem que esse fungo produz acérvulos
subepidérmicos, dispostos em circulos. Seus conidios sdo hialinos e gutulados,
uninucleados, com uma média de 12-19 pum de comprimento por 1-6 um de largura e
sdo liberados dos acérvulos através de uma massa viscosa com coloracdo rosada. Os
peritécios sdo subesféricos, ascos sao subclavados, medindo em torno de 42-60 x 10-12
Km, 0s ascosporos sao hialinos, unicelulares e curvados, medindo 12-24 x 4-6 um.

Essa estrutura chamada apressorio é desenvolvida por varios fungos, dentre eles
o Colletotrichum, para romper a superficie foliar do hospedeiro. Sua formagdo ocorre
pelo inchaco no &pice do tudo germinativo. Os apressérios podem variar em forma e
tamanho, apresentando em geral, de 5 a 15 microns em diametro e formas que variam
entre globosas, ovoides ou oblongas. Cada célula do conidio contém um ndcleo, uma
delas da origem ao tubo germinativo. Enquanto o tubo germinativo alonga-se,
simultaneamente o nucleo desta célula submete-se a uma divisdo mitotica. Um nucleo
permanece no conidio e o outro é transferido para o futuro apressorio, o qual separa-se
do tubo germinativo através da formacdo de um septo. A parede celular do apressorio
imaturo comecga a engrossar-se atraves da deposicdode uma camada de melanina. O
apressorio adere a superficie utilizando uma camada grossa de material adesivo que
parcialmente infiltra na cuticula abaixo do apressério imaturo. Este processo completa-

se com a emergéncia da estrutura de penetragdo “peg”, que rompe a cuticula e entra na

19



epiderme da planta. A camada de melanina que é depositada sobre a parede celular do
apressorio em formacdo € considerada essencial para o0 processo de penetracao.
(FUNCK et al., 2010).

O géneroColletotrichum possui 702 espécies validas em literatura, dentre eles
Colletotrichum  Acaciae, Colletrotrichum Caudatum, Colletotrichum  Corni,
Colletotrichum Dicheae, Colletotrichum Curvatum (Index Fungorum, 2010), entre
outras (KIRK et al., 2001).

Colletotrichum gloeosporioides é considerada a espécie mais disseminada,
heterogénea e importante, principalmente nos tropicos. Seus conidios hialinos e
unicelulares produzidos no interior de acérvulos subepidérmicos dispostos em circulos
sdo geralmente formados em conjuntos de coloracdo salmao, retos e cilindricos
(REZENDE et al., 2005).

Como os propagulos desse fungo sdo disseminados por respingos de agua, a
acdo de C. gloeosporioides é favorecida por alta umidade, principalmente chuvas
abundantes. Temperatura média préxima aos 27°C favorece a producdo de esporos.
Chuvas menos intensas favorecem o progresso da doenca numa mesma planta ja
infectada, enquanto chuvas acompanhadas de ventos tendem a transportas o fungo para
outras plantas. Enquanto nos periodos de temperaturas mais baixas, a importancia da
doencga diminui, sendo pequena a incidéncia nos meses de inverno, mesmo que ocorram
chuvas (RUGGIERO et al., 1996).

Segundo Oliveira (2010) C. gloeosporioides apresenta uma forma parasitaria,
que ocorre na planta hospedeira, e uma fase saprofitica, que ocorre na matéria organica.
A fase saprofitica corresponde a estrutura de sobrevivéncia do patdgeno na auséncia de
seu hospedeiro. Nessa fase 0s patdgenos sobrevivem em restos de cultura ou em matéria

organica do solo, na forma de micélio e esclerodios. Este fungo tem a capacidade de
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persistir no solo durante longos periodos, pois, sob condi¢fes normais, crescem na

matéria organica, e em ambientes favoraveis, mantém-se viaveis.

3 ANTRACNOSE NO ACAI

A incidéncia de patdgenos causadores de doencas durante o desenvolvimento
das plantas e problemas relacionados a pos-colheita sdo fatores que limitam o
desenvolvimento do mercado de vérias culturas e seus derivados. A antracnose € uma
das mais importantes doencas associadas a um grande numero de espécies vegetais em
todo o mundo. Sua ocorréncia é relatada em culturas como abacate, caju, acerola,
mamdo, café, manga, goiaba, pepino, pimentdo e maracuja, entre outras (ROSSETTO,
2006).

Os danos causados pelo C. gloeosporioides sdo mais expressivos em plantios
adultos, porém podendo infectar também mudas. O fungo infecta tecidos novos e
brotacdes, podendo permanecer em estado latente ou quiescente, sem mostrar sintomas
até que as condicBes climaticas se tornem favoraveis e/ou a planta sofra algum tipo de
estresse seja ele nutricional hidrico ou por excesso de produ¢do. Quando isso acontece,
geralmente as plantas comegam a secar (JUNQUEIRA et al., 2005).

Essa doenca esté inteiramente associada ao clima quente, com temperaturas em
torno de 23 a 27 °C e alta umidade. Sua ocorréncia € aumentada na época chuvosa. O
agente causal pode sobreviver em partes afetadas remanescentes no proprio hospedeiro
ou no chdo, em plantas hospedeiras vizinhas e restos de cultura sendo, para tanto, sua
disseminacéo feita por intermédio dos agentes de inoculacdo como vento, gua, insetos,
homens, equipamentos, caixas utilizadas no transporte, etc. (RUGGIERO et al., 1996;

AGRIOS, 1997).
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O primeiro relato de antracnose em acai foi registrado em 2005, em frutos de
Euterpe oleracea no municipio de Muana, no estado do Par4, regido norte do pais, onde
foram feitas coletas de sementes verdes e maduras apresentando sintomas de manchas
necroticas. As necroses possuiam coloragéo escura e avangavam da casca para o interior
da polpa do fruto, ocasionando um apodrecimento generalizado. Apdés 5 dias de
incubacdo o patégeno foi identificado como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc (BATISTA et al., 2007). Outros estudos j& haviam identificado a mesma
doencga, em viveiro, em mudas de pupunha (SANTOS et al., 2007).

Poltronieri et. al (2014) realizou estudos entre as cidades de Paraty (RJ) e
Ubatuba (SP), evidenciando que o fungo C. gloeosporioides ndo apenas provocou
sintomas de antracnose nos frutos, mas influenciou negativamente a germinagdo das
sementes provenientes dos frutos infectados. Sendo esse o primeiro relato de C.
gloeosporioides causando antracnose em frutos de acai na Mata Atlantica.

Nogueira et al. (2013) relatou o aparecimento de folhas com manchas de formas
irregulares, com centro marrom claro e bordos escuros, comprovando a incidéncia de
Colletotrichum spp. em mudas enviveiradas, acarretando em perdas de até 70% da

producao.

4 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

Com a ampla utilizacdo do controle quimico das doencas de plantas, problemas

podem surgir e tornar-se importantes, algumas vezes prejudicando ou mesmo

inviabilizando sua utilizacdo. A selecdo de populacbes de patdgenos resistentes a

substancias quimicas muito utilizadas, impGe a busca continua por novas moléeculas e
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também por métodos alternativos de protecdo das plantas (CAMARGO e BERGAMIN

FILHO, 1995).

4.1 OLEO ESSENCIAL DE Piper aduncum L.

A familia Piperaceae compreende 5 géneros no Brasil, onde Piper e Peperomia
predominam com 170 e 150 espécies, respectivamente. Sendo que grande parte sdo
plantas herbaceas ou arbustivas, com folhas inteiras, alternas, inflorescéncia
espiciforme, com flores hermafroditas e muito reduzidas. Especies do género Piper
apresentam como principais caracteristicas o aroma forte, agradavel e sabor picante.
Oferecem grande variedade de uso como condimentos, aromatizantes e medicinais
(HEGNAUER, 1996)

As Piperaceaes sdo tidas como um das mais primitivas dentre as Angiospermas.
Elas se dividem em mais de 10 géneros possivelmente encontrados em regides
subtropicais e tropicais, incluindo a regido Amazoénica. O género Piper pode ser
considerado o de maior importancia, tanto na economia como na ciéncia (FAZOLIN et
al., 2006).

Os metabdlitos acumulados pelas espécies dessa familia de plantas caracterizam-
se por serem oriundos da biossintese mista, resultando na producdo de amidas ou de
compostos aromaticos, essencialmente fenilpropanoides do tipo lignanas e neolignanas.
Caracterizando-se também pela ocorréncia de terpenos, flavonoides e outras classes
(FAZOLIN et al., 2006).

As especies do género Piper (Piperaceae) sao amplamente aplicadas na medicina
popular em funcdo das propriedades microbianas exibidas por seus constituintes. A

pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) é uma excelente produtora de 0leo essencial, o
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qual possui alto teor do éter fenilico dilapiol (Maia et al., 1998). Produtos naturais de P.
aduncum tém apresentado acdo eficaz no controle de fitopatdgenos (Nair & Burke,
1990). Bastos (1997) demonstrou, in vitro e in vivo, a a¢do inibitdria do éleo essencial
de P. aduncum contra Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, agente causal da vassoura-
de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e a inibi¢cdo in vitro do crescimento

micelial de varios fitopatdgenos.

4.1.1 Caracterizacdo Quimica da Piper aduncum

Nas determinacfes dos componentes quimicos do género Piper, foram listados
600 constituintes, pertencentes a diferentes classes de compostos bioativos, como
alcal6ides, amidas e propenilfendis, entre muitos outros. A composicdo do oOleo
essencial de P. aduncum, aponta o dilapiol, um éter fenilico, como seu componente
majoritario (FAZOLIN et al., 2006).

A composicao do 6leo essencial de P. aduncum, coletada em diferentes locais da
Regido Amazonica, aponta o dilapiol como seu componente mais abundante, existindo
variedades desta espécie com teores proximos a 90%. Outras substancias como safrol e
sarisan, com bioatividade comprovada e apresentando em suas estruturas quimicas o
grupo metilenodioxifenil, sdo produzidos em menor quantidade junto com o dilapiol

(Figura 1) (FAZOLIN et al., 2006).
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Figura 1: Principais constituintes do 6leo essencial de P. aduncum: Safrol, Sarisan e Dilapiol
(Fazolin et al., 2006).

Vérias classes de compostos tém sido isoladas de P. aduncum, sendo as mais
importantes os derivados prenilados do &cido benzéico, cromenos ou benzopiranos,

flavondides, alcaldides, amidas, monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides.
4.2 INDUTORES DE RESISTENCIA EM PLANTAS

Ao contrario dos vertebrados, que possuem um sistema imune voltado para
impedir a invasao de parasitas, as plantas ndo dispGem dessa caracteristica e ndo tem a
capacidade de construir uma memdria prévia da sua interacdo com diversos
microrganismos patogénicos. Pelo contrario, as plantas desenvolveram caracteristicas
unicas para se protegerem contra a entrada de agentes patogénicos (JONES e DANG,
2006).

A inducdo de resisténcia pode ser visualizada como de ocorréncia natural
durante as interacdes planta-patdgeno, necessitando apenas da interferéncia do homem
para a possivel utilizacdo em escala comercial (STADNIK, 2000).

As estratégias de defesa produzidas pelas plantas, permitem o retardamento ou
até mesmo impedem a penetracdo de agentes fitopatogénicos. Esta defesa é composta de

resposta constitutiva, a qual ja estd presente nas plantas, e a resposta induzida, a qual

25



ocorre apos o ataque de fitopatdgenos ou o inicio do estresse abidtico (FERNANDES et
al., 2013).

Células vegetais contém proteinas estruturais, enzimas, polimeros fendlicos e
outros compostos que modificam as caracteristicas fisicas e quimicas da parede e séo
classificadas em dois tipos: parede priméria e secundéria (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Paredes primarias possuem em sua composi¢do microfibrilas de celulose
inseridas em uma matriz de polissacarideos conferindo resisténcia e flexibilidade.
Enquanto as paredes secundérias sdo altamente especializadas, espessas e reforgadas por
lignina, servindo de suporte mecénico da planta.  Devido a sua resisténcia mecénica a
lignina reduz a suscetibilidade ao ataque de patégenos (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Essa defesa contra patdgenos pode ocorrer tanto por estruturas caracteristicas
que agem como barreiras fisicas quanto por reagdes bioquimicas empregadas na defesa
da planta. (AGRIOS, 2004). Podendo esses mecanismos serem pré-formados, ja
existentes nas plantas antes do contato com o patégeno e pds-formados (ativos ou
induziveis), que estdo ausentes ou presentes em baixo nivel antes da infec¢do
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Essa ativacdo dos mecanismos latentes de resisténcia em uma planta através de
tratamentos com agentes externos, podem ser de origem bidtica (microrganismos
viaveis ou inativados, como o género Trichoderma) ou abidtica. Dentre os indutores
abioticos, o acido salicilico (AS) e seus analogos sdo 0s mais importantes, como por

exemplo, o acibenzolar-S-metil (ASM) (FORMENTINI, 2012).
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4.2.1 Silicio (Si)

O silicio (Si) é segundo elemento em maior abundancia na crosta terrestre,
superado apenas pelo o oxigénio. Nos solos, o silicio soltvel ou disponivel para as
plantas (H4SiO4 - &cido monosilicico) pode ser originario dos processos de
intemperizacdo dos minerais primarios e particularmente dos minerais secundarios
como os argilo-silicatos. Na planta, o silicio absorvido tem efeitos benéficos
relacionados principalmente com o aumento da resisténcia ao ataque de pragas (insetos),
nematdides e doencas, diminui a taxa de transpiracdo e, confere maior eficiéncia
fotossintética (KORNDORFE, 2015).

O silicio é absorvido na forma de &cido monossilicico (H4SiO4) em plantas,
juntamente com a agua (fluxo de massa) é depositado principalmente nas paredes das
células da epiderme, contribuindo substancialmente para fortalecer a estrutura da planta
e aumentar a resisténcia ao ataque de pragas e doencas. Se acumula como &cido silicico
polimerizado (silica amorfa), principalmente nas &reas de maxima transpiracdo
(tricomas, espinhos, etc.) (RODRIGUES et al., 2011). Contudo, o cultivo consecutivo
pode diminuir o nivel de Si no solo até o ponto em que a adubacdo com Si seja
necessaria para maximizar a producdo (VEIGA, 2008). Estudos mostram que o
suprimento de Si € beneéfico a varias culturas, seja pela absorcdo via foliar, solo ou
solucgéo nutritiva (RODRIGUES et al., 2011).

Dentre os elementos minerais estudados, o silicio (Si) contribuiu para a reducéo
da intensidade de doencas em varias culturas. Pozza et al. (2004) observaram reducéo
de 63,2% de folhas de café (Coffea arabica L.) lesionadas por Cercospora coffeicola
Berkeley & Cooke, e de 43% no total de lesbGes por plantas quando se empregou 1 g de

silicato de célcio incorporado em 1 kg de substrato.
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Os mecanismos de resisténcia as doengas, conferido pelo silicio sdo decorrentes
de sua associa¢do com o0s constituintes da parede celular, tornando-as menos acessiveis
as enzimas de degradacdo. O silicio aparece naturalmente em folhas de certas culturas.
Na cana-de-agucar, por exemplo, as concentracbes podem variar desde valores muito
baixos em folhas jovens (0,14% de Si) até valores muito altos em folhas velhas (6,7%
de Si) (KORNDORFER, 2015).

Uma das teorias para a protecao conferida as plantas pelo silicio € devido ao seu
acumulo e polimerizacdo nas células, formando uma barreira mecénica que dificulta o
atague de insetos-praga e patdégenos (GOMES et al., 2008). GOMES et al.(2005)
sugeriram que o silicio atua como elicitor do mecanismo de resisténcia induzida em
plantas de trigo.

A atividade fotossintética e resisténcia ao ataque de patdgenos e pragas estdo
relacionados ao fato do Si induzir uma série de reagdes metabolicas nas plantas,
resultando na formacdo de compostos com atividade antimicrobiana (LIMA FILHO et
al., 2007). Além de desencadear mecanismos naturais de defesa, como por exemplo, a
producdo de compostos fendlicos, quitinases, peroxidases e acumulo de lignina

(MORAES et al., 2009).

4.2.2 Acibenzolar-S-methil

O primeiro produto comercial registrado no Ministério da Agricultura como
ativador de plantas no Brasil € o Bion 500 WGe (Syngenta Protecdo de Cultivos), cujo
principio ativo é o acibenzolar-S-metil (ASM). Esse produto € derivado da molécula do
acido salicilico e foi desenvolvido para promover a ativacdo de todo o aparato

metabolico acima citado (FERNANDES et al., 2013).
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E a molécula mais amplamente utilizada, pois tem demonstrado ser um potente
ativador da RSA (Resistencia Sistémica Adquirida), ndo apresentando propriedades
antimicrobianas, mas incitando aumento na resisténcia as doencas em muitas espécies
de plantas, pela sua agdo semelhante ao &cido salicilico na via de transducéo do sinal
que leva a RSA (BAYSAL et al., 2003).

O mecanismo de acdo do ASM envolve a expressdo de genes relativos a RSA,
que seriam os mesmos ativados pelo &cido salicilico (NEUMANN et al., 2017). Para
que os préprios mecanismos de defesa da planta ativada demonstrem toda a sua
atividade é necessario um periodo de tempo entre a aplicacdo do ativador de plantas e o
inicio da infeccdo. ApoOs a aplicacdo de ASM, dentro de 4 a 12 horas, ocorre uma
inducdo na producdo de proteinas especificas relacionadas com a patogénese (PR),
como quitinases, glucanases basicas e perodoxidases acidas (FRIEDRICH et al., 1996).

Possui como caracteristica ser um ativador de plantas e ndo tem acdo direta
contra os patdgenos. A aplicacdo é realizada na parte aérea das plantas, ativando seus
préprios mecanismos naturais de defesa e aumentando sua resisténcia as doengas.
Devido ao seu modo de acdo particular, o produto deve ser aplicado antes da entrada
dos patégenos, ou seja, de forma preventiva. O produto € rapidamente absorvido pelos
tecidos foliares e se transloca sistematicamente, tanto para as folhas quanto para as
raizes, ativando assim a planta de forma generalizada (BRASIL, 2014).

Dentre 0os compostos sintéticos, o acibenzolar- S-metil (ASM) tem apresentado
acao na ativacdo da SAR em diversos hospedeiros como batata (Solanum tuberosum L.)
(Benelli et al., 2004), cacaueiro (Theobroma cacao L.) (SILVA et al., 2008), tomateiro
(Solanum lycopersicon Mill) (OBRADOVIC et al, 2005; SILVA et al, 2007), cafeeiro
(Coffea arabica L.) (COSTA et al., 2007; PEREIRA et al., 2008) e na propria soja para

Septoria glycines Hemmi e Cercospora kikuchii Matsu e Tomotasu (DALLAGNOL et
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al., 2006) e P. pakyrhizi (DEBONA et al., 2009). Por ndo apresentar atividade
microbiana direta, acibenzolar-S-metil é caracterizado apenas como um indutor da RSA.

Apbs o desenvolvimento do ASM, observou-se um consideravel avanco na
inducdo de resisténcia, além da atividade fungicida desse produto, ele também pode
aumentar a capacidade das plantas se defenderem contra outros patdgenos em diferentes

culturas (SIQUEIRA, 2015).

4.3 CONTROLE BIOLOGICO

O impacto da agricultura no ambiente e a contaminacgéo da cadeia alimentar com
agrotoxicos estdo alterando o cenario agricola, resultando em mercados de alimentos
produzidos sem o uso de agrotoxicos (BETTIOL, 2008).

O controle bioldgico é uma das alternativas mais discutidas para redugdo do uso
de agrotdxicos, podendo tanto aproveitar o controle biol6gico natural quanto realizar a
introducdo de agentes (BETTIOL e MORANDI, 2009).

E um fendmeno ecol6gico que ganhou bastante espaco na agricultura, sendo
utilizado como uma ferramenta no combate de doencas e pragas além de uma
alternativa a sociedade que anseia por alimentos mais saudaveis, livres de residuos
agrotoxicos e com menores danos ambientais. Dentro desse contexto, a utilizagdo de
microrganismos que antagonizam patogenos de plantas é uma alternativa sustentavel
(LOPES, 2009).

Baker e Cook em 1974 conceituaram como controle bioldgico como “a redugao
de indculo ou das atividades determinantes da doenca provocado por um patégeno ou

parasita, nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos,
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realizado naturalmente ou através da manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou
antagonista, ou pela introdu¢do em massa de um ou mais antagonistas”.

O biocontrole no fitopatdgeno pode ocorrer por efeitos diretos ou indiretos. Um
dos agentes de controle biolégico muito utilizado é o fungo Trichoderma spp. A
utilizacdo de fungos do género Trichoderma no biocontrole se da por ser antagonista a
varios fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle de indiretamente, competindo
por espacgo e nutrientes, modificando as condi¢Ges ambientais, produzindo antibidticos,
inativando as enzimas do patdgeno ou, diretamente, mediante o micoparasitismo
(BENITEZ et al, 2004). Mas, a acdo das enzimas hidroliticas sobre os fitopatdgenos é
considerado o principal mecanismo envolvendo o processo desse antagonista (SILVA et
al.,, 2007).

O género Trichoderma pertence a classe Deuteromiceto, subclasse Hifomiceto e
ordem Monilialles. Sua reproducdo é assexuada através de conidiéforos, originados nas
hifas, que produzem conidios. Uma de suas principais caracteristicas é a utilizacdo da
variedade de compostos como fonte de carbono e nitrogénio, além de um melhor
desenvolvimento em condigdes acidas (TAVARES, 2007).

A distribuicdo do género Trichoderma é dada amplamente em todo 0 mundo, em
diferentes ambientes e solos, vivendo saprofiticamente ou parasitando outros fungos
(ESPOSITO e SILVA, 1998).

Para Trichoderma sdo descritos alguns efeitos diretos: 1) Antibiose — atraves da
producdo de metabdlitos secundarios, alguns autores tém citado que essa espécie pode
secretar diversos antibioticos antifingicos como pironas, isocianatos, tricotecenos, entre
outros (SCHIRMBOCK et al, 1994); 2) Micoparasitismo - € um dos modos de acdo que
mais se destaca, consistindo na utilizacdo do fitopatdbgeno como alimento para seu

antagonista. Ele cresce em direcdo ao outro fungo, se enrola nas hifas e limita o
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crescimento e atividade do fitopatogénico (CHERIF et al., 1992); 3) Inativacio das
enzimas do fitopatdgeno — alguns fitopatdgenos possuem enzimas responsaveis pela
hidrélise dos componentes pécticos da parede celular das plantas (ELAD et al, 1999).

O primeiro relato de trabalhos utilizando esse tipo de controle ocorreu em 1950,
realizado pelo pesquisador Reinaldo Foster, intitulado “Inativa¢do do virus do mosaico
comum do fumo pelo filtrado de culturas de Trichoderma sp”, onde foi verificado que o
fungo, cultivado em meio liquido, produziu uma substancia capaz de inativar o virus do
mosaico comum do fumo, atingindo até 90% de inativacdo, sob certas circunstancias.
(BETTIOL e MORANDI, 2009).

Dentro deste contexto existem na literatura resultados positivos para a utilizacéo
de microrganismos antagonistas, dentre eles: Gliocadium no controle de Phytophthora
(SMITH et al, 1990); Trichoderma harzianum no controle de vassoura-de-bruxa do
cacaueiro (DE MARCO et al, 2000); Dicyma pulvinata no controle do mal-da-serigueira
(MELLO et al, 2005). Benitez (2004) ainda relata que 90% dos antagonistas utilizados
séo do género Trichoderma.

Desde entdo as pesquisas avancaram e geraram um grande nUmero de
informagdes, sendo que em 2000 foi lancado o Tricovab®, produto a base de
Trichoderma stromaticum, para o controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro pelo
CEPEC/CEPLAC em llhéus-BA. Em 2008 foi registrado o primeiro fungicida bioldgico
comercial contendo um antagonista para o controle de doencas de plantas,

Trichodermil® (Trichoderma harzianum). (BETTIOL e MORANDI, 2009).
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4.4 CONTROLE QUIMICO

Uma das ferramentas mais eficazes para a reducdo das perdas causadas por
doengas de plantas sdo os fungicidas. Tal utilizacdo desenvolveu-se lenta e
empiricamente, o enxofre era conhecido como fungicida a cerca de 1000 a.C. O filésofo
Demacrito, em 470 d.C., preconizava o uso de um preparo a base de torta de semente de
oliva para o controle de doengas. Em 1755, Tillet descreveu a reducéo de incidéncia de
carie do trigo com o tratamento de sementes com uma mistura de sal e cal. Porém,
apenas em 1807, Prévost demonstrou que esporos de Tilletia eram inibidos ou mortos
por suspensao de cobre (MIZUBUTI e MAFFIA, 2006).

Umas das primeiras preocupagdes com o uso de fungicidas é quanto a sua
degradacéo. Fry (1982) aponta alguns dos riscos ambientais no uso indiscriminado de
fungicidas, sendo que alguns fungicidas reduzem a populacdo foliar de fungos
(Entomophthora spp.) patogénicos e afideos, podem ser tdxicos a componentes da
macro ou microfauna, e 0 uso intensivo de produtos especificos para controlar uma
doenca pode aumentar a importancia de doencas secundarias.

Em geral, os fungicidas sdo menos prejudiciais que inseticidas a humanos e
outros animais. A avaliacédo do efeito fungicida é realizada por meio de testes in vitro na
germinacdo de esporos, analisando uma faixa de concentrac6es e determinando a dose
efetiva (DE) para inibicdo dos esporos (MIZUBUTI E MAFFIA, 2006).

Os fungicidas sistémicos séo produtos que podem ser absorvidos pelas folhas ou
raizes e que sdo translocados no interior da planta via xilema (AGRIOS, 2005).
Atualmente, o desenvolvimento de fungicidas sisttémicos € intenso e com constantes
avancos em produtos especificos e de caracteristicas curativas (MIZUBUTI e MAFFIA,

2006).
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CAPITULO |

USO DE FUNGICIDAS E DO OLEO ESSENCIAL DE Piper aduncum

(DILAPIOL) NO CONTROLE DA ANTRACNOSE EM Eutepe precatoria
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RESUMO

O controle quimico é o principal método utilizado para combater doencas em
plantas, principalmente pela grande oferta de produtos, facilidade de uso e eficiéncia.
Porém, o uso indiscriminado de fungicidas pode ser associado a diversos riscos, sendo
recomendavel a utilizacdo de diferentes estratégias para o controle das doencas de
plantas. O trabalho teve por avaliar o efeito de fungicidas e do 6leo essencial de Piper
aduncum (OEPA) no controle da antracnose foliar de Euterpe precatoria. Todos 0s
ensaios foram realizados na Embrapa Acre (laboratorio de Fitopatologia e Viveiro). O
agente causal da antracnose, Colletotrichum gloeosporioides, foi obtido por isolamento
de folhas de acai solteiro (E. precatoria) do viveiro. Posteriormente, foram
estabelecidas doses dos produtos testados aplicando os testes de crescimento micelial e
germinacdo de conidios. Estabelecidas as melhores concentracfes, foram levadas ao
viveiro e aplicadas em mudas de acai solteiro, realizando avaliacdes e reaplicacdes dos
produtos durante o periodo de 6 meses. O OEPA e ambos fungicidas foram altamente
eficazes no controle in vitro do Colletotrichum. Nos ensaios in vivo ndo houve diferenca
significativa dos tratamentos quanto as médias de severidade da antracnose e Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).
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INTRODUCAO

Dentre as principais medidas de controle da antracnose podemos citar o
tratamento de sementes, a rotacdo de culturas, uso de variedades resistentes, manejo
adequado do solo e o tratamento quimico com fungicidas (PESQUEIRA et al., 2016).

Segundo o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (MAPA, 2014), dos produtos
quimicos registrados para o controle da antracnose pode-se citar como principal, o
grupo das estrobilurinas (trifloxistrobina, azoxistrobinae, piraclostrobina, entre outras).
Uma das principais vantagens das estrobilurinas € inibir a germinacdo de esporos
(SILVA et al., 2011)

Algumas estrobilurinas sdo sistémicas, como azoxistrobina e picoxistrobina,
enquanto outros sdo mesostémicos, como trifloxistrobina. J& a piraclostrobina destaca-
se mais pelo alto efeito fisioldgico. Além disso, agem inibindo a respiracdo
mitocondrial do patégeno pela ligacdo ao citocromo b, bloqueando assim a geracdo de
ATP (BARTLETT et al., 2001).

De forma geral, o controle quimico de doencas de plantas é realizado com maior
frequéncia, principalmente pela grande oferta de produtos, facilidade de uso e eficiéncia
no controle. Entretanto, o uso indiscriminado de fungicidas pode ser associado a riscos
ambientais, na salde humana e na selecdo de populagdes resistentes de
microrganinsmos. Dessa forma, sempre que possivel, é recomendavel a utilizacdo de
diferentes estratégias para o controle das doencas de plantas, visando minimizar

potenciais impactos negativos da utilizacdo de agroquimicos (GHINI e KIMATI, 2000).
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Entre os produtos alternativos para o controle de doencas de plantas encontra-se
0 Oleo essencial de Piper aduncum, que possui em sua composicao o dilapiol. Este 6leo
essencial é um éter fenilico que possui atividade fungicida, moluscicida, acaricida,
bactericida e larvicida, com a vantagem de ser um produto biodegradavel (SILVA,
2004). A literatura apresenta resultados positivos da utilizacdo do dilapiol. Os trabalhos
demonstram controle efetivo com o uso do dilapiol para os fungos Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, agente causal da vassoura-de-bruxa em cacaueiro
(Theobroma cacau L.) e cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Wild. Ex Spreng.)]
(BASTOS, 1997), assim como em Colletotrichum musae (Berk. & Curtis), causador da
antracnose em frutos de bananeira (Musa spp.) (BASTOS e ALBUQUERQUE, 2004).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de fungicidas e do dilapiol (6leo
essencial de P. aduncum) no controle da antracnose foliar de E. precatoria, causada

pelo Colletotrichum gloeosporioides.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia e no viveiro,

ambos situados na Embrapa Acre.

2.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

O fungo foi isolado das folhas de Euterpe precatoria retiradas do viveiro da
Embrapa Acre com sintomas de antracnose. Posteriormente, foram inoculados em
folhas sadias do acaizeiro e reproducédo dos sintomas, cumprindo-se assim os Postulados

de Koch (1882), para confirmacdo do agente causal.
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Para a obtencdo dos isolados, foram retiradas seccGes do tecido infectado, os
quais foram desinfestados inicialmente em alcool 70% por 30 segundos, depois em
hipoclorito de sodio a 2% por um minuto. Por ultimo foram lavados em agua destilada e
esterilizada. Os fragmentos foram secos em papel de filtro esterilizados e em seguida
foram depositados em placas de Petri contendo o meio de cultura extrato de BDA
(batata-Dextrose-Agar) + cloranfenicol, para inibicdo do crescimento bacteriano. As
placas foram armazenadas em cémara incubadora tipo B.O.D por 7 dias a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Decorrido o periodo, as coldnias desenvolvidas foram
selecionadas e transferidas para novas placas contendo o0 mesmo meio de cultura e
incubadas novamente por sete dias nas condigdes descritas anteriormente, repetindo-se
0 mesmo processo até se obter col6nias puras do patdgeno. Posteriormente, procedeu-se
a identificacdo da espécie em microscopio Optico, seguindo critérios bibliograficos.

(CITAR)

2.2 ACAO DOS FUNGICIDAS E DO DILAPIOL SOBRE C. gloeosporioides

Os fungicidas piraclostrobina + epoxiconal e trifloxistrobina + tebuconazol
foram obtidos em comércio local, Opera® (BASF) e Nativo® (BAYER),
respectivamente. O 6leo essencial de Piper aduncum foi cedido pelo laboratorio de

entomologia da Embrapa Acre, no qual séo os responsaveis pela extracao.

2.2.1 Teste de crescimento micelial de C. gloeosporioides

No trabalho foi avaliado o efeito dos fungicidas piraclostrobina + epoxiconal,

trifloxistrobina + tebuconazol e do Oleo essencial de Piper aduncum (OEPA). As
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concentracdes testadas para os fungicidas foram de 0,015%; 0,0075%; 0,0037%;
0,0019%; 0,0009%; 0,0004%; 0,0002% e a testemunha representada pela agua destilada
e esterilizada. Para o OEPA foram utilizadas as concentragdes de 1,5%; 1%; 0,5%;
0,1%; 0,0025%; 0,000625%; 0,000312% e testemunha (adgua destilada e esterilizada).
Nas concentracdes de OEPA foi adicionado 25 pl de Tween 80°, para melhor
solubilizag&o. Para o preparo do meio de cultura, foram usados 3,12 g do meio
de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), solubilizando-o em erlenmeyer contendo 80
mL de &gua destilada. Foram preparados 7 erlenmeyers por experimento, ou seja, um
para cada concentracdo. Apds solubilizacdo, os erlenmeyers foram vedados com
algodéo e papel, posteriormente levados para autoclavagem a 120 °C por 60 minutos

(Figural A).

Os fungicidas e o dilapiol foram incorporados individualmente ao meio de
cultura BDA ja autoclavado e fundente (em torno de 50 °C) nos erlenmyers,
adicionando-se também 160 pl de cloranfenicol em cada frasco (Figura 1 B).
Posteriormente, foram vertidos em placas de Petri (Figura 1 C), que ap06s a solidificacao
do meio, recebeu discos de micélio ativo de C. gloeosporioides com 0,7 cm de
diametro, colocados no centro da placa (Figura 1 D). As placas foram armazenadas em
camara incubadora (B.0.D) a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas durante 10 dias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com 7
tratamentos, 4 repeticoes e 1 placa por repeticdo. Avaliou-se diariamente o
desenvolvimento da cultura por um periodo de 10 dias, medindo-se o aumento do
didmetro médio da col6nia em 2 sentidos perpendiculares, utilizando-se uma régua
graduada em milimetros (mm).

Os resultados foram submetidos a andlises pelo programa estatistico SAS,

calculando-se a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM). Para célculo
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da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi aplicado a férmula descrita
abaixo conforme Menten et al. (1976).
% inibicdo = [(crtest — crtrat) / crtest] x 100, onde:

crtest = producéo radial testemunha; crtrat = producéo radial tratamento.

S, .
SIS

Figura 1: Etapas do experimento de avaliagdo do crescimento micelial de C.
gloeosporioides. A) Preparo do meio BDA (Batata-Dextrose-Agar;.B) Adigdo do
produto (fungicida ou éleo de P. aduncum) ao meio de cultura; C) Transferéncia do
meio para placas de Petri; D) Adicdo de um disco de micélio ativo de C.
gloeosporioides ao meio de cultura com adigdo de tratamento.

2.2.2 Teste de germinacédo de conidios de C. gloesporioides

Nos testes de germinacdo de conidios, coldnias puras C. gloesporioides foram
obtidas, utilizando-se 0 meio BDA. Apds sete dias de incubacdo, considerando-se que
esse foi o tempo suficiente para que o fungo esporulasse, foi adicionado agua destilada e

esterilizada sobre estas colénias que foram entdo levemente raspadas, com o auxilio de
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uma alga de platina (Figura 2 A). A suspensdo de conidios obtida, foi filtrada em gaze
estéril e coletada para observacdo em microscopio e determinacdo da concentragcdo em
camara de Neubauer (Figura 2 B). No microscopio foi realizada a contagem no
quadrante C da lamina, e a concentragdo foi ajustada para 3x10* conidios/mL.

As solugdes dos fungicidas e do OEPA foram obtidas e tiverem as concentragdes
ajustadas utilizando-se a formula de diluicdo de concentragdes (C,V1 = C,V>) e levando-
se em consideracdo resultados ja obtidos por Nogueira et al. (2013). Para os fungicidas
foram usadas as concentragdes de 0,06%; 0,03%; 0,015%; 0,0075%, 0,0037%; 0,0019%
e testemunha (agua destilada e esterilizada). Para o OEPA concentra¢fes foram de
0,5%; 0,25%; 0,12%; 0,062%; 0,031%; 0,015% e testemunha. Nos experimentos com
dilapiol foram adicionados 15ul de Tween 80® para emulsificacdo do 6leo. Foram
utilizados tubos tipo eppendorf para a mistura da suspensdo de conidios com as
respectivas concentragdes dos produtos (fungicidas e dilapiol), sendo utilizados 200ul
da suspensdo de conidios + 200ul de cada concentragdo/produto. Esses tubos foram
agitados em vortex para homogeneizagéo durante 10 segundos (Figura 2 D).

Apos o preparo das misturas (suspensdo de conidios + dose/produto) estas foram
depositadas individualmente em l&minas de microscopia, sendo utilizadas quatro
laminas para cada concentracdo, equivalendo a 4 repeti¢cdes. Cada lamina recebeu uma
gota de 50ul da mistura adicionada individualmente. As laminas foram organizadas de
forma aleatéria e colocadas em caixas tipo gerbox contendo papel toalha umedecido.

Posteriormente foram colocadas em B.O.D a 25 °C/24 horas (Figura 2 C).
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Figura 2: Etapas do experimento para avaliar a germinacéo dos conidios

de Colletotrichum. A) Preparo da suspensdo de conidios; B) Contagem da
concentragdo de conidios através da cAmara de Neubauer; C) Preparo das
laminas devidamente identificadas; D) Solugbes preparadas com
diferentes concentracGes de P. aduncum.

As observacges sobre o efeito das doses na inibicdo da germinacgdo dos conidios
foram realizadas em microscopio éptico, sendo depositada uma gota do corante azul de
algodao + lactofenol em cada tratamento, para a devida paralisacdo da germinagédo dos
conidios, decorrida as 24 horas da sua montagem, de maneira que a observacdo das
laminas e avaliagdo do efeito dos tratamentos fosse realizada gradualmente. Foram
contados o nimero de conidios germinados e ndo germinados e calculado o percentual
de inibicdo de cada produto e/ou dosagem.

Para os produtos avaliados no controle da germinacao e crescimento micelial do
fungo, foi estabelecido a sua DEsy (dose efetiva mediana). Essa dose é estabelecida

através de uma ampla faixa de concentragdes, considerando-se a DEsy como a

concentracdo que inibir 50% do crescimento/germinacéo e DEgg quando inibir 99% do
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crescimento/germinacdo. Nesta avaliagdo devem ser considerados a dose utilizada, o
tempo de exposicao, frequéncia e a forma.

As anélises estatisticas foram realizadas pelo programa SAS, calculando a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e regressao linear dos valores de
inibicdo do crescimento micelial e germinagdo dos conidios. Foram realizados os testes

de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade de variancias (Bartlett).

2.3 EFEITO DOS FUNGICIDAS E DO OEPA NO CONTROLE DA ANTRACNOSE

EM MUDAS DE ACAI (E. precatoria)

Uma vez obtidos os resultados em condicGes de laboratério, foram escolhidas as
melhores concentracdes de cada produto para avaliacdo do controle da doenca em
mudas mantidas em viveiro. As mudas de E. precatoria foram transferidas para tubetes
em abril/2016, e submetidas aos tratamentos em setembro/2016.

As mudas de acai foram mantidas no viveiro da Embrapa Acre para realizacao

das avaliacdes. O substrato utilizado foi barro e areia na proporcéao de 3:1 (Figura 3 A).

43



Figura 3: Experimento de avaliacdo do efeito de fungicidas e dilapiol no
controle da antracnose em mudas de acai. A) Preparo para transplantar as mudas
(barro+areia); B) Aplicacdo dos tratamentos nas mudas de E. precatoria. C)
Organizacéo dos blocos no viveiro da Embrapa Acre.

Nos experimentos com os fungicidas a base de piraclostrobina + epoxiconazol e
trifloxistrobina + tebuconazol e com o 6leo de P. aduncum (76,66% de dilapiol) foram

testadas as seguintes concentracdes descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos tratamentos (ingredientes ativos e doses) utilizados para o
controle da antracnose em mudas de acai solteiro, sob condicGes de viveiro.

Tratamento Ingrediente ativo Nome Dose
Comercial
Tratamento 1 dilapiol - 6,5 mL/I
Tratamento 2 dilapiol - 3,26 mL/I
Tratamento 3 piraclostrobina + epoxiconazol Opera® 1,64 mLU/I
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Tratamento 4 piraclostrobina + epoxiconazol Opera® 0,82 mL/I

Tratamento 5 trifloxistrobina + tebuconazol Nativo® 1 mu/l
Tratamento 6 trifloxistrobina + tebuconazol Nativo® 0,5 mL/I
Tratamento 7 agua destilada (testemunha) - -

As concentracdes foram preparadas no laboratério, utilizando-se agua destilada
+ espalhante adesivo (4 mL/I) para melhor solubilizacdo dos produtos.

Os produtos foram aplicados mensalmente nas mudas, por um periodo de trés
meses (Figura 3 B), sendo realizadas avaliagdes mensais da severidade da doenca,

utilizando-se a seguinte escala visual de notas:

Nota 1 — Auséncia de sintomas da doenga;

Nota 2 — Até 10%da area dos foliolos com lesoes necroticas;

Nota 3 — De 11 a 30% da area dos foliolos com lesoes necroticas;
Nota 4 — De 31 a 50% da area dos foliolos com lesoes necroticas;
Nota 5 — De 51 a 75% da area dos foliolos com lesoes necroticas;
Nota 6 — De 76 a 100% da area dos foliolos com lesdes necroéticas;

Nota 7 — Folha morta pela a¢ao da doenga.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com 7
tratamentos e 5 repeticdes, e 6 plantas por repeticdo. Ao final do experimento foram
avaliadas o nimero de folhas, altura da planta (altura da superficie do solo até a insercédo

da folha vela-folha) e diametro do coleto.
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As analises estatisticas foram feitas pelo programa SAS, calculando a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), as médias de severidade
comparativas entre os tratamentos e a diferenciacdo dos tratamentos pela matéria seca
das amostras.

Foram realizados os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade

de variancias (Bartlett).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTES in vitro

3.1.1 Crescimento micelial e germinacdo dos conidios de Colletotrichum

Os resultados demonstraram que quando C. gloesporioides foi submetido as
diferentes doses do fungicida a base de trifloxistrobina + tebuconazol o efeito da
inibicdo do crescimento micelial foi linear, apresentando alta eficiéncia, mesmo nas
doses muito baixas. A DEsy (Dose Efetiva para inibicdo de 50%) do fungicida foi
estabelecida na concentragdo 0,0004%, enquanto a DEgg (Dose Efetiva para inibi¢ao de
99%) foi 0,015% (Grafico 1). Ambas as concentracdes, consideradas baixas,
demonstram a alta eficiéncia do fungicida no ensaio in vitro e também possibilita boa
alternativa para os ensaios in vivo, oferecendo alternativa promissora para o controle
quimico da antracnose, com a utilizacdo de doses mais baixas do fungicida.

A resposta linear das doses testadas tambeém confirma os resultados esperados,
onde quanto maior a dosagem do fungicida menor o crescimento micelial do C.

gloesporioides, confirmando a eficiéncia in vitro.
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Gréfico 1: Valores de inibicdo do crescimento micelial em diferentes doses de fungicida a
base de trifloxistrobina + tebuconazol

Sartori (2007) relatou a alta sensibilidade de 19 diferentes isolados de C.
lindemuthianum, aos principios ativos propiconazol e trifloxistrobina + propiconazol. O
intervalo de DEsy foi inferior a 1 ug/mL. Lopes et al. (2015) testou a eficacia de alguns
fungicidas no controle de C. gloeosporioides, relatando que a mistura de trifloxistrobina
+ tebuconazol foi a que estatisticamente apresentou maior porcentagem de inibicéo,
diferindo estatisticamente dos demais fungicidas analisados.

Para o fungicida a base de piraclostrobina + epoxiconazol os resultados foram de
inibicdo completa do crescimento micelial, também com correlacdo positiva entre doses
e inibicdo do crescimento micelial. A dose de 0,0002% foi responsavel por 50% da
inibicdo (sendo considerada a DEsp), enquanto as doses de 0,015% e 0,0075%
obtiveram o0s maiores valores de inibicdo, de 99% e 98%, respectivamente.
Consideramos, portanto, que a DEgy do fungicida piraclostrobina + epoxiconazol é
0,015%. (Gréfico 2).

O piraclostrobina + epoxiconazol, dos trés produtos testados, foi o que
proporcionou maior de inibicdo de crescimento micelial (em um intervalo de tempo

menor) e da germinagdo dos conidios, em todas as concentragdes, de modo geral. Essa
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eficiéncia foi confirmada quando observamos que a DEs, obtida também foi a menor

para as concentracgdes testadas (0,0002%).
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80% -
3
= 60% -
z
40% - 50%

20% -

O% T T T T T T T

0,0002 0,0004  0,0009 0,0019 0,0037 0,007/5 0,015

Concentracoes (%)

Grafico 2: Valores de inibicdo do crescimento micelial em diferentes doses de
fungicida a base de piraclostrobina + epoxiconazol

A eficiéncia de piraclostrobina + epoxiconazol é conhecida também em outras
culturas. Silva et al. (2009) obtiveram éxito no controle de Myrothecium roridum em
algodoeiro, sendo o fungicida considerado altamente efetivo na inibi¢do do crescimento
micelial e na germinacéo de conidios do patdgeno. Garcia et al. (2013), avaliaram o
efeito de piraclostrobina + epoxiconazol em Sclerotinia sclerotiorum e a inibigdo no
crescimento do fungo variou de 98 a 100%. Lopes et al. (2015) apresentaram que as
maiores amplitudes de DEso, dentre os fungicidas por eles avaliados, foram observadas
para 0s principios ativos trifloxistrobina + tebuconazol e piraclostrobina +
epoxiconazol, resultados similares aos apresentados.

Nos testes para avaliagdo do crescimento micelial do C. gloeosporioides
utilizando-se o dilapiol, houve diferenca significativa em todos os tratamentos, quando

comparados a testemunha. A maior dose utilizada (1,5%) obteve um fator de inibicdo do
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crescimento de 90%, enquanto a menor dose (0,00312%) inibiu 28% do
desenvolvimento do fungo (Grafico 3).

Nota-se no Grafico 3 que quanto maior a concentracdo do dilapiol usada, maior
foi o percentual de inibicdo do crescimento micelial do fungo C. gloesporioides,
demonstrando assim correlagdo positiva entre doses do dilapiol para a varidvel inibicao
e correlagédo negativa quanto ao crescimento micelial, considerando que quanto maior a
concentracdo do 6leo, menor o crescimento micelial do fungo.

Diante das diferentes concentracdes testadas de dilapiol, é possivel verificar que
a Dose Efetiva para inibir 50% do crescimento micelial (DEsp) de C. gloeosporioides
foi de 0,00625%, que inibiu 51% do desenvolvimento do fungo. Quando se busca
alcancar fatores de inibicdo superiores a 90% sera necessario 0 uso de concentracdes
acima de 1,5%, que ndo foram avaliadas neste trabalho.

Dos produtos testados, observamos que o dilapiol é o que apresentou as maiores
concentracOes para inibicdo do patdgeno. Estes resultados sdo bastante promissores no
sentido de oferecerem alternativa eficiente no controle da doenca. Além disso, o uso do
dilapiol apresenta-se como uma alternativa ao uso de fungicidas, de forma que podera

compor a estratégia para o controle integrado da antracnose do acai solteiro.
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Gréfico 3. Valores de inibigdo do crescimento micelial em diferentes doses de Dilapiol

O dilapiol apresenta um historico de eficiéncia no Controle de vérios fungos
fitopatogénicos. Lobato et al. (2007) testou diferentes concentracbes em Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid; Aspergillus flavus; Penicillium spp.; Fusarium spp. e
Rhizoctonia solani Kuhn, chegando a resultados conclusivos de eficiéncia do dleo na
concentracdo de 0,5%. Bastos e Albuquerque (2004), avaliaram o efeito do dilapiol no
controle da antracnose (Colletotrichum musae) em pds-colheita de em banana, relatando
100% de inibicdo na germinacdo e no crescimento, em concentragdes de 100 pg/ml e
150 pg/ml. Oliveira et al. (2010) utilizou dilapiol para controle de Colletotrichum
gloeosporioides, obtendo 72,5% de reducdo na germinacdo de conidios e 83 a 98% de
inibicdo do crescimento micelial. Todos resultados similares aos encontrados neste
trabalho.

A alta atividade fungicida do Oleo essencial de P. aduncum também foi
conferida ao fitopatégeno Cladosporium cladosporioides. O 6leo de Piper tuberculatum
apresentou fatores de inibicdo em C. sphaerospermum com CMI (concentragdo minima

inibitoria) de 10 pg.mL™* (NAVICKIENE et al., 2006). O dilapiol, e outros compostos
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como safrol, eugenol, miristicina sdo constituintes dos arilpropandides, apresentando
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, além de efeitos citotoxicos e
psicotrépicos, justificando tal efeito apresentado (PARMAR et al., 1997).

Os resultados obtidos no ensaio in vitro demonstram que os produtos avaliados
foram eficientes para o controle do crescimento micelial e germinacdo dos conidios de
C. gloesporioides, apresentando assim bom potencial para o uso in vivo.

Os fungicidas pertencentes ao grupo das estrobirulinas atuam preventivamente,
inibindo a germinacgéo de esporos, apresentando alguma acao curativa e erradicante no
desenvolvimento dos fungos nos estadios iniciais de pds-germinacdo, com atividade
antiesporulante (RODRIGUES, 2011). Confirmamos essa informagé&o ao analisarmos os
testes de germinacao de conidios, com altas taxas de inibi¢cdo, mesmo em concentracoes
baixas.

O fungicida a base de trifloxistrobina + tebuconazol foi o que teve menor
homogeneidade de dados, apresentando taxas que vao de 7% a 89% de inibicdo na

germinacao dos conidios para as concentragdes utilizadas (Grafico 4).
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Gréfico 4: Valores de inibicdo da germinacdo de conidios em diferentes doses de
trifloxistrobina + tebuconazol

Quanto ao fungicida piraclostrobina + epoxiconazol, foram apresentadas altas
taxas de inibicdo da germinacdo dos conidios, até mesmo nas menores concentracoes
(Tabela 2).

Porém, segundo Lopes et al. (2015), os fungicidas trifloxistrobina + tebuconazol
e piraclostrobina + epoxiconazol ndo obtiveram eficiéncia na germinac&o de conidios de
C. gloeosporioides. Nesse caso, evidenciamos o contrario, ambos fungicidas
apresentaram alto nivel de inibicdo na germinacdo. (Grafico 4 e Tabela 2). No entanto,
0s resultados podem ser comparados apenas parcialmente com os resultados aqui
obtidos, uma vez que seria necessario avaliar a variabilidade genética do fungo e
também o histérico da utilizacdo do fungicida no referido trabalho, a fim de se
investigar uma possivel selecdo de individuos resistentes, o que diminuiria a eficiéncia
do produto, entretanto o trabalho ndo apresenta estas informacdes.

Dessa forma, foi possivel realizar a regressdo linear apenas do fungicida

trifloxistrobina + tebuconazol (Grafico 4), pois foi o Gnico que apresentou intervalos
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significativos entre concentracdes testadas. O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol
e 0 Oleo essencial apresentaram altos valores de inibigdo na germinacdo dos conidios,
ndo permitindo a demonstracdo em forma de grafico (Tabela 2). Mesmo assim,
conseguimos observar a viabilidade para utilizagdo de ambos os produtos a nivel de
campo.

Bastos et al. (2004) relatou a inibicdo de 100% na germinacdo de conidios de
Colletotrichum musae, com diferentes doses de dilapiol, resultado que se assemelha ao
apresentado, onde a inibicdo foi nula ( 0%) na concentracdo de 0,031% do dilapiol e de

99% na seguinte concentragdo (0,062%) (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito de doses do dilapiol e dos fungicidas na germinacédo de conidios de C. gloesporioides

dilapiol piraclostrobina + epoxiconazol trifloxistrobina + tebuconazol
Concentragdo (%) Inibicdo Concentragéo (%) Inibicdo | Concentracdo (%)  Inibigdo
0,015 0% 0,0019 94% 0,0019 7%
0,031 0% 0,0037 100% 0,0037 13%
0,062 99% 0,0075 100% 0,0075 7%
0,12 93% 0,015 100% 0,015 28%
0,25 97% 0,03 100% 0,03 75%
0,5 100% 0,06 100% 0,06 89%

Fungicidas pertencentes ao grupo triazol (tebuconazol e epoxiconazol) tem como
uma das caracteristicas a acdo na biossintese de melanina, caracteristica essencial na
patogenicidade. A sintese da melanina ocorre nas paredes do apressorio e € uma
exigéncia para o desenvolvimento da hifa de infecdo e subsequente penetracao do fungo
na epiderme do hospedeiro (RODRIGUES, 2006). Foi possivel evidenciar em todos 0s

tratamentos, inclusive com o uso do dilapiol, conidios com a formacdo do tudo
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germinativo, porém sem a formacdo do apressorio, caracteristica essencial para a

fixagéo do fungo (Figura 4).

Figura 4: Microfotografia dos conidios de C. gloesporioides em diferentes
concentragcdes dos fungicidas. A) Testemunha, com alto nimero de conidios
germinados; B) Concentracdo 0,0075% do fungicida trifloxistrobina +
tebuconazol; C) Concentracdo de 0,0019% do fungicida piraclostrobina +
epoxiconazol; D) Concentracdo de 0,25% do dilapiol. Setas indicam o tubo
germinativo.

3.2 TESTES in vivo

A partir da obtencdo dos resultados do ensaio in vitro, foram selecionadas
dosagens dos fungicidas e do dialpiol para avaliacdo da sua eficiéncia no controle da

antracnose em mudas de E. precatoria mantidas no viveiro.
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Analisando as variaveis severidade da antracnose em folhas e a Area de
Progresso da Doenga (AACPD), os tratamentos foram considerados iguais, ou seja, as
médias ndo diferiram significativamente, nem mesmo da testemunha (Tabela 2).

Mesmo as médias ndo diferindo entre si na severidade e na AACPD é possivel
verificar que os menores valores foram atribuidos ao tratamento 4 (piraclostrobina +
epoxiconazol). O uso do fungicida piraclostrobina + epoxiconazol para controle de
antracnose € evidenciado em varios estudos. Lima et al. (2008) relatou a incidéncia de
baixos indices de severidade da doenca, apresentando percentuais de controle superiores
a 60% em feijoeiro.

A maior dose de dilapiol (tratamento 1) obteve a maior média de severidade e
AACPD, levando em consideracdo a alta eficiéncia no controle in vitro, e a presenca de
fitotoxidez na mudas, € necessario rever as concentragdes com doses mais baixas. E
notério também que quando utilizado uma dose menor de dilapiol (tratamento 2) a

média na severidade e na AACPD reduz consideravelmente.

Tabela 2: Severidade e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) dos tratamentos, seguidas de letras comparativas dadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tratamentos Médias de AACPD
severidade
Tratamento 1 57,650a 234,1a
Tratamento 6 51,725a 211,9a
Tratamento 3 49,725a 204,4a
Tratamento 5 48,875a 197,6a
Tratamento 2 48,475a 193,5a
Tratamento 4 47,875a 189,8a
Tratamento 7 44,500a 178,3a

Tratamento 1: dilapiol (6,5 mL/l); Tratamento 2: dilapiol (3,26 mL/l);
Tratamento 3: piraclostrobina + epoxiconazol (1,6 mL/l); Tratamento 4:
piraclostrobina + epoxiconazol (0,8 mL/l); Tratamento 5: trifloxistrobina +
tebuconazol (1 mL/l); Tratamento 6: trifloxistrobina + tebuconazol (0,5 mL/l);
Tratamento 7: testemunha (dgua destilada).
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Nogueira et al. (2016) relatou a baixa eficiéncia do dilapiol quando aplicado em
mudas de acai em viveiro, isso por qué a dose utilizada foi baixa para o controle da
antracnose, porém muito alta para a planta, causando fitotoxidez. Tais resultados
corroboram com 0s apresentados, ja que as mudas dos tratamentos de dilapiol também

apresentaram graus de fitotoxidez (Figura 5).

Figura 5: Diferentes niveis de severidade da antracnose e
fitotoxidez nas folhas encontradas nos tratamentos. A) Muda
do tratamento 7, pulverizada apenas com agua (testemunha);
B) Muda submetida ao tratamento 4 - piraclostrobina +
epoxiconazol (0,8 mL/l); C) e D) Mudas submetidas a maior
dose de dilapiol (tratamento 1).

Basso et al. (2015) realizou testes de controle da antracnose e mancha alvo,
aplicados via foliar em soja, utilizando aplicacbes com diferentes fungicidas
(piraclostrobina + epoxiconazol; eluxapiroxade + piraclostrobina; tebuconazole e
picoxystrobina + ciproconazol). Ndo foi quantificada diferenca significativa entre os

tratamentos para controle da antracnose, resultado assemelhado ao apresentado, j& que
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nenhum dos tratamentos obteve diferenca significativa entre si, porém a metade da dose
de piraclostrobina + epoxiconazol foi a que apresentou menor valor de severidade e
AACPD (Tabela 2).

A eficiéncia de todos os produtos nos testes in vitro faz-se rever as
concentragdes utilizadas, sendo importante ressaltar que durante as avaliagcbes 0s
tratamentos 4 e 5 (piraclostrobina + epoxiconazol e trifloxistrobina + tebuconazol ,
respectivamente) obtiveram mudas com maior vigor.

Pesqueira et al. (2016) obteve controle da antracnose em soja através da
associacao de carbendazim com epoxiconazol + piraclostrobina, relatando também que
essa associagédo reduz a severidade e apresenta aumento de produtividade.

Oliveira et al. (2011) apresentou resultados positivos no controle de antracnose
em mudas acai. Foram relatados indices de até 25,27% de severidade pelo fungicida
piraclostrobina + epoxiconazol e 44,68% com o trifloxistrobina + tebuconazol.

O fato da testemunha obter os menores valores de média pode ser atribuido a
problemas hidricos durante a execugdo do experimento. A agua utilizada para irrigacao
na fase inicial do experimento causou fitotoxidez, sendo suspendida, porém o0s
resultados demonstram que houve interferéncia direta nos tratamentos.

Quanto as analises de matéria seca das mudas, ndo foi constatada diferencas
significativas entre as medias da parte aérea e raiz das plantas, evidenciando que néo
houve relacdo direta entre os tratamentos utilizados e o desenvolvimento das mudas.
(Grafico 5). Essa ndo diferenciacdo também pode estar relacionada aos problemas
hidricos durante o experimento, o que dificultou a visualizacdo dos resultados.

Entender o acimulo de matéria seca € fundamental para analise de crescimento
vegetativo, que somado ao acumulo de &gua resulta no crescimento de uma planta

(CAIRO et al., 2008).
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Gréfico 5: Matéria seca (parte aérea e raiz) das mudas submetidas aos tratamentos,
seguidas das respectivas letras dadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para
diferenciacéo

.1P. Aérea M Raiz

26,49a
27,12a J 25,85a

24,7 ! 30,39a

,73a 25,19a 23 46a
29,76a 30,50a H200e 31,38a 29,23a 28,564 27,76a

| |
1 2 3 4 5 6 7
Tratamentos

Tratamento 1: dilapiol (6,5 mL/l); Tratamento 2: dilapiol (3,26 mL/l); Tratamento 3: piraclostrobina +
epoxiconazol (1,6 mL/l); Tratamento 4: piraclostrobina + epoxiconazol (0,8 mL/I); Tratamento 5:
trifloxistrobina + tebuconazol (1 mL/l); Tratamento 6: trifloxistrobina + tebuconazol (0,5 mL/l);
Tratamento 7: testemunha (agua destilada).

4 CONCLUSOES

O uso de dilapiol ¢é altamente eficaz na inibicdo do crescimento micelial e na
germinacdo de conidios de C. gloesporioides, sendo sua DEsy para inibicdo do
crescimento micelial de 0,00625%, considerada muito baixa.

Os fungicidas piraclostrobina + epoxiconazol e trifloxistrobina + tebuconazol

sdo eficazes na inibicdo do crescimento micelial e na germinagdo de conidios de C.
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gloesporioides, até mesmo nas concentragcdes mais baixas, sendo 0,0004% a DEsg para
ambos.

O dilapiol e os fungicidas apresentaram eficicia na inibicdo da germinacdo de
conidios, porém ndo apresentaram linearidade e nem intervalo satisfatorio para
definicdo da DEsg para a germinacao dos conidios do fungo.

No ensaio in vivo ndo houve diferenca significativa dos tratamentos quanto as
médias de severidade da antracnose e AACPD, sendo que a menor dose do fungicida
piraclostrobina + epoxiconazol foi 0 que obteve as menores médias.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para a varidvel matéria

seca das mudas, tanto na parte aérea como na raiz.
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CAPITULO I

EFEITO DO Trichoderma spp. E DE INDUTORES DE RESISTENCIA NO

CONTROLE DA ANTRACNOSE EM MUDAS DE Euterpe precatoria
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RESUMO

Grande parte dos problemas fitossanitarios relacionados as palmeiras, como o
acai, sdo referentes a antracnose, com perdas em torno de 70% das mudas. Somada a
acdo dos fungicidas, o uso de outras técnicas tendem a aumentar a eficiéncia de controle
das doencas de plantas, diminuindo possiveis impactos ambientais, riscos a salde e
possibilidade da selecdo de patdgenos resistentes aos fungicidas. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e viveiro da Embrapa Acre. Foram
realizados isolamentos de diferentes solos, plantulas e sementes de acai, para obtencdo
de isolados de Trichoderma spp. Posteriormente realizaram-se testes de antagonismo
entre Trichoderma spp. X Colleotrichum, fungo causador da antracnose. Apos testes in
vitro foram selecionados os melhores isolados para testes in vivo, misturando-os a
diferentes substratos, para o desenvolvimento de mudas de agai solteiro (Euterpe
precatoria). Em paralelo, também foram realizados testes em mudas com os indutores
de resisténcia acibenzolar-s-metil e silicio. Os isolados de Trichoderma mostram-se
altamente antagonistas ao Colletotrichum. O substrato de castanha-do-brasil, associado
a dois diferentes isolados de Trichoderma, obteve as menores médias de incidéncia de
antracnose. Os indutores de resisténcia ndo apresentaram diferenca estatistica para o
parametro severidade. O acibenzolar-s-metil promoveu melhor desenvolvimento das

mudas e 0s menores valores de severidade.

Palavras-chave: acai solteiro; Colleotrichum; Trichoderma; controle bioldgico.
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INTRODUCAO

A utilizacdo do controle quimico ainda € o principal método que os produtores
recorrem para o controle de varias doencas/pragas, inclusive no controle da antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum. Esse uso se da pela facilidade de acesso e
eficiéncia no custo-beneficio. Porém, a aplicacdo indiscriminada pode ter efeito
deletério sobre 0 meio ambiente e a salde humana, bem como levar o surgimento de
fitopatdgenos resistentes aos produtos rotineiramente empregados (PEDRO et al.,
2012).

Nesse aspecto entra a utilizacdo de métodos alternados de controle, que visam a
reducdo dos impactos causados pelo controle quimico. O género Trichoderma vem
sendo utilizado com sucesso no controle de fitopatdgenos, por serem capazes de
proteger plantas por meio de mecanismos como parasitismo, antibiose, competi¢do por
nutrientes e substrato, e inducédo de resisténcia.

Segundo Benitez et al. (2004), o sucesso na utilizacdo de Trichoderma como
agente de antagonismo se da devido a sua alta capacidade de reproducdo, estratégias de
sobrevivéncia em condicOes desfavoraveis, eficiéncia na utilizagdo de nutrientes, ser
agressivo a fungos fitopatogénicos, ativar mecanismos de defesa e por promover o
crescimento das plantas (DIAS, 2011).

Mesmo com a grande quantidade de informacdes que favorecem a utilizacdo do
Trichoderma para finalidades agricolas, ainda existe uma baixa aplicabilidade no Brasil.
Isso pode ser justificado pela limitacdo na disponibilidade de produtos comerciais a
base do fungo legalmente registrados no Ministério da Agricultura Pesca e
Abastecimento (MAPA). A falta do conhecimento sobre principios e vantagens

envolvidos na sua utilizacdo sdo ainda insuficientes, limitando o conhecimento dos
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possiveis consumidores. A alternativa para aumentar a aplicabilidade do seu uso é o
desenvolvimento de pesquisas que demonstrem sua eficiéncia e que esclarecam os
mecanismos da interacdo entre os agentes de biocontrole, patdgenos, plantas e ambiente
(MACHADO et al., 2012).

Pedro et al. (2012) afirmaram que isolados de Trichoderma spp. podem
promover 0 crescimento e reduzir a severidade da antracnose em plantas de feijao
'Pérola’, em condicBes de casa de vegetacdo. Martins et al. (2007) recomendaram a
aplicacdo simultéanea de Trichoderma para o controle do C. gloeosporioides em mudas
de maracujazeiro-amarelo. Podendo ainda ser um mecanismo de acdo sinérgica,
dependentemente da espécie, fungo a que antagoniza, disponibilidade de nutriente, pH,
umidade, temperatura (RIBEIRO, 2009).

Outro fator aliado é a inducdo de resisténcia, que é geralmente definida como
resisténcia sistémica adquirida (RSA). O indutor pode ser um produto quimico,
patdgeno avirulento, parte de um patdégeno, um organismo nao patogénico, entre outros.
Dentre os indutores destaca-se o 4acido salicilico (AS) e seus analogos, como o
acibenzolar-S-metil, um potente ativador de RSA, que protege plantas cultivadas em
condi¢Ges de campo, contra um grande nimero de patdgenos (SILVA et al., 2007).
Outro indutor de resisténcia é o silicio, composto encontrado no solo e absorvido na
forma de acido silicico. O silicio é depositado na parede celular podendo aumentar o
teor de clorofila das folhas, a tolerancia das plantas aos estresses ambientais e 0
desbalanco nutricional, além de reforcar a parede celular e aumentar a resisténcia contra
patogenos e insetos.

Siqueira (2015) conferiu maior resisténcia e menor severidade da antracnose as

plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata) utilizando doses de acibenzolar-S-metil.
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A utilizacdo de diferentes substratos na producdo de mudas também apresenta
resultados no controle de doencas. Normalmente, os substratos sdo residuos de
processos industriais que ndo possuem utilidades, sendo uma maneira econdmica e
ecoldgica para lidar com esse problema. Santos et al. (2007) relata a importancia da
utilizagdo de substratos no controle da antracnose em pupunheira.

O substrato comercial Plantmax é um dos mais conhecidos e utilizados em
diversas culturas, também sendo vidvel a utilizacdo de cascas de arvores processadas,
hamus, vermiculita, entre outros (FACHINI, 2006).

Segundo Freitas et al. (2011) o uso de substratos adequados garante o
estabelecimento do plantio e reduz o tempo de formagéo da muda.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de isolados de
Trichoderma spp. associados a diferentes substratos e testar a eficiéncia de indutores de

resisténcia no controle da antracnose em mudas de E. precatoria.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e viveiro,
ambos situados na Embrapa Acre. Foram realizados inicialmente os isolamentos e
identificacOes de isolados do fungo Trichoderma spp. e posteriormente os testes in vitro

e in vivo.

2.1 ISOLAMENTO DE Trichoderma

Para obtencdo dos isolados de Trichoderma spp. foram coletados solos em

diferentes localidades, plantulas e sementes de acai. Procurou-se amostrar solos de areas
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onde a cultura do acai estivesse presente, solos de cultivo de bananeira e também solos
de ambientes naturais ndo cultivados.

As amostras de solo foram pesadas em copos descartaveis de 50 mL, obtendo-se
10 g de solo de cada uma, devidamente identificadas. Em uma camara de fluxo laminar,
as amostras de solo foram colocadas separadamente em erlenmeyers autoclavados,
contendo agua destilada e esterilizada e a seguir foram agitados manualmente até
completa homogeneizacdo. Foram realizadas 3 diluicBes em série de cada amostra,
sendo que foi utilizada apenas a ultima (10®), retirando 1 mL do erlenmeyer e
transferindo-os para os tubos de ensaio contendo agua destilada e esterilizada, os tubos
foram agitados com auxilio de um vortex por 30 segundos. Apds as diluicbes em série
foram retirados aliquotas de 200 pl de cada amostra e entdo semeados no centro de uma
placa de Petri contendo meio BDA + cloranfenicol j& solidificado. A solugdes foram
espalhadas sobre o meio de cultura com o auxilio de uma alga de Drigalski em
movimentos circulares, cobrindo-se toda a superficie da placa. As placas foram entdo
vedadas com filme pléstico e aclimatadas em BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas.

Nos isolamentos através de plantulas e sementes de acai, as mesmas foram
desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio a 1% durante 1 minuto e agua
destilada e esterilizada por mais 1 minuto. As amostras foram secas em papel toalha
esterilizado e colocadas em meio BDA (Figura 5). Posteriormente, aclimatadas em
BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas.

Nos trés métodos as colonias de Trichoderma spp. foram observadas 5 dias ap0s
o isolamento, entdo foram repicadas para novas placas de Petri, a fim de se obter
colénias puras. Foram obtidos 10 isolados do fungo, sendo devidamente identificados e

preservados seguindo o método de Castellani (1939).
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Figura 1: Realizagdo dos isolamentos para obtencdo de Trichoderma spp. de
sementes e plantulas de acai. A) Desinfestacdo das amostras, para serem
colocadas ao meio de cultura. B) Plaqueamento das sementes em meio BDA +
cloranfenicol; C) Plagueamento das plantulas em meio BDA + cloranfenicol

2.2 TESTE DE ANTAGONISMO ENTRE Trichoderma spp. e Colletotrichum

gloesporioides

Para avaliar o antagonismo de Trichoderma spp. contra C. gloesporioides foi
realizado o teste de pareamento de culturas, segundo a metodologia descrita por Dennis
e Webster (1971). Placas de Petri contendo meio BDA receberam discos de micélios
ativos dos dois fungos, colocados em extremidades opostas da placa de Petri. Foram
realizadas combinagfes entre 10 isolados de Trichoderma spp. e 4 isolados de C.
gloesporioides, sendo que cada combinagdo tinha 3 repeticbes. As placas foram
mantidas em cdmara de incubacdo tipo BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O

antagonismo dos isolados foi avaliado por meio de medicGes do crescimento micelial de
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ambos e registro fotografico. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente

casualizado, com 40 combinagGes e 3 repeticoes.

2.3 EFEITOS DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. COMBINADOS COM

SUBSTRATOS PARA O CONTROLE DA ANTRACNOSE

Em sacos autoclavaveis foram pesados 100 gramas de 6 diferentes substratos
(acai, castanha-do-brasil, acerola (com duas granulometrias diferentes), caja e cupuagu),
residuos oriundos de agroindustria a partir do processamento destes frutos. A analise
contendo a composi¢do de todos os substratos foi realizada pelo laboratério de anélise
de solos do Instituto Agrondmico — Centro de Solos e Recursos Ambientais (IAC) e
segue no anexo |.

As amostras foram autoclavadas duas vezes por 20 minutos a uma pressao de
120 ATM. Posteriormente, cada substrato foi inoculado com o fungo Trichoderma spp.
Foram utilizados dois isolados (CMEA 183 e CEMEA 191) do antagonista para
colonizagdo do substratos, de forma isolada. Para a colonizagdo de cada amostra de
substrato foram utilizados o0 método de insercdo de 5 discos de micélio ativo ou pela
adicdo e mistura de 50 mL de uma suspensdo do fungo na concentracdo de 2x10°
conidios/mL de cada isolado do antagonista. Em todas as amostras foi adicionado 50
mL (quantidade definida previamente) de agua destilada esterilizada ap6s a inoculagéo,
a fim de garantir umidade minima para desenvolvimento dos isolados do Trichoderma
spp. Todas as amostras foram entdo incubadas em camara do tipo B.O.D a 25° C e
fotoperiodo de 12 horas. Eventualmente procedeu-se o revolvimento das amostras a fim
de se facilitar a colonizacdo dos substratos. Apos 15 dias foi realizada a verificacdo da

colonizacdo de todos os substratos. Neste momento observou-se a eficiéncia dos
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métodos de inoculagdo utilizados (insercdo de discos de micélio ou suspensdo de
conidios).

No viveiro as mudas de acai mantidas em tubetes foram transplantadas para
sacos plasticos com capacidade de 2 litros. Para enchimento dos sacos foi realizada a
mistura dos substratos (residuos do processamento de frutos) ja colonizados com
Trichoderma spp. com o substrato barro:areia (proporcao 3:1). Foram entdo adicionados
trés gramas de substrato colonizado para cada kg da mistura barro:areia, sendo a
homogeneizacdo realizada separadamente e entdo devidamente identificadas para
compor os tratamentos e suas repeticdes. As mudas foram organizadas no viveiro (50%
sombreamento), sendo o ensaio montado em delineamento experimental em blocos
casualizados, com 7 tratamentos x 4 repeticdes x 5 plantas por repeticdo para cada

isolado (Figura 2).
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Figura 2: Experimento de avaliacdo do efeito de diferentes substratos
colonizados com Trichoderma spp. no controle da antracnose em mudas de acai.
A) Pesagem dos substratos em sacos autoclavaveis; B) Inoculacdo de isolados
nos substratos; C) Substratos colonizados com Trichoderma spp.; D) Visao geral

do experimento no viveiro.

24 EFEITO DE

ANTRACNOSE

INDUTORES DE RESISTENCIA NO CONTROLE DA

As mudas de acai utilizadas neste experimento foram mantidas no viveiro da

Embrapa Acre. Nesta avaliacdo foram utilizados doses e formulagdes de silicio e

acibenzolar-S-metil (Bion®) conhecidos por sua atividade na indutogéo de resisténcia de

plantas a patdgenos, para o controle da antracnose em mudas de Euterpe precatoria.

Detalhes dos tratamentos usados neste experimento estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos tratamentos utilizando-se indutores quimicos para o controle da
antracnose em mudas de acai solteiro.

Tratamento Ingrediente ativo Forma de Nome Dose
aplicacdo comercial

Trat 1 Acibenzolar-S-metil Pulverizacéao Bion® 0,2 g/l
Trat 2 Acibenzolar-S-metil Pulverizacéao Bion® 0,4 g/l
Trat 3 Silicio (p6)* Pulverizacao Silicio 29/l
Trat 4 Silicio (p6)* Pulverizacao Silicio 39/l
Trat5 Silicio (p6)* Solo Silicio 29/l
Trat 6 Silicio (po)* Solo Silicio 39/l
Trat 7 Silicio (liquido)** Pulverizacédo Silicio 7 mL/I
Trat 8 Silicio (liquido)** Pulverizacédo Silicio 14 mL/I
Trat9 Testemunha Pulverizacédo - Agua destilada

*Formulagdo do silicio em p6: 18% Ca, 7% de Mg e 10% Si
**Formulacdo do silicio liquido: 12,25% Si e 15,04% de K20
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Todas as solugBes dos indutores foram preparadas no laboratério de
Fitopatologia, adicionando-se agua destilada aos produtos para sua solubilizacao.

Os produtos/doses foram aplicados nas plantas com auxilio de borrifadores
manuais. As aplicagbes foram realizadas mensalmente nas mudas mantidas em sacos
plasticos contendo substrato formado pela mistura barro e areia na proporgdo 3:1,
respectivamente, por um periodo de cinco meses. Foram realizadas avaliagdes mensais

de severidade da doenca, utilizando-se a escala de notas, anteriormente descrita.

2.4.1 Avaliagéo de desenvolvimento das mudas

Apbs o fim das avaliagdes no viveiro, todas as mudas foram submetidas a
analises fisicas para verificagdo do efeito dos tratamentos no desenvolvimento das
mudas. Primeiramente, ainda no viveiro, foram realizadas medicgdes de altura da planta,
didmetro do caule e contagem do ndmero de folhas. Posteriormente, as plantas foram
retiradas dos sacos, as raizes foram lavadas com agua corrente e colocadas para secar.
Todas as mudas foram devidamente identificadas, separando-se a raiz da parte aérea,
entdo colocadas em sacos de papel pardo, identificadas e levadas para o laboratorio de
bromatologia (Figura 4).

No laboratorio, todo o material foi pesado separadamente para tomada da massa
fresca de raizes e da parte aérea. Posteriormente, as amostras foram levadas para estufa,
onde permaneceram por 48 horas a 50 °C. Apo0s a secagem, todo material foi novamente

pesado para obtengdo da massa seca.
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montado em viveiro. B) Lavagem, secagem e corte das mudas; C)
Armazenamento e identificagdo em sacos de papel; D) Secagem
na estufa.

3 RESULTADOS

Através dos isolamentos foram obtidos 10 diferentes isolados de Trichoderma

spp., séo 0s seguintes:

Caodigo Local de coleta
CMEA 182 Solo de abacaxizeiro
CMEA 183 Solo de bananeira
CMEA 184 Plantulas de acai (Embrapa Acre)
CMEA 185 Fazenda Bonal (Acrelandia - AC)
CMEA 186 Plantulas de acai (Embrapa Acre)
CMEA 187 Solo de abacaxizeiro
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CMEA 188 Solo de bananeira

CMEA 189 Plantulas de acai (Embrapa Acre)
CMEA 190 Fazenda Raul (Acrelandia - AC)
CMEA 191 Plantulas de acai (Embrapa Acre)

Todos esses isolados foram preservados, pelo método de Castellani (1939),
visando a importdncia em manter um acervo com alta variabilidade de fungos,
mantendo assim a viabilidade do Trichoderma spp., caracteristicas morfologicas,
fisiolOgicas, genéticas e pureza, tendo em vista sua utilizacdo a qualquer momento.
Bueno (2006) relata a eficacia desse método de preservacao para fungos fitopatogénicos
que habitam o solo, como Fusarium spp., R. solani e Trichoderma spp., e que mantidos
em temperatura média de 15 °C podem permanecer viaveis por até 5 anos. Através
desse banco de isolados, foi possivel a realizacdo dos experimentos e a escolha do

melhor isolado de Trichoderma para controle de C. gloeosporioides.

3.1 TESTES DE ANTAGONISMO

Os resultados do ensaio de pareamento de culturas revelaram que o antagonista
(Trichoderma spp.) colonizou e produziu esporos sobre a maioria das col6nias de C.
gloesporioides, confirmando a agdo antagonica do fungo. As medic¢des do tamanho das
colonias foram feitas com régua, e mostraram que os isolados de Trichoderma spp.
utilizados nesta avaliacdo interferiram no crescimento do fitopatogeno (C.

gloesporioides) (Figura 5).
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Figura 5: Col6nias pareadas de Trichoderma spp. x C.
gloesporioides no décimo dia de avaliacdo. Os isolados de
Colleotrichum sdo os mesmo, com as seguintes variacdes do
Trichoderma: A) Isolado CMEA 189; B) Isolado CMEA 183;
C) Isolado CMEA 191.

O isolado CMEA 189 de Trichoderma spp., proveniente de plantulas de acai, foi
0 Unico que ndo colonizou completamente sobre C. gloeosporioides, permitindo um
pequeno crescimento da col6nia, entretanto esta teve tamanho reduzido (Figura 5 A). A
média de crescimento do Trichoderma spp. nesse caso foi de 75% da superficie da placa
de Petri. Todos os outros isolados de Trichoderma spp. apresentaram crescimento total
sobre o fungo fitopatogénico. As diferengas visiveis entre as placas com os diferentes
isolados na Figura 5, indica que os isolados de Trichoderma spp. obtidos e avaliados
neste trabalho apresentam diferentes caracteristicas de crescimento e velocidade de
esporulacdo, o que é evidenciado pelo maior ou menor crescimento sobre o fungo C.
gloeosporioides. Estes resultados precisam ser avaliados no campo, uma vez que a
velocidade de crescimento e capacidade de esporulacdo pode determinar maior

eficiéncia na colonizagdo de substratos a serem utilizados para a producdo de mudas de
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acai e consequentemente podem alterar a resposta na promocdo de crescimento das
plantas e também na inducdo da resisténcia contra a antracnose.

Por ser um fungo de crescimento rapido, no quinto e sexto dia de avaliagdo ja
era possivel evidenciar o avan¢o do antagonista. sobre o fitopatdgeno. No décimo dia
apo6s a montagem do experimento a colonizagdo da placa de Petri foi total, de forma que
as as avaliacOes foram encerradas neste momento.

A partir desse resultado foi possivel a escolha de dois isolados para a aplicacdo
em viveiro. Foram eles, CMEA 183 e CMEA 191, por apresentarem rapido crescimento
e alta capacidade de esporulagdo, além de terem apresentado resultados semelhantes
quanto ao antagonismo ao fungo C. gloeosporioides in vitro.

Prado et al. (2015) utilizaram a mesma metodologia e afirmaram queos fungos
Trichoderma sp, Trichoderma viride e Trichoderma harzianum apresentaram efeito
controlador ao fungo causador da antracnose, Colletotrichum sp.

Bonett et al. (2013) relataram o antagonismo com diferentes racas de
Colletotrichum e diferentes espécies de Trichoderma, concluindo que todos as espécies
de Trichoderma estudados possuiram efeito de inibicdo de crescimento de
Colletotrichum lindemuthianum, com destaque maior para as espécies T. viride eT.

koningii.

3.2 INTERACAO ENTRE ISOLADOS DE Trichoderma spp. E DIFERENTES

SUBSTRATOS

De forma geral o isolado de Trichoderma spp. CMEA 183, associado aos
diferentes substratos, promoveu menores médias de severidade da antracnose quando

comparados a testemunha, com excecdo do tratamento 6 (isolado 183 + substrato
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acerola com menor granulometria), que apresentou a maior média de severidade
(43,625%), sendo superior até mesmo da testemunha (39,025%) (Gréfico 1).

Varidveis como o volume e a granulometria do substrato possuem grande
interferéncia nos resultados. Os tratamentos 3 e 6 sdo compostos pelo processamento do
residuo de acerola, porém, um com maior granulometria e outro com menor,
respectivamente. Junior (2004) relatou que a reducdo na granulometria de substratos
comerciais favoreceu no crescimento e aumentou a aderéncia das particulas com as
raizes de mudas de café. Nesse caso, a mudas de acai que receberam o substrato de
acerola com maior granulometria, apresentaram média de severidade de 28%
aproximadamente, enquanto as mudas que receberam substrato de acerola com menor
granulometria obtiveram quase o dobro de severidade, 43%. Esse fator pode estar
associado ao volume do substrato, sendo necessario entdo uma maior quantidade
quando sua granulometria for menor.

O isolado CMEA 183 apresentou destaque quando foi misturado ao substrato de
castanha-do-brasil (tratamento 2), sua média foi 8,875%, completamente abaixo das
médias dos outros tratamentos, indicando uma reducédo significativa de severidade na
muda. O segundo melhor resultado foi apresentado pelo tratamento 3 (substrato de
acerola), que apresentou média de 28,475% de severidade. Os substratos de acai, caja e
cupuacu também reduziram a severidade da antracnose nas mudas de acai solteiro
quando comparados a testemunha, sendo que as médias foram de 31,225; 33,35 e 30,25

%, respectivamente (Gréafico 1).
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Gréfico 1 - Médias comparativas de severidade entre os tratamentos contendo o isolado 183 de
Trichoderma + diferentes substratos, obtidas pelo teste de Tukey. Trat 1: +Substrato acai; Trat
2. +Substrato castanha-do-brasil; Trat 3: +Substrato acerola (maior granulometria); Trat 4:
+Substrato caja; Trat 5: +Substrato cupuacgu; Trat 6: +Substrato acerola (menor granulometria)
Trat 7: Testemunha.

Os resultados obtidos quando se utilizou o isolado CMEA 191 de Trichoderma
spp. mostraram que neste caso 0 substrato obtido de residuos do processamento de
castanha-do-brasil obteve melhor média (9,65%), reduzindo significativamente a
incidéncia de antracnose. O substrato proveniente do processamento de acai apresentou
o segundo melhor desempenho para a reducdo da doenca nas mudas, apresentando uma
média de severidade de 13,525 % (Gréfico 2).

O substrato de acerola com menor granulometria (Trat 6) associado ao isolado
CMEA 191, atingiu a média de 23,05% de antracnose, mostrando-se menos eficaz que
0s outros tratamentos, inclusive quando comparado ao tratamento 3, composto pelo
mesmo substrato, porém com maior granulometria, nesse segundo caso, a média de
severidade foi de 20,9%. Os substratos acerola, cajd e cupuacu (Trat 3, 4 e 5
respectivamente) foram tratamentos medianos, diferindo da testemunha e demonstrando

controle da antracnose, ainda que de forma menor.

76



30
28,3
25

20

15

10

Severidade (%0)

9,65

Trat 1 Trat 2 Trat 3 Trat 4 Trat5 Trat 6 Trat 7
Tratamentos

Gréfico 2 - Médias comparativas de severidade entre os tratamentos contendo o isolado CMEA
191 de Trichoderma + diferentes substratos, obtidas pelo teste de Tukey. Trat 1: +Substrato
acai; Trat 2: +Substrato castanha-do-brasil; Trat 3: +Substrato acerola (maior granulometria);
Trat 4: +Substrato caja; Trat 5: +Substrato cupuacu; Trat 6: +Substrato acerola (menor
granulometria) Trat 7: Testemunha.

O substrato de castanha-do-brasil se mostrou altamente eficiente no controle da
antracnose, ele obteve as melhores médias com ambos isolados de Trichoderma spp. A
mistura do isolado CMEA 183 + substrato de castanha-do-brasil obteve média de
8,875%. Quando o mesmo substrato foi inoculado com o isolado CMEA 191 a média
foi de 9,65% de severidade da antracnose, apresentando diferenga significativa da
testemunha, com médias acima de 28% (Grafico 1 e 2).

Ao se comparar o efeito dos isolados na reducéo da severidade da antracnose,
observa-se que o isolado CMEA 191 do Trichoderma spp. foi o que proporcionou
melhores indices de controle da doenga nas mudas, apresentando menores médias de
severidade da doenca em todas as combinagdes com 0s substratos.

Observa-se ainda que, quando o isolado CMEA 191 foi utilizado de forma

separada, sem adi¢do de substratos, apresentou 28,3% de severidade, enquanto o isolado
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CMEA 183, quando aplicado sem adicdo de substratos, apresentou 39,025% de
severidade, sugerindo entdo que o primeiro isolado tem maior eficicia quando aplicado
sozinho.

Portanto, os resultados mostraram que houve interacdo entre os isolados do
Trichoderma ssp. usados nesta avaliagdo com os substratos utilizados, uma vez que as
médias de severidade apresentadas pelos tratamentos diferiram entre si, sendo que o
melhor resultado foi obtido para o substrato de castanha-do-brasil colonizado com o
isolado 191.

Silva et al. (2011) relataram a eficiéncia do Trichoderma como promotor de
crescimento e indutor de resisténcia a antracnose no pepineiro, relatando a eficiéncia de
19 diferentes isolados. Pedro et al. (2012) demonstraram a reducdo de severidade e
promocdo de crescimento em plantas de feijdo com antracnose, causada pelo
Colletotrichum lindemuthianum.

Silveira et al. (2002) afirmaram que a utilizacdo de Trichoderma em pléantulas de
tomateiro ndo produzia efeitos benéficos a nivel de comparacao, porém quando inserido
0 substrato de pé de coco foi relatado a promogdo de crescimento e inducdo de
resisténcia.

Quanto as caracteristicas qualitativas das mudas (numero de folhas, didmetro do
coleto e altura) quando utilizado o isolado de Trichoderma CMEA 183, ndo foi obtida
diferenga significativa para a variavel numero de folhas, considerando, portanto, que a
utilizacdo dos diferentes substratos com o isolado de CMEA 183 néo interfere no
numero de folhas das mudas. Para a variavel didmetro do coleto, os tratamentos CMEA
183+substrato caja, CMEA 183+substrato cupuacu e testemunha apresentaram o0s

maiores valores. Para a variavel altura, os tratamentos com maiores valores foram
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CMEA 183+substrato castanha-do-brasil, CMEA 183+substrato caja e testemunha

(Gréfico 3).

Grafico 3: Analise descritiva das mudas submetidas aos tratamentos com o isolado
de Trichoderma CMEA 183 e diferentes substratos

26,2ab 29,6a 25,8ab 29,2a 27 4ab 24,4h 29,2a
m N° de folhas
m Diametro
Altura
1 2 3 4 5 6 7

Tratamentos

Trat 1: +Substrato acai; Trat 2: +Substrato castanha-do-brasil; Trat 3: +Substrato acerola (maior
granulometria); Trat 4: +Substrato caja; Trat 5: +Substrato cupuagu; Trat 6: +Substrato acerola
(menor granulometria) Trat 7: Testemunha. *Médias estabelecidas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A altura da muda e o diametro do coleto sdo as caracteristicas mais utilizadas na
avaliacdo do desenvolvimento da planta, segundo Filho et al. (2012) mudas que
apresentam altura inferior a 25cm e didmetro do coleto menor que 3mm sdo facilmente
danificadas por formigas ou por chuvas torrenciais.

Para o isolado CMEA 191, estatisticamente, as médias de nimero de folhas e
didmetro do coleto ndo apresentaram diferenca significativa, apenas a varidvel altura
diferiu, sendo que, os tratamentos CMEA 191+Substrato castanha-do-brasil e CMEA
191+Substrato acerola (menor granulometria) obtiveram as maiores médias, indicando

plantas com maior robustez.
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Grafico 4: Analise descritiva das mudas submetidas aos tratamentos com o isolado
de Trichoderma CMEA 191 e diferentes substratos

26,0ab 2863 " 74 0ap 26,0b| 26,1abl | 286a] 2552
m N° de folhas
m Diametro
1 2 3 4 5 6 7

Altura

Tratamentos

Trat 1: +Substrato acai; Trat 2: +Substrato castanha-do-brasil; Trat 3: +Substrato acerola
(maior granulometria); Trat 4: +Substrato caja; Trat 5: +Substrato cupuagu; Trat 6:
+Substrato acerola (menor granulometria) Trat 7: Testemunha. *Médias estabelecidas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 EFEITOS DOS INDUTORES DE RESISTENCIA EM MUDAS DE ACAI

Ao se avaliar o efeito de diferentes doses de silicio e Acibenzolar-S-metil
(Bion®) na reducdo da antracnose em mudas de E. precatoria, observou-se que as
médias ndo apresentaram diferencas significativas entre para as médias de severidade da
doenca para os tratamentos utilizados (Tabela 2).

Vale ressaltar que os tratamentos com menores médias de severidade da doenca
foram conseguidos com a utilizacdo de Acibenzolar-S-metil, sendo que as médias de
severidade foram de 10,7 e 13,22 % para as doses de 0,4 g/L e 0,2gL, respectivamente.

Outro aspecto observado foi de que as mudas tratadas com este produto/doses também
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apresentaram maior vigor e desenvolvimento, resultados confirmados pela analise fisica
das plantas e demonstrados pelas maiores massa seca da raiz e da parte aérea.

O pior resultado foi obtido para o tratamento usando o silicio em pé na maior
dose (3g/L de substrato) aplicado no solo, onde a média de severidade foi de 19,95%),
acima da média apresentada pela testemunha, que obteve média de 14,36%. Entretanto,
é importante ressaltar que esse dose foi depositada na superficie do saco pléastico ja
contendo a muda e o substrato. Ao longo da conducdo do experimento pdde-se observar
que ndo houve total solubilizacdo do produto junto ao substrato, prejudicando assim a
absorcdo do produto pela planta e consequentemente reducdo do efeito do produto no

controle da doenca, percebida pelo aumento da severidade da antracnose nestas plantas.

Tabela 2: Médias de severidade da antracnose nos diferentes
tratamentos seguidas de letras comparativas

Tratamentos Médias*
Tratamento 5 19,95a
Tratamento 4 15,85a
Tratamento 6 15,03a
Tratamento 9 14,36a
Tratamento 8 14,18a
Tratamento 7 13,33a
Tratamento 3 13,27a
Tratamento 1 13,22a
Tratamento 2 10,70a

Tratamento 1: Acibenzolar-S-metil (0,2 g¢/L); Tratamento 2:
Acibenzolar-S-metil (0,4 g/L); Tratamento 3: Silicio em pé (2 g/L,
pulverizado); Tratamento 4: Silicio em p6 (3 g/L, pulverizado);
Tratamento 5: Silicio (2 g/L, aplicagdo no solo); Tratamento 6: Silicio
(3 d/L, aplicagdo no solo); Tratamento 7: Silicio liquido (7mL/l);
Tratamento 8: Silicio liquido (14 mL/l); Tratamento 9: Testemunha.
*Médias estabelecidas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto as analises fisicas das mudas de acai, foi possivel verificar pela obtencao
da massa seca, tanto da parte aérea quanto das raizes, que o tratamento 2 (acibenzolar-S-
metil em sua maior dosagem, 04g/L) proporcionou 0s maiores valores, evidenciando
que a muda conseguiu bom desenvolvimento e apresentou um maior vigor. O
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tratamento com menor efeito foi o silicio liquido, principalmente em sua menor
dosagem, obtendo médias inferiores a testemunha, indicando baixa eficiéncia na
inducdo de resisténcia e promogdo de crescimento das mudas E. precatoria nas

condigdes utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3: Matéria seca da parte aérea e raiz das mudas de acai, seguidas de
letras para diferenciacao.

Tratamentos Parte aérea* Raiz*
2 37,484a 36,304a
3 36,532a 34,466ab
1 34,310a 34,392ab
4 33,922a 33,320abc
5 28,560ab 29,848abcd
9 27,900ab 28,678bcd
8 21,702b 27,432cd
6 20,718b 26,672cd
7 19,314b 26,518d

Tratamento 1: Acibenzolar-S-metil (0,2 g/L); Tratamento 2: Acibenzolar-S-metil (0,4
g/L); Tratamento 3: Silicio em p6 (2 g/L, pulverizado); Tratamento 4: Silicio em p6 (3
g/L, pulverizado); Tratamento 5: Silicio (2 g/L, aplicagdo no solo); Tratamento 6:
Silicio (3 g/L, aplicagdo no solo); Tratamento 7: Silicio liquido (7mL/l); Tratamento 8:
Silicio liquido (14 mL/l); Tratamento 9: Testemunha. *Médias estabelecidas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

O acibenzolar-S-metil € um produto altamente conhecido no mercado, possuindo
varias pesquisas que relatam sua eficacia. Cia (2005) afirma que o acibenzolar-S-metil
reduziu em mais de 50 % a incidéncia e a severidade da antracnose em pos-colheita de
mamao. Neto et al. (2015) conferiu a influéncia benéfica de acibenzolar-S-metil a
incidéncia e a severidade da antracnose em plantas de feijoeiro comum, com reducédo de
10,3% na area abaixo da curva de progressdo da severidade.

Moraes et al. (2006) utilizaram o silicato de sodio via foliar que proporcionou
reducdo de 62,4% na incidéncia da antracnose em feijoeiro. Veiga (2008) mostrou que a
aplicacdo de silicio em plantas de feijoeiro diminuiu a intensidade de ataque do fungo
Colletotrichum lindemuthianum, tanto nas folhas como nas vagens, além de uma menor

incidéncia de Fusarium em sementes oriundas de plantas adubadas com silicio. Assim,
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apesar de ser demonstrado na literatura a alta eficiéncia do silicio para o controle de
doencas de plantas, neste trabalho os dados indicaram baixa eficiéncia deste produto na
reducdo da severidade da antracnose, em mudas do acai solteiro, de maneira que sdo
necessarios novos estudos a fim de se confirmar os resultados obtidos.

As analises descritivas ndo apresentaram diferencas significativas em nenhuma
das variaveis analisadas (numero de folhas, didmetro do coleto e altura) das mudas.
Considerando, dessa forma, que os tratamentos ndo influenciaram nas caracteristicas

fisicas das mudas (Grafico 5).

Grafico5: Analise descritiva das mudas submetidas aos tratamentos com 0s
indutores de resisténcia Acibenzolar-S-metil, Silicio e suas diferentes formas
de aplicagéo.

229a 26.1a 24,6a ® N° de folhas
i Diametro
L1 Altura
A
1 2 3 4 5 6 7

Tratamentos

Tratamento 1: Acibenzolar-S-metil (0,2 g/L); Tratamento 2: Acibenzolar-S-metil (0,4
g/L); Tratamento 3: Silicio em p6 (2 g/L, pulverizado); Tratamento 4: Silicio em pé6 (3
g/L, pulverizado); Tratamento 5: Silicio (2 g¢/L, aplicacdo no solo); Tratamento 6:
Silicio (3 g/L, aplicacdo no solo); Tratamento 7: Silicio liquido (7mL/l); Tratamento 8:
Silicio liquido (14 mL/l); Tratamento 9: Testemunha. *Médias estabelecidas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram alto nivel de antagonismo a
Colletotrichum gloesporioides in vitro.

O substrato de castanha-do-brasil colonizado com Trichoderma spp.
proporcionou a obtencdo dos melhores resultados na redugdo da severidade da
antracnose em mudas de E. precatoria, nas condicbes em que o0 experimento foi
realizado.

Neste trabalho, o substrato de acerola colonizado apresentou as maiores médias
de severidade da doenca.

Acibenzolar-S-metil foi muito eficiente no controle da antracnose e
consequentemente no aumento do desenvolvimento das plantas.

A utilizacdo do silicio ndo foi eficiente para o controle da antracnose nas
condigdes em que o trabalho foi realizado.

O isolado de Trichoderma CMEA 191 adicionado aos substratos de castanha-do-

brasil e acerola apresentaram mudas com os maiores valores de altura.

84



ANEXOS

85



ANEXO |

. C. Relagéo
Codigo Amostra pH| N P K Ca | Mg S B Cu Fe Mn | Zn | Umidade Organico| CIN
9/Kg mg/Kg g9/Kg mg/Kg % g9/Kg
650 Sementede Acai |57 | 82 (24| 7,3 |136| 23 | 16 | 141 | 209 | 13 | 68,9 | 56,8 12,8 401,6 49,1
651 Semente de Acerola | 6,3 | 22,1 | 1,7 | 91 |128| 18 | 09 | 10,7 | 106 | 16 | 40,0 | 189 9,2 374,3 17,0
652 SementedeCaja [ 67| 93 |09 | 141 (34| 16 | 10 5,8 8,3 11 |463 | 2172 11,3 390,3 41,9
Semente de
653 Capuagu 74166 21| 14 |119] 43 | 09 | 234 | 353 | 62 [1991]| 721 5,8 4329 65,3
654 Basaplant 49198 |03 18 |71| 14 | 10 99 | 144 | 29 |207,8| 28,8 48,5 339,5 34,5
655 Casca de Castanha | 43| 106 |09 | 18 |159| 23 | 08 | 276 | 233 | 114 |267,0| 38,6 52,0 300,2 28,4

Método de extracdo para pH: 1:1,5

Teor total: P,K,Ca,Mg,S,B,Cu,Fe,Mn,Zn: Extracdo nitrico-perclorico e determinagdo: ICP-OES.

N-Kjeldahl
Umidade 65°C

Carbono Orgéanico: Walkley-Black
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