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RESUMO

A podriddo parda causada por Monilinia fructicola (Wint.) Honey no pessegueiro
(Prunus persicae) (L.) Batsch é a doenca mais importante da cultura, em virtude dos danos
que podem causar as flores, ramos e frutos na pré e pds-colheita. Esta doenca esta
disseminada por todas as regifes de clima temperado constituindo-se na maior limitacdo
para a producéo, fato agravado em sistemas organicos pela falta de estratégias de controle
da doenca com produtos alternativos aos agrotoxicos. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a eficiéncia de produtos alternativos e um agente de controle biolégico no controle da
M. fructicola a campo, durante todo o ciclo da cultura, em pomar de pessegueiro conduzido
em sistema organico, e desenvolver uma metodologia para a producdo e conservacao do
antagonista Trichothecium roseum. Neste sentido, experimentos laboratoriais e a campo
foram realizados nos anos de 2004 a 2006 nas cultivares de pessegueiro Granada e
Chimarrita, no municipio de Rio do Sul-SC. Foram testados a calda sulfocélcica com e sem
iodo, fosfito de CaB e K e o antagonista T. roseum. A avaliacdo da doenca foi por incidéncia
nas flores, nos frutos em desenvolvimento, na colheita e pds-colheita. A resposta de defesa
vegetal foi verificada por meio de analises bioquimicas para a quantificacdo de proteinas
totais, acUcares totais e redutores, aminoacidos, fendis, flavondides, peroxidases e
antocianinas nos tecidos florais das duas cultivares tratadas no segundo e terceiro anos do
experimento. Os testes para producdo do antagonista foram feitos no laboratério em
substratos de arroz, casca de arroz, sorgo e trigo com e sem adi¢cao de nutrientes e fervidos
por cinco, dez e vinte minutos ou nao fervidos. A conservacdo do inéculo armazenado nas
temperaturas, ambiente, -4, 4, 15, 25 e 35 °C foi avaliada durante noventa dias. Os
resultados obtidos a campo em 2004 indicaram pela &rea abaixo da curva de progresso da
doenca, que houve eficiéncia de todos os tratamentos no controle da doenca, tendo ocorrido
reducdes de 59,3 a 66,2% na cultivar Granada e de 45,9 a 63,6% para a Chimarrita em
relacdo a testemunha. No experimento realizado em 2005 e 2006, todos os tratamentos
foram eficientes na fase de floracdo nas duas cultivares com reducfes da doenca de 25 a
80%, para calda sulfocélcica, de 59 a 95% para o antagonista T. roseum, de 45 a 90% para
os fosfitos + T. roseum e de 18,7 a 60% para os fosfitos sem o antagonista em relacdo a
testemunha. Para as demais fases, avaliadas somente na cultivar Chimarrita, todos os
tratamentos demonstraram potencial para o controle da doenca sendo que, pela area abaixo
da curva de progresso da doenca em 2005 houve eficiéncia da calda sulfocalcica com
reducdes de 49,3% e o antagonista T. roseum com 68,6% em relacdo a testemunha e, em
2006 os tratamentos com calda sulfocalcica, fosfitos + T. roseum e 0 antagonista sozinho,
foram eficientes reduzindo a doenga em 27,5, 37,9 e 49,7% respectivamente em relacdo a
testemunha. Considerando os efeitos positivos dos tratamentos utilizados nos experimentos
em campo, flores foram coletadas para uma avaliacdo bioquimica com fins de verificar
possiveis alteracbes metabdlicas de defesa da planta. Os dados revelaram que o0s
tratamentos com calda sulfocélcica e fosfitos induziram resposta da planta alterando seu
metabolismo de defesa, com relagdes positivas entre a producdo de fendis e proteinas e, a
incidéncia da doenca durante a fase de floracdo. Os melhores resultados no experimento da
producdo de T. roseum quanto a concentracdo e viabilidade do inoculo, foram obtidos no
substrato de trigo fervido por 5 a 10 min, obtendo-se concentracdo de até 14,6 x 10°
conidos/mL e viabilidade de até 98,75%, no arroz e sorgo fervidos por 10 a 20 min, com
concentracao de até 13,5 x 10° conidos/mL e viabilidade de até 98,25%. Estes substratos
séo indicados para a producdo do antagonista sem necessidade de adi¢cdo de nutrientes aos
mesmos. O melhor ambiente para a conservagdo do inéculo foi a -4 °C tendo mantido
viabilidade de 74% aos 30 dias, 43,6% aos 60 dias e 32% aos 90 dias de armazenamento.

Palavras-chave: péssegos, podriddo parda, controle bioldgico, indugéo de resisténcia,
Trichothecium roseum
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ABSTRACT

Brown rot caused by Monilinia fructicola in peaches (Prunus persicae) is the most
important disease of the crop due to the damage that can cauded in flowers, branches and
fruit at pre- and postharvest. This disease is spread through all the temperate climate regions
and represents the biggest limitation for production, mainly in organic systems for the lack of
strategies for the disease control with products other than agrochemicals. The current work
aimed at evaluating the efficiency of alternative products and a biological control agent in the
field control of M. fructicola during all the crop cycle in peach orchard conducted in organic
system and at developing a methodology for the production and conservation of the
antagonist Trichothecium roseum. In this sense, laboratory and field experiments were
conducted from 2004 to 2006 in peach cultivars Granada and Chimarrita, in the city of Rio do
Sul-SC. Sulfur lime with and without iodine, CaB and K phosphite and antagonist T. roseum
were tested. The disease evaluation was by means of incidence in flowers, developing fruit,
harvest and postharvest. The plant defense response was verified through biochemical
analyses for the quantification of total proteins, total and reducing sugars, aminoacids,
phenols, flavonoids, peroxidases and anthocyanins in the flowers tissues of the two cultivars
treated in the second and third year of the experiment. The tests for the antagonist
production were conducted in laboratory with rice substrates, rice hulls, sorghum and wheat
with and without nutrient addition and boiled for five, ten and twenty minutes or not boiled.
The inoculum conservation stored at room temperature, -4, 4, 15, 25 and 35 °C was
evaluated for ninety days. The field results obtained in 2004 indicated, according to the area
below the disease progress curve, that all the treatments were efficient in the disease
control, and that there were reductions between 59,3 and 66,2% in cultivar Granada and
45,9 and 63,6% in Chimarrita in relation to the check. In the experiment conducted in 2005
and 2006, all the treatments were efficient in the flowering phase in the two cultivars with
reductions between 25 and 80% for lime sulfur, between 59 and 95% for antagonist T.
roseum, 45 and 90% for phosphites + T. roseum and 18,7 and 60% for phosphites without
the antagonist in relation to the check. For the other phases, evaluated only in cultivar
Chimarrita, all the treatments demonstrated potential for disease control so that, according to
the area below the disease progress curve in 2005, where lime sulfur was efficient with
reductions in 49,3% and antagonist T. roseum with 68,6% in relation to the check and, in
2006, the treatments with lime sulfur, phosphites + T. roseum and the antagonist alone were
efficient reducing the disease in 27,5, 37,9 and 49,7% respectively in relation to the check.
Considering the positive effects of the treatments used in the field experiments, flowers were
collected for biochemical evaluation in order to verify possible alterations in metabolism of
plants defense. The data revealed that the treatments with lime sulfur and phosphites
modified metabolism to defense plant, with positive relation between phenol and protein
production and the disease incidence during the flowering phase. The best results for T.
roseum production concerning the inoculum concentration and viability were obtained wheat
substrate boiled for 5 to 10 min, achieving concentrations up to 14,6 x 10° conidia/mL and
viability up to 98,75% in rice and sorghum boiled for 10 to 20 min, with concentration up to
13,5 x 10° conidia/mL™* and viability up to 98,25%. These substrates are indicated for
antagonist production without the need for nutrient addition. The best environment for
inoculum conservation was at -4 °C, keeping viabilities of 74% for 30 days, 43,6% for 60
days and 32% for 90 days in storage.

Key words: peach, brown rot, biological control, resistance induction,Trichothecium
roseum.



1- INTRODUGCAO

A cultura do pessegueiro (Prunus persica) L. Batsch vem crescendo em todo o
mundo, pelo aumento no consumo de frutos in natura e, pela sua utilidade para
industrializacdo e comercializacdo sob forma de sucos e enlatados. O grande numero de
cultivares garante uma producdo qualitativa, além de adaptar-se para o cultivo em regides
de climatemperado e subtropicais (RASEIRA e QUEZADA, 2003).

A produgdo mundial de péssegos atingiu 18 milhdes de toneladas em 2005,
destacando-se em sexto lugar como a fruta mais cultivada, em que a China apresenta-se
como o maior produtor, seguido pela Italia e Estados Unidos. O Brasil figura em 13° lugar
com uma producédo de 220.000 t em 2005 e uma area cultivada de 24.000 ha (FAO, 2006).
No Mercosul, Chile e Argentina sdo os maiores produtores e o Brasil ocupa o terceiro lugar.
O Estado brasileiro de maior produgéo € o Rio Grande do Sul, seguido de S&o Paulo, Santa
Catarina, Parana e Minas Gerais (GUTIERRES, 2005). O Estado de Santa Catarina foi um
dos que mais cresceu neste setor até 1997 com uma area cultivada em torno de 7.500 ha da
cultura (DUCROQUET, 1997). Em 2005, entretanto a area cultivada com a cultura foi
reduzida para 3.326 ha com producédo de 30.750 t, onde a maioria das propriedades utiliza
producdo convencional (IBGE, 2005). A producdo de péssego em sistema organico do
Estado é ainda incipiente e segundo o Instituto CEPA/SC, em 2001, o Estado produziu em

torno de 100t distribuida em 87 propriedades.

O mercado internacional é altamente favoravel a demanda de péssegos provenientes
do hemisfério sul onde a safra ocorre na entressafra do hemisfério norte, consumidor do
produto in natura ou processado. No entanto, este mercado € cada vez mais crescente
guanto a auséncia de residuos quimicos. A conquista desse mercado depende da utilizagéo
de niveis tecnoldgicos mais modernos e sustentaveis (OSORIO e FORTES, 2003). Somente
em 2000 foram importados pela Unido Européia 65 mil toneladas de produtos organicos
diversos, provenientes da Republica Dominicana, Equador, Guatemala, Honduras, Peru e
Brasil (AGRIANUAL, 2002). A producdo de péssego em sistema organico com certificacédo
no Brasil esta restrita aos Estados de Minas Gerais, Parand, Santa Catarina e Sao Paulo
(IBD, 2005).

Dentre as principais doencas da cultura, esta a podriddo parda causadora de danos
durante todo o ciclo, principalmente em pés-colheita, tendo como hospedeiro as culturas:
pessegueiro, ameixeira, nectarineira, damasqueiro e cerejeira (ANDRADE, 1995; OGAWA et

al., 1995). A doenca € causada por Monilinia fructicola (Wint) Honey, Monilinia laxa (Adeh e



Ruhl) Honey e Monilinia fructigena (Aderh. e Ruhl.) Honey (BLEICHER, 1997). No Brasil,

até o momento, a Unica espécie relatada foi a M. fructicola.

O controle da podridao parda é baseado em fungicidas comerciais, sendo também
indicado praticas culturais como poda com eliminacdo de ramos doentes, retirada de restos
florais e frutos mumificados para auxiliar na reducao do inéculo. A adubacdo equilibrada
evitando o excesso de nitrogénio e a deficiéncia de potassio auxilia no controle da doencga
(OGAWA et al., 1995; AGRIOS, 1997; MOTTA et al., 2007). Neste contexto é crescente a
busca pela utilizacdo de produtos de baixo impacto ambiental com a reducdo de agrotoxicos
aumentando a producdo e agregando qualidade ao fruto. Desta forma, a calda sulfocélcica
pode ser indicada como uma das alternativas para o controle da podriddo parda, podendo
ser aplicada em periodo de dorméncia e desenvolvimento vegetativo de fruteiras e outras
culturas (CHABOUSSOU, 1999). Seu uso é permitido pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento na agricultura organica (CARVALHO, 1980; FORTES e MARTINS, 1998).
Em Santa Catarina, a calda sulfocalcica associada a iodo, tem sido utilizada pela Empresa
de Pesquisas Agropecuaria e Extensdo Rural, EPAGRI, para manejar a sarna da ameixeira

organica, causada por Cladosporium carpophylum Thuem, (GONCALVES et al., 2005).

Outra alternativa para o sistema organico é o uso de fosfitos para o controle de
doencas das plantas, o que tem despertado interesse de muitos pesquisadores tanto no
exterior quanto no Brasil nos ultimos anos. A acéo dos fosfitos sobre os fungos pode ser de
forma direta (FENN e COFFEY, 1985; ROHRBACH e SCHENC K, 1985), ou por meio da
ativacdo de mecanismos de defesa da planta, como o estimulo & producéo de fitoalexinas
(GUEST e GRANT, 1991; JACKSON, 2000; SAINDRENAN et al., 1988) ou lignificacdo e
producéo de fendis (NOJOSA et al., 2005). Testes em campo e pés-colheita em pessegueiro
cultivado convencionalmente comprovaram a eficiéncia dos fosfitos de potéssio, célcio e
boro no controle da podriddo parda (MOREIRA et al., 2002; MOREIRA, 2005).

Além dos produtos liberados para cultivo orgénico como a calda sulfocalcica e o uso
de fosfitos, busca-se a estratégia do controle bioldgico, a qual vem sendo mundialmente
estudada como uma nova alternativa para o controle de doencas dentre elas a podridao
parda, com estudos na ltalia, Franca, Espanha, Estados Unidos e Brasil (WITTIG et al.,
1997; MOREIRA et al., 2002; SCHENA et al., 2003; LARENA et al., 2005). Na sua grande
maioria os trabalhos com controle biolégico de M. fructicola na cultura do pessegueiro,
realizados nos Ultimos quinze anos, concentram-se em avaliacbes pds-colheita,
demandando novos estudos voltados ao controle do patdgeno em campo durante as fases
de floracdo e desenvolvimento dos frutos (MAY DE MIO et al., 2004).



Neste contexto, este trabalho objetivou desenvolver um programa de tratamentos da
podriddo parda na cultura do pessegueiro conduzido em sistema orgénico associando o
antagonista Trichothecium roseum e produtos de baixo impacto ambiental, aplicados em
campo, em periodos criticos da doenca, em hospedeiro com niveis diferenciados de

susceptibilidade.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1. O CULTIVO DO PESSEGUEIRO

O pessegueiro € uma planta originaria da China e atualmente cultivada em varias
partes do mundo. A produgcdo mundial atingiu 18 milhdes de toneladas em 2005
destacando-se em sexto lugar como a fruta mais cultivada, sendo que a China apresenta-se
como o maior produtor, seguido pela Italia e Estados Unidos. O Brasil figura em 13° lugar
com uma producdo de 220.000 t em 2005 e uma area cultivada de 24.000 ha (FAO, 2006).

No Mercosul, Chile e Argentina sdo os maiores produtores e o Brasil ocupa o terceiro lugar.

Os Estados brasileiros com maior producdo de péssegos e nectarinas sdo o0 Rio
Grande do Sul com mais de 13.000 ha de area cultivada e producdo em torno de 80 mil
t/ano, representando 46 % da producdo nacional, Santa Catarina, com 4.187 ha e 30 mil
t/ano, S&o Paulo com 3.266 ha, e 35 mil t/ano, Parana com 1.985 ha e 18 mil t/ano e Minas
Gerais com 700 ha e producao de 8 mil t/ano (MADAIL e REICBERT, 2003).

A producdo orgéanica a nivel mundial vem crescendo em todas as areas e segundo
YUSSEFI e WILLER (2004), em 2003 havia mais de 24 milhdes de ha e de 462.475
propriedades envolvidas neste processo. A producéo brasileira de organicos ainda é pouco
expressiva em relacdo ao volume de negécios que o setor movimenta no mundo, ocupando
803 mil ha e movimentando 200 milh6es de dblares por ano (IBD, 2006). Os estados do sul
S840 0S mais expressivos neste sistema de producdo com 30 mil ha em Séo Paulo, 12.991
no Parana, 16.376 em Santa Catarina e 13 mil no Rio Grande do Sul (AGRICULTUA
ORGANICA, 2002). A producdo de organicos foi regulamentada pela Lei 10.831 de 23 de

dezembro de 2003 e Instrugdo normativa 007 de 17 de maio de 1999.

As maiores preocupacdes com prejuizos na cultura do pessegueiro sdo as perdas
por podriddes na poés-colheita que ocorrem em funcdo de condi¢des climaticas ideais ao
desenvolvimento de patdgenos principalmente da M. fructicola (LUO e MICHAILIDES,
2003), danos por lesdes no manuseio dos frutos durante e apés a colheita, por pragas antes

da colheita (ADASKAVEG et al., 2000) e ainda, através da ativacdo da infecgcéo latente



causadas por M. fructicola pelo processo de maturagcdo ou senescéncia dos frutos
(CRUICKSHANK e WADE, 1992). Em condic¢6es favoraveis a doenca e mesmo com uso de
controle quimico nos pomares, as perdas na pos-colheita podem atingir niveis superiores a
50 % dos frutos (HONG et al., 1998). No Brasil, MOREIRA (2005) verificou danos acima de
90 % entre a colheita e pés-colheita em parcela de pessegueiro sem controle, cultivado em
sistema convencional. Segundo RASEIRA e QUEZADA (2003), a M. fructicola € responsavel
por perdas de até 25 % da producdo somente em pos-colheita tanto no Brasil quanto em

outros paises.

2.2. CARACTERIZACAO DA PODRIDAO PARDA

A podridao parda causada por M. fructicola € uma das principais doencas que afetam
a cultura do pessegueiro e da ameixeira, sendo responséavel pela destruicdo de consideravel
guantidade de frutos maduros, tanto no pomar quanto durante a comercializagdo
(ANDRADE, 1995). As condic¢des climaticas do Estado de Santa Catarina sédo favoraveis ao
desenvolvimento da doenca, devido as elevadas precipitacdes pluviométricas e
temperaturas adequadas. Assim, o cultivo destas fruteiras requer uma série de medidas de
controle, sem as quais inviabiliza-se a producdo da maioria das variedades conhecidas
(ANDRADE, 1995).

As espécies do género Monilinia, causadoras de podriddo parda, sdo a M. fructicola
encontrada na Australia, Africa do Sul, Brasil, América do Sul e do Norte e listada como
organismo em guarentena na Europa Mediterrénea; a M. laxa e M. na Europa (BLEICHER,
1997; MAY DE MIO et al., 2004).

O fungo M. fructicola pertence a classe dos Discomycetes, que sdo Ascomicetos com
apotécio. Estes fungos sdo encontrados nos mais variados habitats, podendo exercer
saprofitismo ou parasitismo e causar diversos tipos de doencas em plantas. Sua
caracteristica basica é a formacédo de esporos sexuais denominados ascosporos, dentro de
uma estrutura chamada asco. Este fungo pertence a ordem Helotiales, produz esclerddios
bem desenvolvidos que determinam sua sobrevivéncia no inverno estes, ao germinar
formam apotécios, tipicos da ordem, onde s&o produzidos os ascos. Por meio desta
estrutura, os ascosporos sdo projetados e disseminados pelo vento, constituindo-se no
indculo primério da doenca (KRUGNER e BACCHI, 1995).

No Brasil, em funcdo da variabilidade climética (temperatura e umidade), ndo existem
referéncias sobre a produgdo natural da fase perfeita de M. fructicola. As infeccbes que
ocorrem nas plantas sdo causadas pelo fungo em sua fase imperfeita, através de conidios

gue constituem o in6culo primério da doenca (BLEICHER, 1997).



Epidemias de podriddo parda sempre ocorrem com umidade elevada. A temperatura
6tima para o crescimento micelial, germinacdo e producdo de conidios é de 25 °C
necessitando de um periodo minimo de 18 horas a 10 °C e de 5 horas a 25 °C para
ocorréncia de infec¢cdo (CARVALHO, 1980; BLEICHER, 1997; MARTINS, 2005).

2.2.1. CICLO DAS RELACOES DO HOSPEDEIRO Monilinia spp.

A sobrevivéncia do patégeno ocorre em frutos mumificados, pedunculos florais, flores
secas em ramos e cancros de ramos onde 0 mesmo permanece de um ano para outro da
cultura, formando o indculo inicial da doenca (ANDRADE, 1995; BLEICHER, 1997; FORTES
e MARTINS, 1998).

Em trabalho realizado na Califérnia, HONG et al. (1997b) constataram esporulacfes
em mumias de nectarinas de até 60,3 % em pomar irrigado e de 37,6 % naqueles sem
irrigacdo. Em outro estudo, os mesmos autores conseguiram a recuperacao de M. fructicola
em 93 % plagueando tecidos de mumias em meio BDA, e 94 % de esporulagcdo em mumias
de nectarinas coletadas diretamente das plantas (HONG et al., 1997a). Estas informacgfes
demonstram a eficiéncia de sobrevivéncia do patégeno sobre mdmias em campo e com isso
a importancia do controle cultural com a eliminacdo destas mumias para a redugcdo do

inoculo.

A disseminacdo de M. fructicola ocorre pelo vento, chuva, insetos e animais. Os
conidios se instalam sobre flores e frutos que, em condi¢Bes climaticas favoraveis
conseguem penetrar pela cuticula ou ferimentos, dando inicio a infeccdo (BLEICHER, 1997;
MARTINS et al., 2005).

Dentro de ciclo de disseminacdo do patdgeno, outra fonte importante de inéculo de
M. fructicola sdo os esporos provenientes de cancros de ramos, os quais em condi¢cbes
climéaticas favoraveis produzem grande quantidade de conidios. Em trabalho realizado com
cancros em pessegueiro, verificou-se que a esporulagdo pode iniciar com um minimo de 12
horas de umidade a temperaturas entre 11 e 23 °C e que apés 72 horas de umidade nestas
temperaturas houve 31 % de frequéncia na esporulacdo (WATSON et al., 2002). Neste
mesmo trabalho foi observado um aumento significativo no nimero de cancros esporulados
para as temperaturas de 15 e 23 °C e houve uma reducéo de 31 para 6,3 % na frequéncia
de esporulacdo em cancros coletados apds pulverizacBes com iprodione e triforine, que

podem ter eliminado grande parte do indculo presente nestes cancros.

As infec¢cdes mais frequentes causadas por M. fructicola sdo: a morte de flores,
cancros de ramos com possivel anelamento e morte dos mesmos, manchas marrons e

colonizacao de tecidos em frutos em desenvolvimento, podriddes de frutos durante as fases



de colheita e pés-colheita e posteriormente a mumificacdo dos mesmos (EMERY et al.,
2000; GARRIDO e SONEGO, 2003; MAY DE MIO et al., 2004). Sintomas da doenca podem

ser observados na Figura 2.1.

Além disso, infeccdes podem ocorrer também em frutos em desenvolvimento que
ndo produzem temporariamente nenhum sintoma visivel, mas que sdo capazes de se
exteriorizar em determinadas circunstancias, chamadas “infec¢fes latentes ou quiescentes”
(AGRIOS, 1997). Segundo KIMATI et al. (1997) e MAY DE MIO et al. (2004) estas infeccoes
tém inicio na flor que origina um fruto contaminado havendo manifestacdo do patégeno
durante a maturagdo. Os conidios também podem permanecer dormentes entre os pélos da
superficie até a chegada da fase de maturacdo quando ocorre diminuicdo da resisténcia
mecanica da epiderme (BYRDE e WILLETS, 1977). BRUTON (1994) cita que mecanismos
como a insuficiéncia de potencial enzimatico do fungo para invadir o fruto imaturo, a falta de
energia e nutrientes requeridos pelo fungo em frutos verdes e a presenca de toxinas
prejudiciais ao seu desenvolvimento, podem ser os fatores da ndo transformacdo da
infeccdo latente em ativa. No entanto, faltam estudos sobre a manifestacdo do patdégeno
ainda durante esta fase dos frutos enquanto presos as plantas em relacdo aos destacados

das mesmas.

Diversos estudos sdo encontrados na literatura sobre a constatacdo de infeccdes
latentes em frutos verdes como é o caso de infecgBes verificadas em damasco cujo estudo
histolégico sugeriu que houve penetragdo de micélio pelos estbmatos dos mesmos (BYRDE
e WILLETS, 1977, ZEHR, 1982). Também em damascos imaturos, JENKINS e
REINGANUM (1965) observaram tais infeccbes com sintomas semelhantes aos frutos
maduros. NORTHOVER e CERKAUSKAS (1994), utilizando a imersao sequencial de frutos
por 1 minuto em solugbes de etanol 70 %, hipoclorito de sédio 2 %, paraquat 2 % e agua
estéril, observaram que frutos tratados com paraquat apresentaram um répido
desenvolvimento do patégeno apos alguns dias armazenados tanto na luz como no escuro,
atingindo até 95 % de incidéncia em ameixas provenientes de pomar comercial. O uso de
paraquat em frutos verdes mostrou-se eficaz para a verificacdo de M. fructicola em frutos
verdes de cerejas, permitindo seu crescimento saprofitico sobre os tecidos senescentes
(ADASKAVEG et al., 2000). Da mesma forma, WITTIG et al. (1997) verificaram infeccao
latente em cerejas imaturas. MONDINO et al. (1997) verificaram 49,5 % de incidéncia de
infeccdo latente em péssegos de pomar sem controle da doenca. No Brasil a ocorréncia
dessas infeccBes foi verificada em diversas cultivares de ameixeiras, pessegueiros e
nectarineiras com frutos submetidos a diferentes tratamentos durante a fase de
desenvolvimento em pomares comerciais no Estado do Parana (MOREIRA e MAY DE MIO,
2007).



Desta forma, e conforme estudos disponiveis, verifica-se que a ocorréncia de
podriddo parda em péssegos tem relacdo com o estagio de desenvolvimento dos frutos, a
concentracao de in6culo e o microclima. Estudos epidemiol6gicos mais recentes a respeito
revelaram que as fases de maior expressdo da doenca s&o o final da formacgéo do caroco,
final do crescimento do embrido e uma semana antes da colheita (LUO e MICHAILIDES,
2003). O conhecimento das fases de maior susceptibilidade da planta ao patégeno permite o
estabelecimento de estratégias antecipadas de controle, as quais irdo contribuir para a
minimizacdo de prejuizos nas fases finais da cultura e na pés-colheita (NORTHOVER e
CERKAUSKAS, 1994; MONDINO et al., 1997; LUO e MICHAILIDES, 2003).

A colonizagdo pelo patdégeno sempre € rapida com a formacdo de micélio inter e
intracelular. Em flores verifica-se a formacdo de esporos sobre o célice e peciolo. Na pré-
colheita, frutos infectados apresentam o desenvolvimento de lesbes pequenas pardacentas
que evoluem para manchas marrons com a colonizacédo dos tecidos vizinhos pelo fungo.
Frutificagcbes acinzentadas das estruturas do patégeno sao facilmente vistas no campo,
sobre frutos infectados. Com o passar do tempo estes frutos tornam-se completamente
cobertos de esporos, que contribuem para novas infeccbes no pomar. Frutos maduros
infectados pelo patdégeno podem apresentar durante a colheita ou pdés-colheita podriddo
visivel dentro de 48 horas, apresentando podriddes tipicas da doenca ou sofrendo rapida
desidratacao formando mumias que ficam presas na planta ou caidas ao chdo (GARRIDO e
SONEGO, 2003).

A reproducdo predominante de M. fructicola ocorre de forma assexuada pela
formacdo de esporos provenientes de infec¢cbes secundarias, em periodos de clima
favoravel. A forma sexuada pode ocorrer pela formacdo de esporos no interior de estruturas
denominadas ascos. Os ascos sao produzidos por apotécios os quais sdo formados atraves
da germinacdo de esclerédios formados durante o inverno para a sobrevivéncia do fungo
(KRUGNER e BACCHI, 1995; AGRIOS, 1997). Para a ocorréncia desta fase denominada
fase perfeita, sdo necessarias condicdes especiais de umidade e temperatura. No Brasil ndo
h& referéncias sobre a ocorréncia de fase perfeita de Monilinia (WILLETTS, 1977;
BLEICHER, 1997; BYRDE e HONG e MICHAILIDES, 1998). Uma visdo ampla do ciclo de
M. fructicola pode ser observada na Figura 2.2.

O clima brasileiro nos estados produtores de péssegos € favoravel ao
desenvolvimento do patégeno considerando que o ciclo da cultura ocorre durante os meses
de agosto a dezembro, periodo de temperatura em elevacdo e chuvas bem distribuidas.
Assim, o cultivo desta fruteira requer uma série de medidas de controle, sem as quais

inviabiliza-se a producéo da maioria das variedades conhecidas.



Figura 2.1 - Sintomas de podridao parda causada por Monilinia fructicola, em flores, ramos e

frutos de pessegueiro.

(A) Sintomas em flores, (B) Cancros em ramos, (C) Sintomas na colheita, (D) Sintomas em mumias.
Fotos (MAY DE MIO, L.L., 2004).
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Figura 2.2 — Ciclo da Monilinia fructicola em pessegueiro (llustracdo GARRIDO, L.; MAY DE
MIO et al., 2004).
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2.3. CONTROLE DA DOENCA

O controle da podriddo parda na cultura do pessegueiro € baseado na manutengéo
de saneamento adequado dos pomares pela falta de variedades resistentes a doenca.
Varias metodologias de controle de Monilinia sp. tém sido relatadas, como 0s controles
cultural, fisico, quimico e biologico, durante o ciclo da cultura ou em pés-colheita (FORTES,
1993; ANDRADE,1995; BLEICHER, 1997; BERGAMIN FILHO et al., 1995; GALLI, 1980;
MAY DE MIO et al., 2004).

As principais medidas de profilaxia sdo o controle cultural o qual consiste em poda
de limpeza de inverno, com a eliminacdo de ramos doentes, capulhos florais e frutos
mumificados, que devem ser queimados (ANDRADE, 1995). Durante a fase de repouso
vegetativo é recomendado um tratamento de natureza erradicante com produtos a base de
enxofre, como calda sulfocélcica e cupricos para eliminacao de inéculo o qual poderé causar
novas infeccbes em pré e pés-colheita (CARVALHO, 1980; HONG et al., 1997b; FORTES e
MARTINS, 1998).

Em pomares onde existe alta pressdo da podriddo parda, deve-se iniciar o
tratamento quimico quando as sépalas estdo se tornando visiveis. A pulverizagdo seguinte
deve ser feita na fase de plena floragdo, na queda das pétalas e separacdo do célice
(RASEIRA et al., 1990; ANDRADE, 1995; MONDIN e HICKEL, 1995; BLEICHER, 1997,
FORTES e MARTINS, 1998). O numero destes tratamentos é reduzido sempre que as
condi¢des climéticas ndo forem favoraveis a ocorréncia da podriddo parda. Pulverizac6es de
pré-colheita sé@o realizadas aos vinte e um, catorze e sete dias antes da colheita. Os
produtos indicados para o controle da doenga sdo os fungicidas quimicos comerciais como
benomyl, tiofanato metilico, vinclozolin, iprodione, triforine, mancozeb, dicloran, captan,
dodine, clorothalonil, myclobutanil, fenbucanazole e propiconazole, enxofre e cupricos
(FELICIANO e SACHS, 1984; RASEIRA et al., 1990; ANDRADE, 1995; MONDIN e HICKEL,
1995; BLEICHER, 1997; FORTES e MARTINS, 1998). E recomendao o controle de pragas e
insetos desde o inicio do desenvolvimento dos frutos até a colheita (FELICIANO e SACHS,
1984; AGRIOS, 1997; BLEICHER, 1997).

2.3.1. CONTROLE COM PRODUTOS ALTERNATIVOS AOS FUNGI CIDAS PADROES

Segundo PENTEADO (1998) sdo considerados alternativos todos os produtos
quimicos, biolégicos, organicos ou naturais que possuem caracteristicas de baixa toxidade
(classe toxicologica 1V), custo reduzido para aquisicdo e emprego, baixa ou nenhuma

agressividade ao homem e a natureza, simplicidade quanto ao manejo e aplicacao,
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eficiéncia no combate aos insetos e microorganismos nocivos, alta disponibilidade para

aquisicao e ndo favorecer formas de resisténcia a insetos e microorganismos.

O uso de agrotoxicos na agricultura moderna, visando atender a demanda mundial
por alimentos, tem causado problemas ambientais como a contaminacdo de alimentos, do
solo, da 4gua e animais; intoxicacdo de agricultores, ressurgimento de algumas pragas,
resisténcia de patdgenos e pragas invasoras a determinados produtos (BURG, 2001,
MONDINO, 2002; STADNIK e TALAMINI, 2004). Neste sentido € imprescindivel o
fortalecimento da agricultura ecoldgica e organica na busca de alimentos mais limpos e
livres de agrotéxicos (PINHEIRO e BARRETO, 1996; WORDELL FILHO, 2004).

Considerando estes problemas e o elevado custo de producdo pela carga de
produtos quimicos utilizados, muitos produtores passaram a optar por técnicas alternativas
de producédo, que possibilitam tirar vantagem dos processos naturais e das interacfes
biolégicas benéficas para o solo e plantas, reduzindo o uso de recursos externos e
melhorando a eficiéncia das operacdes. Desta forma muitos produtores rurais buscam
diversificar suas operacfes, usando os mais variados recursos internos disponiveis. Eles
estdo preferindo sistemas alternativos de manejo das culturas incluindo aproveitamento de
potencial genético e biolégico dos cultivares (MIYASAKA, 1997; PRIMAVESI, 1990; PAULA
JUNIOR et al., 2005).

Alguns produtos alternativos para o controle da podriddo parda séo indicados por
varios autores, como a calda sulfocélcica, sulfato de cobre, enxofre coloidal, iodo e alguns
indutores de resisténcia na sua grande maioria baseados em produtos minerais ou vegetais.
No entanto, o uso destes produtos somente ndo tem sido suficiente ao controle da podridao
parda do pessegueiro em campo (GALLI, 1980; FORTES, 1993; PINHEIRO e BARRETO,
1996; ABREU JUNIOR, 1998; CHABOUSSOU, 1999; BURG e MAYER, 2001; STADNIK e
TALAMINI, 2004).

Na pos-colheita, outras técnicas consideradas alternativas para o controle de
podriddes de frutos estdo sendo pesquisadas como 0 uso de gas ozbnio, compostos
naturais, acidos organicos, acido paracético, sanificantes, indutores de resisténcia, fosfitos e
silicatos entre outras (PEREIRA e KARUNARATNE, 2001; PALOU et al, 2002;
ROMANAZZI et al., 2002; TEIXEIRA-YANES et al., 2004; STADNIK e TALAMINI, 2004).

Alguns nutrientes minerais exercem importantes fun¢cdes no metabolismo vegetal,
influenciando ndo somente o crescimento e a producdo das plantas, mas também o
aumento ou a reducdo da resisténcia a determinados patégenos. O calcio por exemplo,
pode induzir resisténcia em plantas através do seu efeito no metabolismo de pectinas

(THOMAS, 1966). Esse elemento modifica as pectinas hidrossollveis em polipectato
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insolivel que é resistente as enzimas pectoliticas dos patdgenos. A severidade da murcha,
causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi, Snyder e Hansen, tem sido controlada
com correcado da deficiéncia de calcio, admitindo-se que o mesmo inibe a atividade da

poligalacturonase produzida pelo Fusarium (CORDEN, 1965).

Trabalhos para o controle de M. fructicola com produtos alternativos podem ser
citados com o de ADASKAVEG et al. (1992) que utilizaram materiais, como o formiato e
silicato de célcio (2 g.L™), “materiais formadores de pelicula” (20 mL.L™) e a resina acrilica
(20 mL.L™"), comparando-os ao iprodione, no controle de M. fructicola em pré-colheita e in
vitro. A resina acrilica e os sais de calcio mostraram fungitoxicidade in vitro, enquanto o
material formador de pelicula inibiu a germinacdo dos conidios do fungo. O formiato de

célcio promoveu um controle similar ao iprodione.

BERTON et al. (1992) avaliaram o uso de cloreto de calcio (CaCl, a 0,5 %), aplicado
em pré-colheita associado ao iprodione em pés-colheita. A aplicacdo de (CaCl,) em pré-
colheita, reduziu a podriddo dos frutos, e quando houve a associagcdo com iprodione em
pés-colheita, o numero de frutos sadios foi de até 98,25 % enquanto o iprodione sem

combinacédo controlou 85 % da doenca.

BIGGS et al. (1997) testaram sais de calcio in vitro para o controle de M. fructicola. O
trabalho envolveu o uso de propionato, hidréxido, oxido, silicato e pirofosfato de célcio. O
propinato chegou a controlar 90 % da doenca, enquanto que os demais chegaram a 65 %

de controle.

A calda sulfocélcica é considerada um defensivo alternativo permitido pelo Ministério
da Agricultura e Abastecimento para 0 uso na agricultura organica. A base do produto é a
cal virgem e o enxofre e pode ser preparada na prépria propriedade rural. Além de
fertilizante foliar é também considerado acaricida, fungicida e inseticida pela acdo dos
polissulfetos de célcio, principalmente os tetra e pentasulfetos (ABREU JUNIOR, 1998;
AZEVEDO, 2003).

A calda sulfocéalcica € recomendada como tratamento erradicante principalmente,
para o periodo de inverno em plantas como pessegueiros, pereiras, macieiras, figueiras,
parreiras e ameixeiras (CARVALHO, 1980; FORTES e MARTINS, 1998). Nas diluicbes
recomendadas s&o indcuos aos mamiferos, sendo, portanto, de aplicacdo bastante segura.
Sua classificacao toxicolégica é de classe 1V, tém grau médio de acdo sobre os predadores,
estando, portanto de acordo com os conceitos do manejo integrado de pragas - MIP. E de
custo bastante baixo e pode ser adquirido comercialmente ou produzida na propria
propriedade (ABREU JUNIOR, 1998). Além de sua ac¢do fitossanitaria fornece nutrientes as

plantas tais como calcio e enxofre (possui 19 % de enxofre e 8 % de célcio), tem acgéo
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rapida sobre acaros e certos insetos diminuindo perdas por ocorréncia de chuvas logo apés
os tratamentos (ABREU JUNIOR, 1998; AZEVEDO, 2003).

Em relagdo a forma de aplicacdo da calda sulfocélcica, preconiza-se que a mesma
deve ter entre 25 a 33 graus Baumé. Nao deve ser aplicada em dias muito ensolarados,
devendo ser observado um intervalo minimo de 15 dias ap0s aplicacao da calda bordalesa e
no maximo 10 dias antes da colheita. Cuidados especiais devem ser tomados com
equipamentos, roupas e pele em fungdo de seu elevado grau de corrosdo (BURG et al.,
2001). Para o controle da podriddo parda a calda sulfocélcica deve ser diluida para 3,5 °Bé,
devendo ser aplicada em periodos frescos do dia, evitando ser aplicada em dias sujeitos a
geadas ou em temperaturas acima de 32 °C (PAULUS, 2001; AZEVEDOQO, 2003).

O lodo também é permitido na producédo vegetal pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento pela Instrucdo Normativa 007 de 17 de maio de 1999. Nas plantas é
considerado um micronutriente, mas ainda hoje ndo ha condicbes de determinar a funcéo
quali-quantitativa do mesmo para o metabolismo dos vegetais (PINHEIRO e BARRETO,
1996).

A utilizacdo do lodo como fungicida ainda ndo tem sido explorada de forma a
comprovar sua eficiéncia no controle ou prevengdo de doencas, principalmente aquelas
causadas por fungos e bactérias. No Brasil, existe trabalho no Rio Grande do Sul com uso
de iodo para o controle de doencas fungicas na fruticultura, no entanto, ha falta de
publicagbes sobre o assunto. Em Santa Catarina, com base nos trabalhos desenvolvidos no
Rio Grande do Sul, a EPAGRI, Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensédo Rural, tem
testado com éxito a aplicacdo do lodo 2 % na concentracdo de 30 mL.100. L™ de agua,
associado a calda sulfocalcica para manejar a sarna da ameixeira, Cladosporium
carpophilum Thim, cultivada em sistema orgénico e para controle da podriddo parda na
cultura da ameixeira (GONCALVES et al., 2005). Atualmente alguns produtores em sistemas
organicos do Alto Vale do Itajai em Santa Catarina vém utilizando o produto também na

cultura do pessegueiro.

2.3.1.1. PRODUTOS LIBERADOS PARA PRODUCAO ORGANICA

A producédo de organicos no Brasil é ainda incipiente, relativamente as atividades na
Europa e na América de Norte cujo modelo de producéo teve inicio em 1920 (CAMARGO et
al., 2004). No final do século XX, o Brasil ocupava o trigésimo quarto lugar no “ranking” dos
paises exportadores de produtos organicos. Nos Ultimos anos o crescimento das vendas
chegou a 50 % ao ano e as areas cultivadas poderiam estar perto dos 100 mil hectares, em

cerca de 5.000 unidades de producdo organica. Segundo 0s estudos realizados,
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consideraram que aproximadamente 70 % da produc¢&o orgénica brasileira encontra-se nos
Estados do Parana, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo

e Parana, cujos mercados vém aumentando significativamente (DAROLT, 2000).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 007, de 17 de maio de 1999, do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, considera-se sistema organico todo aquele em que se
adotam tecnologias que otimizem 0 uso de recursos naturais e socioeconémicos, tendo por
objetivo a auto-sustentagdo no tempo e no espacgo, a maximizacao dos beneficios sociais, a
minimizacdo da dependéncia de energias ndo renovaveis e a eliminacdo do emprego de
agrotoxicos e de outros insumos artificiais téxicos, organismos geneticamente modificados
(OMGl/transgénicos) ou radiacdes ionizantes em qualquer fase do processo de producéao,
armazenamento e consumo, privilegiando a preservacdo da saude ambiental e humana e
assegurando a transparéncia em todos os estagios de producao e da transformacédo (MAA,
1999). Em suma, busca-se ndo apenas a oferta de produtos saudaveis e de elevado valor
nutricional, isentos de qualquer tipo de contaminantes que ponham em risco a vida do
consumidor, do agricultor e do meio ambiente, como também a preservacédo e ampliacdo da
biodiversidade dos ecossistemas e a conservacdo das condicBes fisicas, quimicas e

biolégicas do solo, da 4gua e do ar.

O cultivo organico de frutas de caro¢o, como 0 pessegueiro, é possivel, com muitas
vantagens para o agricultor. Adubar com fertilizantes organicos, como compostos e humus
de minhocas, com acompanhamento do estado nutricional da planta evitando o excesso de
nitrogénio e o déficit de potassio, permitem adubacdo equilibrada, que nédo libera
aminoacidos para as pragas e patdgenos. As plantas tratadas com defensivos alternativos,
como calda sulfocalcica e biofertilizantes ficam mais resistentes, reduzindo em 80 a 90 %
dos ataques as plantas. O solo deve ser manejado com rogadeira, mantendo sempre a sua
cobertura, evitando eroséo e garantindo a presenca dos inimigos naturais. A produtividade
ndo é afetada, porém os frutos sdo mais aromaticos e saborosos. Além destas praticas, 0
uso de variedades resistentes, métodos culturais, fisicos, tratamentos erradicantes no
inverno e o controle biolégico de pragas e doencas sdo recomendados (CARVALHO, 1980;
OGAWA et al., 1995; FORTES e MARTINS, 1998).

Para o controle de doencas flngicas sdo permitidos pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento 0 uso de enxofre simples e suas preparacgdes, a critério da certificadora, p6
de pedra, um terco de sulfato de aluminio e dois tercos de argila (caulim ou bentonita) em
solucdo a 1 %, sais de cobre, propolis, cal hidratado, iodo, extratos de plantas,

vermicomposto, calda bordaleza e sulfocalcica e homeopatia.
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2.3.1.2. FOSFITOS

Outros produtos alternativos que vém sendo utilizado na agricultura organica séo os
fosfitos cuja acdo sobre os fungos pode se dar de forma direta (FENN e COFFEY, 1985;
ROHRBACH e SCHENCK, 1985) ou através da ativacdo de mecanismos de defesa da
planta, como o estimulo a producéo de fitoalexinas (GUEST e GRANT, 1991; JACKSON et
al., 2000; SAINDRENAN et al.,, 1988) ou ainda por meio de uma maior lignificacdo e
producéo de fenois (NOJOSA et al., 2005).

O &cido fosforoso possui propriedades indutoras de resisténcia nos vegetais (WILD
et al., 1998; GUEST e GRANT, 1991; JACKSON et al., 2000) e pode também reduzir a
esporulacdo dos patégenos nas plantas, possibilitando com isso a reducéo na incidéncia e
na severidade das doencas (PANICKER e GANGADHARAN, 1999).

Os fosfitos sé@o rapidamente absorvidos pelas plantas, quer pelas raizes, folhas ou
tronco. Apresentam acao sistémica e sdo translocados via xilema ou floema (GUEST e
GRANT, 1991), o que facilita sua acdo e forma de utilizacdo. Dependendo da cultura, a
translocacdo das folhas para as raizes pode ocorrer num prazo de até 24 horas
(ROHRBACH e SCHENCK, 1985) e permanecer ativo por até 160 dias conforme observado
em citrus (MATHERON e MATJKA, 1988).

Experiéncias com fosfitos na fruticultura iniciaram na Australia em 1983 para controle
da podriddo da raiz do abacateiro causada por Phytophthora cinnamomi Rands. Testes
posteriores sobre outros fungos pertencentes a mesma familia e em culturas diversas
apontavam resultados positivos, com maior destaque para gomoses, cancros, podridées do
caule e das raizes, e mildios da videira e das hortalicas, passando a ser comumente
utilizado na Australia, Africa do Sul, Israel, Estados Unidos, Europa e mais recentemente na
América do Sul e Central (BRANDAO, 2006). WICKS et al. (1996) verificaram bons

resultados no controle de mildios e doengas causadas por Phytophthora spp.

Ensaios conduzidos na Australia mostraram que o acido fosforoso aplicado depois
da infeccado inibiu o desenvolvimento de Plasmopara viticola Berl. e De Toni em folhas e
cachos de uvas. Em alguns ensaios, o0 efeito do acido fosforoso foi equivalente ou até
melhor do que o metalaxyl ou metalaxyl + mancozeb (WICKS et al., 1991). A acao deste
tratamento com fosfito de potassio foi principalmente pela significante reducdo na
esporulacdo e aceleracdo da necrose das manchas de “6leo” do mildio, que uma vez secas

erradicam eficientemente a doenca, evitando a producéo de indculo (REUVENI, 1997).

Também na Austrélia, GRANT (1994) obteve controle do mal-do-Panama, causado

por Fusarium oxysporum, variedade cubense Snyder e Hansen, raca 4, com o uso de
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fosfitos de potassio na cultura da bananeira. O estudo demonstrou que o fosfito inibiu o

crescimento do patdgeno.

Na cultura da laranjeira “Hamlin”, FEICHTENBERGER e TAVEL (1999) avaliaram o
efeito de fungicidas sistémicos e de fosfitos no desenvolvimento de lesbes causadas por
Phytophthora parasitica Dastur, induzidas experimentalmente no tronco das plantas. Os
fosfitos de K e N utilizados apresentaram resultados significativos inclusive superiores a

alguns fungicidas sistémicos na reduc¢do das lesdes.

Na Nova Zelandia houve relato da eficiéncia do fosfito misturado ao fungicida
metiram no controle da sarna e oidio da macieira, em condicbes de baixa pressdo de
doenca (GEELEN, 1999).

Estudos feitos em Israel demonstraram eficacia do fosfito de potassio no controle do
mofo no interior dos frutos da macieira causado por Alternaria alternata (Fr.) Keissl.,
comparado a outro fungicida (R -aminobutyric acid.). O uso do fosfito de potassio reduziu em
60 % o numero de frutos com a doenca (REUVENI et al., 2003).

O instituto de pesquisas do cacau em parceria com o instituto de recursos naturais
de Ghana mostrou que o fosfito de potassio injetado em hastes do cacau é tdo eficiente
gquanto ao uso do metalaxyl e cobre no controle da Phytophthora megakarya Brasier e Griffin
(MARK e KEITH, 2002).

Um estudo em Queensland, norte da Australia demonstrou que o uso do fosfito de
potassio (10 g/L) reduziu em 47 % a podridao da raiz causada por Phytophthora palmivora

Butler, na cultura do maméao papaya (VAWDREY et al., 2004).

Os primeiros testes desenvolvidos no Brasil com o uso de fosfitos foram feitos no
final dos anos 80 e inicio dos anos 90. Ultimamente, empresas de pesquisa estédo voltando
atencao para o uso destes produtos ao tratamento de doencas das plantas, principalmente

apos resultados obtidos em experimentos com videira, citrus e macieira.

O fosfito de CaB foi testado nas doses de 0, 0,75, 1,5 e 3,0 (mL/L) para controle das
podriddes da macd em pébs-colheita. O fosfito de CaB (1,5 e 3,0 mL/L) reduziu
significativamente (p<5 %) a incidéncia e o tamanho das lesdes causadas por Penicillium
expansum Link, na cultivar Fuji, porém, nao foi eficiente no controle das podridées amarga,
Glomerella cigulata Stonem, e olho de boi, Pezicula malicorticis (Jacks.) Nannfeld. Strains,
nos cultivares Fugi e Gala (GUIMARAES et al., 2001).

Testes com Fitofos CaB (10,7 % de P,Os, 3,89 % de Ca e 0,5 % de B) e 'Fitofos K
Plus' (40 % de P,Os e 30 % de K,0) foram usados para controle pds-colheita do mofo azul

em maca causado por P. expansum, concluindo-se que a adi¢do de Fosfito CaB (1,5 mL/L)
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ou Fosfito K (0,5 e 1,5 mL/L) em agua contaminada com P. expansum foi tdo eficiente
quanto a adicdo de benomil (150 ppm) na redugédo da doenca nas cultivares 'Fuji' e 'Gala’.
Frutos tratados com fosfito de K (1,5 mL/L) e benomil (150 ppm) foram menos afetados pela

doenca do que aqueles submetidos aos demais tratamentos (HACK NETO et al., 2002).

VALDEBENITO-SANHUEZA (1991a; 1991b) verificou efeito positivo dos fosfitos na
reducdo de lesGes de Phytophthora cactorum (Lebert e Cohn) Schréter na cultura da maca,
cultivar Fuji, enxertadas sobre porta-enxerto MM106 e inoculadas artificialmente. Na Nova
Zelandia, GEELEN (1999) relatou resultados satisfatorios no controle de sarna e oidio em
macieira com a mistura de fosfitos e o fungicida metiram sob baixa presséo da doenca. Em
ensaios in vitro e testes preliminares realizados em campo com uso de fosfitos, BONETI e
KATSURAYAMA (2002) observaram bons resultados em macieira, cultivar Fuji, para o
controle da podriddo branca (Botryosphaeria dothidea) (Moug. Fr) Ces e De Not., podridao
amarga (G. cingulata), fuligem (Gloeodes pomigena) (Schw.) Colby e sujeira de mosca
(Schizothyrium pomi) (Mont. e Fr.) Arx. Resultados eficientes também foram observados no
controle da sarna da macieira (Venturia inaequalis) (Cke.) Wint., com aplicacdes de fosfitos
de K a cada sete a dez dias (BONETI e KATSURAYAMA, 2005).

BRACKMANN et al. (2004) avaliaram o uso de fosfito de potassio (250mL.100L™), +
CaCl, (2 %), fosfito de célcio (300mL.100L™) e fosfito de célcio mais boro (Ca + B)
(300mL.100L™) no controle de podriddes da maca ‘Fuji’ em poés-colheita. A concluséo
do trabalho indicou que a aplicacdo de fosfito de potassio (250mL.100L™), associado ao
CaCl, (2 %) apresentou resultados satisfatorios no controle de podridées pos-colheita em

macas ‘Fuji’ frigoconservadas, podendo substituir o fungicida iprodione.

Para o controle do mildio da videira REUVENI (1997) aplicou fosfito de potassio
KsPO3; combinado com dimethomorph o qual demonstrou eficiéncia na inibicdo da doenca.
Outra avaliacéo importante deste trabalho foi a observacéo do aparecimento de sintomas de
fitotoxidade nas folhas, devido a aplicacfes freqlientes e/ou dosagens muito elevadas. Além
disso, ocorreram algumas queimaduras nas bordas das folhas da videira quando a aplicacdo

foi feita nas horas mais quentes do dia com intensa radiag&o solar.

Na Epagri, Estacdo Experimental de Videira-SC, foram conduzidos dois ensaios
comparando o uso de fosfito de potassio com fungicidas tradicionalmente utilizados no
controle do mildio da videira (P. viticola). Um experimento avaliou o uso dos produtos
preventivamente, enquanto que o outro avaliou o efeito curativo destes. Em ambos os
experimentos, o fosfito de potassio mostrou-se eficiente para o controle da doenca (DALBO
e SCHUCK, 2003).
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Este trabalho demonstrou ainda que o reaparecimento da doenca € mais prolongado
em plantas tratadas com fosfitos e que as plantas mantiveram as folhas por mais tempo.
Uma possivel explicacdo reside no mecanismo de acado atribuido aos fosfitos que consiste
na ativacdo do sistema de defesa da planta, a qual teria um efeito adicional e mais
prolongado em relacdo a agéo direta do fosfito sobre o fungo (SMILLIE et al., 1989). As
plantas tratadas com fosfito de K continuaram a emitir folhas novas com mais intensidade

que nos demais tratamentos, o que resultou num maior enfolhamento.

Experimentos iniciados em 1997 e concluidos em 2003 foram realizados nha
EMBRAPA uva e vinho de Bento Goncalves, com uso de fosfitos para o controle do mildio
da videira. Os resultados mostraram que o tratamento com os fosfitos de CaB e K
apresentaram alta eficacia no controle da doenca, tanto na folha quanto no cacho, sendo
equivalente aos tratamentos padrdo utilizados com o uso de fungicidas comerciais. Neste
experimento foram utilizados dentre outros o Fitofés K e CaB na dosagem de 200 e 300
mL/100 litros de 4gua (SONEGO e CZERMAINSKI, 2003).

Outros trabalhos com fosfito de potassio na cultura da videira para o controle do
mildio P. viticola no Rio Grande do Sul foram realizados com diversas marcas de fosfito de
potédssio em diferentes concentragdes de NPK, sendo as mais comuns: 00-40-20; 00-28-26;
00-30-20. Os experimentos mostraram elevada eficicia destes fosfitos no controle do mildio
da videira, tanto que a partir das safras 2002/2003 estes produtos foram muito utilizados em
substituicdo aos fungicidas tradicionais (SONEGO e GARRIDO, 2005).

Conforme MOREIRA (1999), em trabalho de dissertacdo de mestrado no municipio
da Lapa — PR, demonstrou que o fosfito de K (47,5 mL para 16 L de agua), em pré-colheita
e (0,4 mL para 200 mL de agua) em pos-colheita reduziu em 26,5 e 57 %, respectivamente,

a incidéncia de podriddo parda no péssego.

Além dos trabalhos realizados com fosfitos na fruticultura, existem também
experimentos em outras plantas e culturas como € o caso de trabalhos para controle da P.
cinnamomi em raiz de Eucalyptus marginata Donn ex Sm. (JACKSON et al., 2000),
Peronospora parasitica (Pers.) Fr. em couve flor (BECOT et al., 2000), mildio da alface
(PAJOT et al., 2001), Peronospora capsici Tao e Li em tomateiro e pimenteira (FORSTER et
al., 1998; SALA et al., 2004), Alternaria solani (Ellis e Martin) Jones e Grout e Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary em tomate (DOMINGUES et al., 2005; GALLI et al., 2005), P.
cactorum na cultura do morango (REBOLLAR e ELLES 2004), P. infestans e Phytophthora
erythroseptica Pethybr., (MILLER et al., 2006) em tubérculos de batata em pdés-colheita,
Phytophthora destructor (Berk.) Casp. ex Berk. em cebola (KATSURAYAMA e BONETI,

2002), P. cinnamomi em ecossistemas naturais (HARDY et al., 2001), Banksia brownii (R.
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Br.) e P. cinnamomi em planta exética da Austrélia Xanthorrhoea australis R. Br.) (DANIEL
et al., 2005), P. palmivora em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (DANIEL e GUEST, 2006),
Phytophthora citrophthora (R.E. Sm. e E.H. Sm.) Leonian e Peronospora nicotianae Speg.
em cafeeiro e mildio, Peronospora sparsa Berk em roseira (ANN, 2001) e ainda para
melhoria na produc&o de cana-de-agucar (VITTI, 2005) e da soja (BRANDAO, 2006).

O controle alternativo de doencas na fruticultura € uma opgéo que podera viabilizar a
producdo nos proximos anos auxiliando na redugdo dos custos e contribuindo para o
processo de transicdo do modelo convencional para o orgéanico. Novas pesquisas no campo
da producdo vegetal, especialmente em fitossanitarismo, poderdo contribuir
significativamente para a adocao de técnicas que venham a atender os principios do LISA
“Low Input and Sustainable Agriculture” (baixo custo e agricultura sustentavel) (KOZAKI,
2001). Segundo FLORES (2001), a evolucéo deste processo é impulsionada pelo mercado
consumidor, o qual participa na determinacédo do padrao de qualidade, sanidade e preco. O
incremento mundial da producdo é um bom exemplo disto. Assim, toda a nova tecnologia
precisa atender aos anseios sociais, como afirmam KOGAN e SHENK (2002), “sendo o
agro-sistema o resultado da sobreposicdo das escalas ecoldgicas e socioecondmicas,
nenhuma inovagdo sera adotada se ndo contribuir para os objetivos econdmicos do produtor

e alcancar os requisitos de aceitacdo por parte da sociedade”.

2.3.1.3. CONTROLE BIOLOGICO

Os altos custos ambientais e econémicos derivados do uso de agrotéxicos na
agricultura resultaram num maior esforgo em pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de
sistemas de controle de pragas e doencas atraves de agentes biol6gicos. As maiores
vantagens da adocdo deste método pelos agricultores sdo um impacto ambiental menor e
maior seguranca ao homem, tanto para aqueles que aplicam os produtos quanto para o
consumidor dos alimentos tratados, sem falar nos sistemas de producdo dos biopesticidas
menos poluentes que os agrotéxicos, além de sua maior seletividade (MONDINO, 2002). O
uso de agrotoxicos, além de atingir os organismos-alvo, podem causar efeitos danosos a
outros organismos, incluindo aqueles benéficos para a agricultura, como insetos-
predadores, microrganismos fixadores de nitrogénio, micorrizas e decompositores da
matéria organica. (COOK e BAKER, 1983; STADNICK e TALAMINI, 2004).

IPPOLITO e NIGRO (2000) enfatizam que um controlador biol6gico deve resistir as
variacdes climaticas quando utilizados em pré-colheita com grande capacidade de adesédo
sobre o hospedeiro. WISNIEWSKI e WILSON (1992) citam que para o uso em poés-colheita

0 antagonista deve ser geneticamente estavel, efetivo a baixas concentragdes, ndo seja
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exigente em requerimentos nutricionais, seja habil para sobreviver em condi¢cdes ambientais
adversas, efetivo contra uma ampla gama de fitopatdégenos, possa ser formulado com longa
vida util, ndo produza metabdlitos nocivos a saude humana e apresente resisténcia aos

produtos quimicos utilizados.

Os trabalhos com controladores biolégicos para doencas de plantas sdo bastante
recentes, sendo que 0s mais importantes surgiram a partir da década de 90. Para o controle
da podriddo parda do pessegueiro, 0s experimentos “in vitro” foram historicamente voltados
para o controle pds-colheita e com resultados positivos, mas o avanco para aplicacbes em
campo ainda é limitado. Um trabalho em campo foi desenvolvido por DE CAL et al. (1990)
com uso do antagonista Penicillium frequentans Westling, sozinho ou em alternancia com o
fungicida captan, aplicado em ramos de pessegueiro para controle da M. laxa. O antagonista
preparado com nutrientes reduziu a doenca em até 80 %. A combinacdo do antagonista com
o fungicida captan apresentou controle similar ao uso dos dois produtos isoladamente.
SMILANICK et al. (1993) verificaram que Pseudomonas cepacia (Burkholder) Palleroni e
Holmes reduziu o tamanho da lesdo de M. fructicola sobre nectarinas imersas em
suspensao por duas a seis horas apos terem sido inoculadas com o patégeno. Da mesma
forma, experimentos com Epicoccum nigrum Link, sozinho ou combinado com captan foram
utilizados em pessegueiros inoculados com M. laxa. A eficiéncia do antagonista associado
ao captan proporcionou controle da doenca similar a utilizacdo isolada dos dois produtos
(MADRIGAL et al., 1994).

MADRIGAL e MELGAREJO (1995) verificaram que o antagonista E. nigrum
ocasionou alteragBes na colénia de M. laxa como o aparecimento de hifas espiraladas,
dilatacdes, deformacgbes, ramificacbes curtas e frequentes, além de vacuolizagéo,
desorganizacdo e coagulacdo das hifas, tubos germinativos e esporos do patégeno.
Interferéncias também no crescimento deste patdégeno com modificagdes da coloracdo das
coldnias, a destruicdo de hifas e alteracdes na esporulagdo foram observadas em testes

com Penicillium rugulosum Thom (LEITES et al., 1997).

Outro trabalho em campo foi realizado por WITTIG et al. (1997) nos Estados Unidos
com o uso dos microorganismos Aureobasidium pullulans (de Barri) G. Arnaud, Epicoccum
purpurascens Link e Gliocladium roseum Bainier aplicados sobre flores de cerejeiras
infectadas com M. fructicola. No experimento houve uma reducdo de 93,4 % de incidéncia
do patégeno nas flores tratadas com E. purpurascens em camera de nebulizagcéo, e também
de 100 % nas tratadas com benomyl, e 56,5 % com iprodione. Testes em campo
proporcionaram 45 a 47 % de reducado do patégeno quando tratadas com E. purpurascens e
A. pullulans, comparados ao iprodione que foi de 98 %, enquanto que o G. roseum n&o

apresentou eficiéncia de controle. Nesta mesma linha SCHENA et al. (2003) testaram A.
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pullulans (isolado 547) obtendo 47 % de reducao de podriddo em cerejeiras na pré-colheita.
Este estudo demonstrou que o antagonista sobreviveu nas condigbes de campo, apresentou
aumento da populacdo durante a estocagem dos frutos a baixas temperaturas e foi capaz de
penetrar nos frutos quando aplicado durante a floracdo demonstrando sua habilidade de

viver interna e externamente a estes.

Na Espanha, PASCUAL et al. (2000) testaram o antagonista P. frequentans em
lesbes de ramos de pessegueiro causadas por M. laxa, tendo verificado reducbes
significativas e similares das lesdes para o antagonista produzido em meio com potencial

reduzido e ndo reduzido de agua.

Outro experimento mais recente foi realizado com o antagonista E. nigrum aplicado
em 4 pulverizac¢des (2 na floracdo e 2 na pré-colheita) de pessegueiros para controle de M.
laxa obtendo-se controle de 42 % com o antagonista contra 26 % com fungicida na
Espanha, 12 a 39 % contra 17 a 54 % na Italia e 4 a 17 % contra 29 a 51 % na Franca,
sendo que a incidéncia da doenca na testemunha variou entre 58 a 84 % (LARENA et al.,
2005). Os mesmos autores verificaram que entre os pomares avaliados, houve maior
ocorréncia de M. laxa (85 a 90 %), seguida de M. fructigena (10 a 15 %) obtidas na Espanha
e Italia, porém na Franca em 2001, foi encontrada a M. fructicola, que é considerado um
microorganismo quarentendrio na Europa e que segundo BYRDE e WILLETTS (1977) é
uma espécie mais virulenta que as anteriores, o que pode explicar a causa do baixo nivel de

controle obtido na Franca.

Outros trabalhos com controle biolégico em pds-colheita podem ser citados com a
utilizacdo de fungos e bactérias antagonistas como o Trichoderma atroviride (Karsten),
Trichoderma viride (Persooun: Fries) e Candida spp. (HONG et al., 1998), E. nigrum
(LARENA et al., 2004), P. frequentans (GUIJARRO et al., 2007), Pseudomonas syringae
Strain, (MA-4 e NSA-6), Pseudomonas fluorescens Braz. arch. (BAP-3) e Candida sp. (NSD-
4) (ZHOU et al.,, 1999; BONATERRA et al., 2003), Bacillus subtilis, Cohn (FORTES e
BETTIOL, 1997; PUSEY, 1989). Também trabalhos com a utilizacdo de leveduras como a
Rhodotorula sp. (HONG et al.,, 1998), Kloeckera apiculata (Reess) Janke (DR54),
(KARABULUT e BAYKAL, 2003), Pichia membranaefaciens Hansen. e Cryptococcus albidus
(Saito) C.E. Skinner (KARABULUT et al., 2002; CHAN e TIAN, 2005).

A limitacdo no uso de antagonistas com sucesso para controle de doenca de plantas
estd na falta de conhecimento de como adaptar o produto biolégico para a cadeia comercial
reduzindo a variabilidade da eficacia desses produtos (WISNIEWSKI et al., 2001). A
descoberta de novos microorganismos e suas formas de acdo permitem além da ampliacdo

nas possibilidades de controle, uma maior seguranga nos processos de aplicagdo e o
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estabelecimento de condicbes Otimas para a interacdo entre patdgeno e antagonista
(BONATERRA et al., 2003). Sdo destacados como modos de acgédo, a producdo de
antibiéticos, competi¢do por nutrientes e espaco, producao de enzimas de lise, parasitismo e
inducéo de resisténcia (WILSON E WISNIEWSKI, 1989; JANISIEWICZ e KORSTEN, 2002;
BONATERRA et al., 2003).

Neste sentido, HONG et al. (1996) obtiveram 32 isolados de fungos epifitas em de
péssegos, nectarinas e ameixas, mumificados por M. fructicola. Destes, 11 isolados
mostraram-se potenciais no controle “in vitro” da podriddo parda, sendo, quatro isolados de

Trichoderma spp., trés de T. roseum, trés de Penicillium spp. e um de E. nigrum.

Em outro trabalho, HONG et al. (2000) estudaram a microflora de mumias de frutas
de caroco. Na superficie destas, os fungos mais encontrados foram espécies de leveduras
nao filamentosas (32.1 %), Penicillium (28,8 %), Cladosporium (11,4 %) e Mucor (10,8 %).
Quando avaliaram tecidos internos das muamias, encontraram em maior quantidade
Penicillium (23,7 %), Mucor (19,6 %) Cladosporium (17,3 %) e Rhizopus (11,1 %). Os
autores destacaram que houve uma baixa recuperacdo de M. fructicola associada as
mumias das quais foram isolados Botrytis, Penicillium, Mucor, Rhizopus e Trichoderma, e
ndo houve recuperacao do patdégeno quando estas mumias foram colonizadas por espécies
de Botrytis cinerea Pers., Cladosporium herbarum (Pers.) Link, Mucor racemosus Bull.,
Penicillium sp., Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill., T. atroviride e T. roseum, indicando que
alguns destes organismos podem ter contribuido para diminuir a recuperagdo do patégeno,

acabando por reduzir o in6culo primario nos pomares.

MERCIER e JIMENEZ (2004), pesquisando formas de biocontrole mostraram a
eficiéncia do fungo endofitico Muscodor albus Worapong, Strobel e W.M. Hess, isolado de
plantas de cinamomo o qual foi utilizado como fumigante por produzir varias substancias
volateis como o 2-methil-1-butanol, ac. isobutirico e etil propiénico, tendo apresentado
controle de 100 % em testes “in vitro” com podriddo parda em péssegos pds-colheita para
todos os periodos de 24, 48 e 72 horas e, cinco dias de exposicdo dos mesmos ao fungo,
ainda, os frutos ndo desenvolveram infeccdo nos dez dias de avaliagdo nem apresentaram

qualquer tipo de desordem.

A utilizacdo do antagonista T. roseum como agente de controle de doencas das
plantas tem sido aprofundada nos ultimos anos. Utilizando T. roseum, HUANG et al. (2000)
observaram 47 % de incidéncia contra 72 % na testemunha no controle do mofo branco do
feijdo. Potencial do antagonista foi verificado também para o controle de B. cinerea (SESAN
et al., 2002) e de Phakopsora pachyrhizi Syd. e P. Syd. na cultura da soja, tendo inibido em
90 % a germinacgédo dos ureododsporos (KUMAR e JHA, 2002)
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Em trabalho realizado no Jap&o, KONISHI et al. (2003) extrairam do micélio de T.
roseum através de cromatografia, algumas micotoxinas do grupo das trichothecenes como,
trichothecinols, trichothecin, trichodermol e trichothecolone as quais apds serem submetidas
a testes de laboratério com ratos revelaram possuir potencial inibidor de céncer pela
capacidade em inibirem a sintese de proteinas a nivel celular, resultando na inibicdo da
sintese do DNA. Tais autores concluiram também que estas micotoxinas sdo responsaveis
pela inibicdo no desenvolvimento de diversos fungos fitopatogénicos podendo ser as

responsaveis pela acdo de antibiose.

Em viticultura, a podridao radicular causada por Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. foi

controlada com eficiéncia apos aplicacdes com T. roseum (LLARIA PERTOT et al., 2006).

Além das avaliacGes feitas sobre a acdo antagonista do T. roseum, testes in vitro
foram feitos por MOREIRA (2005) para avaliar a influéncia da temperatura no crescimento
micelial do fungo e a sensibilidade do mesmo a fungicidas e fosfitos. Do experimento, a
autora concluiu que dentre as temperaturas testadas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C, o
melhor desempenho do antagonista ocorreu entre as temperaturas de 20 e 25 °C, enquanto
gue a temperatura minima variou de 2,5 a 4,9 °C, e a maxima foi de 35 °C. Do estudo sobre
o efeito dos produtos quimicos utilizados nas concentracdes de 1, 10, e 100 mg.L™ sobre o
antagonista, foi verificado que a menor inibicdo do mesmo ocorreu na concentracdo de 100
mg.L™ para os fosfitos e os fungicidas captan, azoxystrobin e imonoctadine, sugerindo que
estes produtos podem ser utilizados em um programa de controle integrado da podriddo
parda. A ampla capacidade de sobrevivéncia do T. roseum quando submetido a condi¢des
adversas de temperatura e ainda a paralizacdo do crescimento a temperaturas superiores a
35 °C verificado neste trabalho sdo caracteristicas importantes, pois, demonstra a
capacidade do antagonista em suportar grandes variagfes climéticas, o que freqiientemente
ocorre em condigBes ambientais e ainda, sua incapacidade de sobrevivéncia em humanos

onde a temperatura corporal é superior a 35 °C.

Problemas de colonizacdo de T. roseum foram verificados em trabalhos de pesquisa
conforme relatos de HONG e MICHAILIDES (1997) os quais verificaram colonizacdo do
fungo em frutos de péssegos e nectarinas feridos e néo feridos, provenientes de pomares

comerciais nos Estados Unidos apds duas semanas da inocula¢cdo com o antagonista.

Outro fato é na cultura do meldo Hami onde o T. roseum é considerado um patégeno
pés-colheita causador da podriddo rosa, a qual é controlada por iprodione e azoxystrobin
(MA et al., 2004). Estes autores comprovaram reducédo significativa de lesées em melbes

inoculados com o fungo e tratados com um indutor Harpin (90 mg.L™), que é um elicitor
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bacteriano a base de proteina rica em acucar. A protecdo foi associada a ativacdo da

peroxidases e quitinase.

No Brasil, 0 uso de antagonistas do género Trichothecium ndo manifestaram nenhum
sintoma de colonizagéo dos frutos e plantas tratadas, contrariando ao observado por HONG
e MICHAILIDES (1997). Na regido da Lapa, Estado do Parand, varios antagonistas foram
selecionados a partir de mumias e ramos de péssegos e ameixas. Destes isolados, dois
antagonistas de Trichothecium sp. proporcionaram um controle superior a 85 % de lesbes
latentes em frutos de péssego (MOREIRA, 1999). O isolado T. roseum e fosfitos de Calcio,
Boro e de potassio apresentaram controle de até 88 % da podriddo parda em relacdo a
testemunha néo tratada sobre frutos em po6s-colheita (MOREIRA et al., 2002). Os mesmos
autores testaram em campo T. roseum alternado com captan + fosfitos de CaB e de K,
conseguindo reducdes de 80 % com o antagonista e 95 % quando alternado com o fungicida
e fosfitos em infeccdes latentes em péssego. Nestes experimentos, nenhum sintoma de

colonizacao do antagonista sobre os frutos foi observado.

Da mesma forma, no Estado de Santa Catarina o uso de T. roseum associado ou
ndo com fosfitos e aplicado nas fases de floracdo e desenvolvimento dos frutos de
pessegueiro cultivado em sistema orgéanico revelou eficiéncia no controle de M. fructicola

sem causar danos aos frutos e plantas (NEGRI, Cap. I).

O sucesso ou fracasso do controle biologico esta na dependéncia da selecdo do
agente antagonista. A obtencdo destes microorganismos, segundo BETTIOL (1991), deve
partir da microflora residente no local da ocorréncia da doenga. Para JANISIEWICZ (1987) o
local mais apropriado para obtencdo de antagonistas é o préprio hospedeiro. Segundo
BAKER e COOK (1974) as maiores chances de sucesso para se obter bons antagonistas €
a sua busca em locais onde a doenga causada por um dado patdgeno ndo ocorre ou tem
diminuido, ou ndo pode se desenvolver, apesar da presenca de hospedeiros suscetiveis, em
taxas superiores aquelas onde a doenca ocorre. Apds a obtencdo de um antagonista, sdo
necessarios seu isolamento e testes adicionais como a antibiose e hiperparasitismo, os

quais sao feitos in vitro, com técnicas laboratoriais especificas (BETTIOL, 1991).

Outra consideracado a respeito da utilizacdo de um antagonista é a necessidade de
desenvolvimento de metodologia para producdo de inéculo para posterior aplicacdo em
campo em grandes quantidades. Neste sentido, varias metodologias para producdo de
antagonistas foram utilizadas em diferentes substratos como o arroz, sorgo e trigo
(HARTMAN et al., 1997; MOREIRA, 1999; GASPERI et al., 2003; LEONI e GUINI, 2003;
COSTA e COSTA, 2004).
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2.4. ALTERACOES NO METABOLISMO VEGETAL

A utilizacdo de indutores bidticos ou abidticos no controle de doencgas das plantas
constitui-se em importante area de estudos por parte da fitopatologia considerando que tal
estratégia contempla a producédo de produtos agricolas menos contaminados com residuos
guimicos, uma vez que, a acao destes indutores pode ocorre diretamente sobre um
determinado patdgeno ou indiretamente pela alteracdo no metabolismo vegetal com a
ativacdo de novas rotas de producdo de compostos de defesa (TAIZ e ZEIGER, 2004,
CAVALCANTI, 2005). Esses ativadores quimicos ou biolégicos sdo considerados uma nova
classe de pesticidas chamados de fungicidas de quarta geracdo (BONALDO, 2005).

Toda a planta possui estratégias de defesa através de mecanismos constitutivos ou
pré-formados mesmo sem a necessidade de utilizacdo representados por estruturas, como:
ceras, cuticula, parede celular espessa, tricomas, adaptacbes em estbmatos e fibras
vasculares, além de substancias quimicas como os fendis, alcaléides, lactonas insaturadas,
glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos, fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas
hidroliticas (PASCHOLATI e LEITE, 1995; AGRIOS, 2005). Outros mecanismos Sao
manifestados com mudancas metabdlicas das plantas quando desafiadas por um agente
agressor. Nestas respostas ocorre a formacdo de papilas, halos, maior lignificacdo da
parede celular, suberizacdo, camada de cortica, formacgdo de tiloses e deposicdo de goma,
além da producdo de compostos de defesa como as fitoalexinas, proteinas relacionadas a
patogénese (PRP) e espécies reativas de oxigénio (EAOs) (PASCHOLATI e LEITE, 1995;
AGRIOS, 2005).

As alteracdes metabdlicas nos vegetais podem ocorrer sob duas formas de indugao:
a resisténcia sistémica adquirida (RSA) ou a resisténcia sistémica induzida (RSI). A RSA,
tem como principal sinalizador o &cido salicilico (AS) levando a expressao principalmente de
proteinas- RP. A RSI € induzida por rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR), ndo é
dependente de (AS) e tem o0 &cido jasmdnico (AJ) e o etileno (ET) como os principais
sinalizadores (PIETERSE et al., 2001; BOSTOCK, 2005). Tanto a RSA quanto a RSI sdo
mecanismos ativadores de defesa das plantas apés a exposicdo destas a agentes
estressores como insetos, doencas e outros fenbmenos naturais como o calor, umidade e
nutricado (ZAMBOLIM, 1993; BONALDO, 2005; AGRIOS 2005).

As mudancas no metabolismo das plantas induzidas por elicitores ocorrem de forma
diferenciada segundo o seu pré-condicionamento. Quando a planta € induzida pela
presenca de um elicitor, as alteracdes no metabolismo vegetal sdo facilmente percebidas.
Porém, quando esta planta for induzida por um agente patogénico apds ter sido induzida por
um mesmo elicitor abidtico, as alteragdes no metabolismo ocorrem de forma mais intensa

gue a anterior, evidenciando-se que a planta estd mais capacitada a dar resposta de defesa
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quando da presencga do patdégeno (COOLS e ISHII, 2002. CONRATH, et al., 2002). Como
exemplo, Cools e Ishii (2002) demonstraram que plantas de pepino induzidas com ASM
expressaram genes de peroxidases e de proteinas-RP, mas que ndo havia a expressdo de
genes que codificavam para a FAL. Porém, quando estas mesmas plantas foram expostas a
acédo de Colletotrichum orbiculare, apos a indugdo foram observados aumentos significativos
na atividade de peroxidases e nos niveis de proteinas-RP, bem como na expresséo da FAL,
em magnitude superior as plantas nao tratadas e inoculadas.

As modificagdes metabodlicas das plantas alocando compostos do metabolismo
primario como 0s aminodcidos, acucares e proteinas para a ativagdo do metabolismo
secundario com vistas a producdo de substancias especificas de protecdo contra
fitopatdogenos sdo assuntos de grande interesse da fitopatologia atual tanto na busca de
novos elicitores como na busca de cultivares geneticamente mais eficientes para estas
expressoes. Talvez com o aprofundamento das pesquisas nesta area, em breve, 0 uso de
elicitores preferencialmente naturais ou biolégicos promotores de resisténcia em plantas
cultivadas reduzira drasticamente a aplicacdo de fungicidas sintéticos gerando menor

impacto ambiental e produzindo produtos isentos de residuos toxicos.
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3- CAPITULO | - CONTROLE DA PODRIDAO PARDA DO PESSE GUEIRO
CULTIVADO EM SISTEMA ORGANICO

RESUMO

A podriddo parda causada por Monilinia fructicola na cultura do pessegueiro €
considerada no Brasil e em outras partes do mundo a principal causa de prejuizos da
cultura, principalmente em cultivo organico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
produtos alternativos e agentes de controle biolégico aplicados nas fases de floracéo e pré-
colheita, para controle da podriddo parda em duas cultivares de pessegueiro, a Granada e a
Chimarrita, cultivadas em sistema organico. As aplicacbes foram realizadas no inicio, na
plena e no final da floracdo e mais cinco aplicacées na fase de desenvolvimento dos frutos
até uma semana antes da colheita. Os tratamentos foram realizados com calda sulfocalcica
(300 mL.100 L™), iodo (30 mL.100 L™), fosfito de CaB (300 mL.100 L™) e fosfito de K (200
mL.100 L) e o antagonista Trichothecium roseum (10° conidios.mL). As avaliacdes foram
feitas pela incidéncia em flores, frutos verdes, frutos com sintomas durante a colheita e na
pés-colheita. Os tratamentos com 0 antagonista T. roseum aplicado sozinho ou associado
aos fosfitos de CaB e de K foram eficientes nas duas cultivares, controlando em até 73 %
da doenca em flores, 79 % em frutos verdes e 30 % em pds-colheita em relagdo a
testemunha. A calda sulfocélcica foi eficiente apresentando até 50 % de controle da doenca
em flores, 84 % em frutos verdes e 54 % na pés-colheita na cultivar Chimarrita em relagéo a
testemunha. Nenhum dos tratamentos foi eficientes para o controle da doenca na fase de
colheita, sendo recomendado a continuidade dos tratamentos até a colheita em

experimentos futuros.

Palavras-chave: Monilinia fructicola, antagonista, fosfitos, Trichothecium roseum
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CONTROL OF BROWN ROT OF PEACH TREE CULTIVATED IN OR GANIC
SYSTEM

ABSTRACT

In Brazil and other parts of the world, brown rot caused by Monilinia fructicola in
peach trees is considered as the main cause of damage in the crop, mainly in organic ones.
The aim of this work was to evaluate the use of alternative products and biological agents
applied in the flowering and pre-harvest phases in order to control brown rot in two peach
cultivars — Granada and Chimarrita, cultivated in organic system. The applications were
made at the beginning, in full and end of flowering and five applications in the fruit
development phase up to one week before harvest. The treatments were lime sulfur (300
ml.100 L), iodine (30 mL.100 L™), CaB phosphite (300 mL.100 L") and K phosphite (200
mL.100 L™), and the antagonist Trichothecium roseum (10° conidia.mL). The evaluations of
the incidence of brown rot in flawers, green fruit, fruit during harvest and post-harvest were
made. The treatments with T. roseum alone, or associated with CaB and K phosphites were
efficient in two cultivars controlling up to 73 % of the disease in buds, 79 % in green fruit and
30 % in post-harvest in relation to the check. Lime sulfur was efficient, presenting up to 50 %
of disease control in flawers, 84 % in green fruit and 54 % in post-harvest in the Chimarrita
cultivar in relation to the check. None of the treatments until blossom was efficient to control
the disease at harvest, being recommended the continuity of the treatments at harvest for

futures experiments.

Key words: Monilinia fructicola, antagonist, phosphites, Trichothecium roseum
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3.1. INTRODUCAO

As podridées de frutas causadas pela a¢do de fungos fitopatogénicos constituem
grande limitacdo para a comercializagdo in natura trazendo prejuizos aos produtores rurais,

principalmente aqueles que cultivam frutas em sistema orgéanico.

Na cultura do pessegueiro, Prunus persicae (L.) Batsch, a podriddo parda causada
por Monilinia fructicola (G. winter) Honey é a principal doenca no campo e também em pds-
colheita, afetando flores e ramos, podendo ficar latente em frutos sem apresentar sintomas
visiveis. A doenca esta disseminada por todas as regides de clima temperado do mundo

onde se cultiva 0 pessegueiro e outras rosaceas (RASEIRA e QUEZADA, 2003).

O controle da podriddo parda € baseado em produtos quimicos, no entanto além
destes causarem desequilibrios ambientais elevam muito o custo de producdo e muitas
vezes nao sdo garantia de controle da doenca em funcdo de indculo alto, condi¢cdes
climaticas ou manejo cultural. Considerando as normas para a utilizacdo de produtos
quimicos ao controle de doencas em frutiferas e respeitando-se os periodos de caréncia,
alguns produtos ndo podem ser utilizados no periodo da colheita quando o indculo da
doenca € alto e a suscetibiidade da fruta €& maior, proporcionando um rapido

desenvolvimento do patdgeno e o aumento da doenga de forma epidémica.

Em condi¢cdes favoraveis a doenca e mesmo com uso de controle quimico nos
pomares, os danos na pés-colheita podem atingir niveis superiores a 50 % dos frutos
(HONG et al., 1998), ou até acima de 90 %, entre a colheita e pos-colheita em parcela de
pessegueiro sem controle, cultivado em sistema convencional no Estado do Parana
(MOREIRA, 2005).

Atualmente, com a expansdo da agricultura organica, pesquisadores e produtores
vém demonstrando maior interesse pela pesquisa do uso de indutores de resisténcia,
produtos menos agressivos ao meio ambiente e de microorganismos antagénicos como
estratégia de controle de doencas em substituicdo aos fungicidas sintéticos (PINHEIRO,
1996).

Dentre as alternativas, o uso de fosfitos esta indicado por poderem controlar
patdgenos pela sua acdo direta (FENN e COFFEY, 1985) ou através da ativacdo de
mecanismos de defesa da planta, como o estimulo a producao de fitoalexinas (JACKSON et
al., 2000; SONEGO e GARRIDO, 2005) ou através de uma maior lignificacéo e producéo de
fendis (NOJOSA et al., 2005). Os fosfitos de Calcio e Boro (CaB) e de potassio (K) foram

testados em campo com resultados positivos no controle da M. fructicola em pessegueiros.

Outro produto permitido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

conforme Instrucdo Normativa n°® 007, de 17 de maio de 1999, para o uso na agricultura
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organica é a calda sulfocélcica, a qual além de fornecer nutrientes as plantas tais como
célcio e enxofre apresenta efeito acaricida, fungicida e inseticida sendo indicada para
controle fitossanitario em diversas frutiferas e culturas (GARRIDO e SONEGO, 2003;
RASEIRA e QUEZADA, 2003).

Em relac@o ao controle bioldgico, as pesquisas com controle da M. fructicola em sua
grande maioria sdo direcionadas ao controle pds-colheita, tendo sido intensificadas a partir
da década de 90. Neste sentido, alguns isolados antagonistas foram testados em campo,
dentre eles, o Trichothecium roseum (Pers.) Link para controle de M. fructicola no Brasil e
Estados Unidos (HONG et al., 1998; MOREIRA, 2005) e o antagonista Epicoccum nigrum
(Link) para controle de Monilinia laxa (Aderh. e Ruhl.) na Espanha, Itdlia e Franca (LARENA
et al., 2005).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos do antagonista T.
roseum, dos fosfitos de calcio/boro e potassio e da calda sulfocalcica associada a iodo para
controle da podriddo parda em pessegueiro cultivado em sistema organico, nas cultivares

Granada e Chimarrita correlacionando a incidéncia da doenca entre as fases da cultura.

3.2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano de 2004, em pomar de pessegueiro com as
cultivares Granada e Chimarrita, cultivado em sistema orgéanico, localizado no municipio de
Rio do Sul, SC, Brasil, coordenadas geograficas com latitude: 27°11' 07" S e longitude: 49°
39’ 39" W. As plantas possuiam sete anos de idade e espagamento de 6,5 metros entre

linhas e 5 metros entre plantas, sendo conduzidas em forma de taca.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados constituidos por trés
plantas para cada parcela, com trés repeticbes para cada tratamento. Utilizou-se quatro
tratamentos com uso de calda sulfocélcica e iodo, fosfitos de CaB e de K e o antagonsita T.
roseum. Foram realizadas trés aplicacdes durante a floracdo e cinco durante a pré-colheita
com o uso de pulverizador costal (Jacto com bico leque) com capacidade para 20 L, sendo
utilizado em média 3 L.planta®. A descricdo dos tratamentos, doses, fases e datas de

aplicacdo constam da Tabela 3.1. e quadro 3.1.
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Tabela 3.1 — Descricdo de tratamentos e dosagens para controle de podriddo parda em

pessegueiro, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC. 2004.

Tratamentos Dose/100 L agua Fases
1- Calda Sulfocélcica e lodo * 300 mL e 30 mL - Floracao
400 mL e 30 mL - Pré-colheita
2- Tratamento misto
Calda Sulfocalcica e lodo 300 mL e 30 mL - Floracéo
Fosfitos de CaB ** 300 mL - Floracéo
Trichothecium roseum 10° conidios/m - Floracgéo e pré-colheita
Fosfito de K *** 200 mL - Pré-colheita

3- Trichothecium roseum

10° conidios/mL

- Floracao e pré-colheita

4- Testemunha

Nao tratado

* Calda Sulfocélcica (28 °Baumé) e lodo (2 %)

** Fosfito de Célcio e Boro (equivalente a 10,7% P,0s + 3,89 % Ca + 0,51 % B)
*** Fosfito de Potassio (equivalente a 40 % P,0s + 20 % K20)

Quadro 3.1 — Tratamentos realizados em pomar de pessegueiro cultivado em sistema
organico, cvs. Granada e Chimarrita, Rio do Sul, SC, 2004.

Tratamentos
(Chimarrita)

Floracdo

Crescimento de frutos

Pré-colheita

4/ago

11/ago

18/ago

14/out

21/out

26/out

4/nov | 13/nov

Calda sulfocélcica + iodo
Tratamento misto

T. roseum

Testemunha

Tratamentos
(Granada)

Floracdo

Crescimento de fru

tos

Pré-colheita

4/ago

19/ago

2/set

11/set

14/out

21/out

26/out| 4/nov

13/nov

Calda sulfocélcica + iodo
Tratamento misto

T. roseum

Testemunha

Legenda:

Calda Sulfocélcica

Fosfito de Calcio e Boro + T.r
Fosfito de Potassio

T. roseum (T.r)

T. roseum + Fosfito de K
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3.2.1. Incidéncia de podriddo parda em flores

Foram efetuadas duas coletas com 50 flores totalmente abertas da planta central de
cada parcela, sendo uma coleta feita antes e outra 24 horas apos as pulverizacdes. ApOs
serem coletadas, as flores foram acomodadas em caixas plasticas (11 x 11 x 3,5 cm) tipo
gerbox®, com 20 flores por caixa, forradas com papel filtro esterilizado umedecido em agua
estéril, que permaneceram incubadas a 25 °C, no escuro por trés dias e apds, a 4 °C por
mais trés dias, adaptado de LUO et al. (2001). As avaliagbes foram feitas com microscopio
estereoscopico observando-se a presenca de sintomas e sinais do patdégeno nas estruturas

florais.

3.2.2. Incidéncia de podriddo parda em frutos verde s

Para verificar a presenca de infeccdo latente de M. fructicola em frutos verdes na
cultivar Granada foram utilizados 50 frutos por parcela no inicio da frutificacdo e 20 frutos 45
dias antes da colheita. Para a cultivar Chimarrita foram coletados 20 frutos por parcela no
inicio da frutificacdo e 10 frutos 45 dias antes da colheita. Todos os frutos foram coletados
nas partes internas das duas plantas laterais de cada parcela. Apos a coleta, os frutos foram
imersos, por 1 minuto, em solucao de etanol 70 %, hipoclorito de sédio 2 %, paraquat 2 % e
posteriormente lavados em agua estéril, conforme metodologia adaptada de NORTHOVER
e CERKAUSKAS (1994). Em seguida foram colocados em bandejas de PVC embaladas em
sacos plastico contendo papel toalha umedecido com agua estéril, e incubados a 25 °C por
sete dias. Avaliou-se a presenca de infeccdo no 3° e 7°dias ap6s a incubacéo das amostras,

sendo o resultado o somatorio das duas avaliages.

3.2.3. Incidéncia de podriddo parda durante a colhe ita e pos-colheita.

A incidéncia da doencga durante o periodo da colheita foi determinada pelo niamero
de frutos que apresentaram sintomas da doenca e calculando-se a propor¢cdo da mesma em
relacdo ao total de frutos colhidos. Para as avaliagbes em pds-colheita os frutos foram
coletados nas planta centrais de cada parcela, sendo utilizados 50 frutos da cultivar
Granada, divididos em duas coletas de 20 frutos e uma de 10 frutos; para a cultivar
Chimarrita, que apresentava um baixo numero de frutos por planta neste ciclo, foram
utilizados 20 frutos, divididos em duas coletas de 10 frutos. Metade destes frutos foram
imersos em solugdo de hipoclorito de sédio 0,5 % durante um minuto e em seguida lavados
em agua estéril. Os demais frutos ndo sofreram nenhuma desinfestacdo. Todos os frutos
foram acomodados sobre mesas forradas com papel toalha, a temperatura ambiente e

avaliados por incidéncia no 5°dia apés a colheita.
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3.2.4. Obtencao e preparo do inéculo do fungo  Trichothecium roseum

O isolado do fungo T. roseum foi obtido junto ao Laboratério de Epidemiologia e
Manejo de Doencgas da Universidade Federal do Parand e multiplicado na Estacdo
Experimental da EPAGRI no municipio de ltuporanga, SC. E um fungo ectofitico isolado em
trabalho de pesquisa com controle biolégico realizado em 1997 a partir de frutos de péssego
da regido da Lapa — PR. Estes isolados passaram por Varios testes laboratoriais (MOREIRA,
1999) e também de eficiéncia de controle da doenca em pds-colheita (MOREIRA et al.,
2002) e em campo (MOREIRA, 2005). O preparo e producdo do indculo seguiram a
metodologia adotada por MOREIRA (2005).

A concentracdo do fungo foi determinada com auxilio de camara de Neubauer e a
viabilidade dos esporos verificada apos o preparo das caldas quando foram adicionados 0,1
mL da calda por placa Petri, em trés placas com meio Agar/agua (AA) as quais foram
incubadas a 25 °C por 12 horas no escuro. Em seguida foram contados aleatoriamente os
100 primeiros esporos, considerando-se viaveis agueles em que o pré-micélio apresentava

1,5 vezes o didmetro do esporo.

3.2.5. Analise estatistica

Os dados de incidéncia em flores, frutos verdes, frutos durante a colheita e frutos
pos-colheita foram transformados em proporcdo de doenca e posteriormente submetidos a
andlise estatistica, sendo transformados em In x ou se necessario em Vx +1 pelo programa
estatistico SAS utilizando-se ANOVA e em caso de significAncia aplicou-se o teste de

Duncan a 5 %.

Para avaliar o grau de associacdo entre as diferentes fases de ocorréncia da doenca
aplicou-se andlise de correlacdo entre as médias de incidéncia e para avaliar o efeito de
uma variavel sobre a outra se fez analise de regressao linear que resultou o coeficiente de
determinacdo (R) e o valor de significancia (p), sendo considerada a hip6tese de correlacdo
para teste de p < 0,05. As andlises foram feitas através do programa “Statistica® 6.0”. Os
dados de proporc¢do nas diferentes fases foram plotadas em curva de progresso da doenca
e a partir disto foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), pelo
método da integralizacdo trapezoidal de BERGER (1988), que serve para demonstrar a

flutuacéo epidémica relacionada com os periodos de seu progresso.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se o desenvolvimento da doenca ao longo do ciclo da cultura verificou-se
gue para o periodo de pré-colheita a incidéncia da doenca foi reduzida para todos os
tratamentos em relacdo a testemunha nas duas cultivares. Para o periodo de colheita e pos-
colheita fase em que os tratamentos ndo foram mais aplicados houve crescimento da
doenca para todos os tratamentos. A testemunha apresentou incidéncia da doenga sempre
superior aos tratamentos para a cultivar Chimarrita. Para a cultivar Granada houve um
crescimento da doenca durante a floracdo, mantendo-se nos mesmos hiveis dos

tratamentos na fase de colheita e superior a estes nas demais fases (Figura 3.1).

O crescimento da doenca a partir da colheita esta de acordo com o constatado por
LUO e MICHAILIDES (2003) que afirmaram que nesta fase a M. fructicola se expressa com
maior intensidade em virtude de condi¢Bes climaticas ideais ao desenvolvimento do
patdgeno. Outra razado deste crescimento pode ser a ativacdo da infeccdo latente pelo
processo de maturacdo ou senescéncia dos frutos (CRUICKSHANK e WADE, 1992). Além
destes fatores, a elevada pressao de inéculo no local por outras cultivares mais precoces e
com elevada incidéncia de podriddo parda, podem ter contribuido para o crescimento da
doenca nesta fase. Isto indica que a paralisagéo dos tratamentos sete dias antes da colheita
favoreceu o crescimento da doenca, sugerindo que a continuidade de tratamento com
agente biolégico durante a colheita e pés-colheita poderd contribuir para uma menor
incidéncia da doenca nestas fases. Os resultados de infec¢do latente no final da fase de
formacdo dos frutos nas duas cultivares foi inferior aos observados no inicio da formacao
confirmando resultados de LUO e MICHAILIDES (2003), os quais revelaram que as fases de
maior expressdo da doenca sédo o final da formacdo do caroco, final do crescimento do

embrido e uma semana antes da colheita.

O crescimento da doenga na colheita e pds-colheita demonstrou a necessidade de
tratamentos para estas fases. Considerando a possibilidade de residuos toxicos sobre o0s
frutos tratados durante e apds a colheita, o controle biolégico pode ser uma alternativa para
minimizar os prejuizos. Neste sentido, diversos microorganismos foram testados com
eficiéncia no controle de M. fructicola em poés-colheita (HONG e MICHAILIDES, 1997,
HONG et al., 1998; MERCIER e JIMENEZ, 2004; LARENA et al., 2005). O antagonista
Trichothecium spp. (isolados F1 e F2) e o fosfito de potassio podem ser recomendados para
controle da podriddo parda em pés-colheita, uma vez que os mesmos foram eficientes no

controle da da doenca em pessegueiro com reducdes de 80 a 85 % (MOREIRA et al., 2002).
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Figura 3.1 — Incidéncia de podriddo parda em pessegueiro, por tratamento, cvs. Granada e

Chimarrita, para as fases de floracdo, desenvolvimento dos frutos, colheita e pds-colheita.

Rio do Sul, SC, 2004.' = Fases da cultura l= Pulverizacbes
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A ocorréncia de podriddo parda para as fases de floracdo, frutos verdes (infec¢ao
latente), colheita, pds-colheita e a &rea abaixo da curva de progresso da doengca (AACPD)

podem ser observadas nas Tabelas 3.2 e 3.3.

Na fase de floracdo, a incidéncia de podriddo parda antes das pulverizacdes era
uniforme para todos os tratamentos, variando de 40 a 58 % na cultivar Granada, (Tabela
3.2) e de 29 a 38 % na cultivar Chimarrita (Tabela 3.3). Nesta fase, todos os tratamentos
foram eficientes pelo teste de (Duncan P < 0,05) havendo reducgbes de 49 a 65 % na
cultivar Granada e de 50 a 73 % na cultivar Chimarrita em relacdo a testemunha. Estes
resultados confirmam experiéncias desenvolvidas por MOREIRA et al. (2002) com fosfitos e
T. roseum, resultados de LARENA et al. (2005) e, ainda relatos de HONG et al. (1996) e
HONG e MICHAILIDES (1997) os quais verificaram potencial com microorganismos do

mesmo género aplicados nas fases de floracdo e em pds-colheita.

Um fator que pode explicar o crescimento da doenca no periodo de floracdo para a
cultivar Granada é o aumento da temperatura ocorrido neste periodo o qual foi em média de
10 °C superior ao periodo de floracédo da cultivar Chimarrita. Segundo BLEICHER (1997), a
temperatura 6tima para o crescimento micelial, germinacéo e producéo de conidios € de 25
°C necessitando de um periodo minimo de 18 horas a 10 °C e de 5 horas a 25 °C para

ocorréncia de infecgao.

Pela comparagdo das médias de incidéncia da doenca entre as cultivares (Tabelas
3.2 e 3.3) verifica-se mais doencga na cultivar Granada na fase de floragdo antes e apés as
pulverizagbes indicando que a Granada é mais susceptivel nesta fase. Na fase de
desenvolvimento dos frutos, a cultivar Granada apresentou 19 % de incidéncia na
testemunha, contra 30 % na Chimarrita e na colheita a cultivar Chimarrita apresentou 61 %
contra 18 % demonstrando ser esta cultivar mais susceptivel & doenca nestas fases.
Comparando-se a incidéncia de podriddo parda na colheita entre as cultivares verificou-se
diferencas estatisticas significativas pelo teste (“t”) com 5 % de significancia e CV de 19,2
indicando que a cultivar Chimarrita foi mais susceptivel que a Granada. A maior resisténcia
da Granada na fase de colheita pode estar relacionada a maior firmeza de polpa e menor

taxa de acucares que a Chimarrita (BIASI, et al., 2004).

A elevada incidéncia de podriddo parda no inicio da floracdo equivale ao verificado
por LUO et al. (2001) que obtiveram 40 % de incidéncia na plena floracdo contra 10 % na

queda de sépalas.
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Tabela 3.2 - Proporcdo de podriddo parda durante a floracdo, desenvolvimento dos frutos,
colheita e po6s-colheita do pessegueiro com diferentes tratamentos, cv. Granada. Rio do Sul,
SC, 2004.

Floracéo Fruto Verde  Colheita Pés-colheita
Tratamentos* (Inf. Latente) NC AACPD
AAP APP "1 Incidéncia FD FND
Frutos
CSH+I 043b 0,37b 0,03 b 611 a 0,12ns 0,26c 0,61lns 10,09b

CS+l, FCaBK e Tr 058a 0,25b 0,04 b 429 ab 0,14 0,40b 0,56 8,76 b

T. roseum 0,46b 0,31b 0,06 b 331b 0,11 0,52 ab 0,64 10,57 b
Testemunha 0,40b 0,72a 0,19 a 379 ab 0,18 0,57a 0,73 25,94 a
Médias 0,47 0,41 0,08 437,50 0,14 0,44 0,64 13,84
CV (%) 10,00 4,71 1,00 3,88 3491 15,10 31,69 9,99

*CS+l = Calda Sulfocélcica + lodo; FCaBK = Fosfitos de Calcio, Boro e Potassio; Tr = Trichothecium
roseum; AAP = Avaliacdo antes da pulverizacdo; APP = Avaliacdo ap0s a pulverizacao; AACPD =
Area abaixo da curva de progresso da doenca; FD = Frutos desinfestados; FND = Frutos ndo
desinfestados. Dados originais. As médias seguidas verticalmente pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade de erro. ! Dado original em unidade de
frutos colhidos, média por tratamento. Dados transformados em Ln x.

Durante a fase de desenvolvimento dos frutos, todos os tratamentos foram eficientes
reduzindo a doenc¢a em 68,4 a 84,21 % no cultivar Granada e de 56,66 a 76,66 % na cultivar
Chimarrita em relagéo a testemunha (Tabela 3.2 e 3.3). O controle da doenca pelo uso do
antagonista T. roseum associado a calda sulfocdlicica e fosfitos esta de acordo com
resultados de MOREIRA (2005) que utilizando T. roseum alternado com captan + fosfitos
conseguiu reducdes de 80 e 95 % respectivamente em infec¢des latentes em péssego. O
método utilizado para a verificagdo deste tipo de infec¢do, proporciona o favorecimento de
condicBes propicias para a manifestacdo do patégeno, o que ndo ocorre em condicbes

normais de campo.

A eficiéncia dos fosfitos no controle de doencas fungicas foi verificada em diversas
culturas como a magcd, videira, citrus, tomate, abacate, hortalicas, café, abacaxi (FENN e
COFFEY, 1985; GUEST e GRANT, 1991; JACKSON et al., 2000).
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Tabela 3.3 - Proporcdo de podriddo parda durante a floracdo, desenvolvimento dos frutos,
colheita e pés-colheita do pessegueiro com diferentes tratamentos, cv. Chimarrita. Rio do
Sul, SC, 2004.

Floracio Fruto Verde  colheita Pos-colheita
Tratamentos * (Inf. Latente) ~\p AACPD
AAP APP Frutos' Incidéncia FD FND
CS+l 0,38ns 0,11b 0,10 b 107 ns 0,54 ns 0,67ns 0,73 b 18,40 b
CS+l, FCaBK e Tr 0,37 0,11 b 0,13 b 142 0,34 0,60 0,80ab 16,73 b
T. roseum 0,32 0,06 b 0,07 b 47 0,38 0,73 0,73 b 12,36 b
Testemunha 0,29 0,22 a 0,30 a 77 0,61 0,67 0,90 a 34,00 a
Médias 0,34 0,13 0,15 93,25 0,47 0,67 0,79 20,38
CV (%) 41,70 26,94 46,04 17,96 23,23 12,40 2,04 8,23

*CS+l = Calda Sulfocélcica + lodo; FCaBK = Fosfitos de Calcio, Boro e Potassio; Tr = Trichothecium
roseum; AAP = Avaliacdo antes da pulverizacdo; APP = Avaliacdo ap0s a pulverizacao; AACPD =
Area abaixo da curva de progresso da doenca; FD = Frutos desinfestados; FND = Frutos ndo
desinfestados. Dados originais. As médias seguidas verticalmente pela mesma letra nao diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade de erro. ! Dado original em unidade de
frutos colhidos, média por tratamento. Dados transformados em Ln x.

A calda sulfocélcica demonstrou potencialidade no controle da doenca em pré-
colheita justificando assim sua eficiéncia comprovada contra diversas doengas fungicas em
frutiferas e outras culturas (ABREU JUNIOR, 1998). Seu emprego no controle da podriddo
parda é indicado por varios autores (ABREU JUNIOR, 1998; GARRIDO e SONEGO, 2003;
RASEIRA e QUEZADA, 2003). Pesquisadores da EPAGRI, Estagdo Experimental de
ltuporanga, SC, estdo utilizando com sucesso a calda sulfocélcica 29 °Bé diluida a 0,4 %
associada a iodo 2 % diluido a 0,04 % no manejo da sarna da ameixeira, causada por
Cladosporium carpophylum Thuem (GONCALVES et al., 2005).

A maior incidéncia da doenca durante a fase de desenvolvimento dos frutos
verificado para as duas cultivares nas plantas testemunha em relacdo aos demais
tratamentos, confirma a ocorréncia da entrada de novas infeccbes nesta fase da cultura
conforme ja foi relatado por MOREIRA (2005), para o cultivar BR1, e o observado por
BYRDE e WILLETS (1977) que o patdgeno consegue penetrar na regido de insercdo do

pélo com a epiderme do fruto antes da colheita.
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A desuniformidade no numero de frutos em plantas tratadas com calda sulfocélcica e
iodo em relagdo aos demais tratamentos na cultivar Granada (Tabela 3.2), se justifica pela
falta de raleio dos frutos em uma das parcelas. O baixo niumero de frutos na cultivar
Chimarrita ocorreu em funcdo do mau estado fitossanitario e de formag¢éo em que as plantas
se encontravam no inicio do experimento. O baixo nimero de repeticbes podem ter
contribuido pela nado diferenca estatistica entre os tratamentos. Em fung¢do disto,
recomenda-se que para 0s prOximos experimentos, 0 numero de repeticdes seja

aumentado.

Quanto ao numero de frutos na colheita, verificou-se que as plantas tratadas com
calda sulfocalcica apresentaram um maior numero de frutos, enquanto que, para as plantas
tratadas com T. roseum houve um menor numero de frutos nas duas cultivares, no entando,
0 mesmo ndo ocorreu para as plantas tratadas com T. roseum aplicado em associacdo com
a calda sulfocélcica e fosfitos. Neste sentido, ha indicativo da possibilidade de abortamento
de flores em plantas pulverizadas com T. roseum, ou queda de frutos durante o seu
desenvolvimento. Este fato requer maior investigacdo em trabalhos futuros, com
experimento especifico para esta avaliacdo uma vez que, ndo foram encontrados relatos

destas ocorréncias em outros trabalhos desenvolvidos com 0 mesmo antagonista.

A incidéncia de podriddo parda durante a colheita, demonstraram que as perdas
foram de 68 e 47 frutos (61 e 18 %) na testemunha, contra 36 e 18 frutos (38 e 11 %) no
tratamento com o antagonista T. roseum para as cultivares Granada e Chimarrita
respectivamente. Estes dados demonstram a importancia do controle biologico para a
minimizagdo dos prejuizos ao produtor no momento da colheita embora os dados néo
tenham apresentado significancia estatistica. A elevada pressao da M. fructicola na fase de
colheita em fungdo de condi¢cBes climaticas ideais e da maior propensdo a ferimentos e
ataque de pragas é afirmativa de varios autores (ADASKAVEG et al.,, 2000; LUO e
MICHAILIDES, 2003).

As avaliacbes em pds-colheita com frutos mantidos 7 dias em prateleira
demonstraram que a incidéncia de podridao parda em frutos desinfestados foi menor que
em frutos ndo desinfestados para as duas cultivares avaliadas indicando que contaminacdes
durante a colheita, transporte e armazenamento contribuem para a manifestacdo da doenca
durante este periodo. Na cultivar Granada houve em média 26 a 57 % de incidéncia em
frutos desinfestados e 56 a 73 % em frutos ndo desinfestados. A manifestacao de podriddo
parda em pos-colheita para frutos desinfestados é proveniente de infeccdo latente em frutos
verdes a qual segundo LUO e MICHAILIDES (2001) podem se desenvolver no interior dos

frutos indo causar danos significativos na pés-colheita.
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Os tratamentos com calda sulfocalcica + iodo e calda sulfocélcica e iodo associada a
fosfitos de CaB e de K e 0 antagonista T. roseum foram eficientes no controle da doenca em
frutos desinfestados apresentando respectivamente 54,38 e 29,82 % de reducgéo da doenca
em relagdo a testemunha na cultivar Granada. Eficiéncia também foi confirmada na cultivar
Chimarrita, para os tratamentos com calda sulfocélcica e iodo e o T. roseum nao associado
a outros produtos em relacdo a testemunha, embora com 73 % de incidéncia para os dois

tratamentos, contra 90 % na testemunha em frutos ndo desinfestados.

Estes dados estdo de acordo com avaliacdo feita por MOREIRA (2005), a qual
verificou em 5 dias pdés-colheita, incidéncia de 96 % na testemunha e de 50 a 62 % em
frutos tratados na pré-colheita com T. roseum e captan e os fungicidas preconizados pela

Producéao Integrada de Péssego do Parana.

Verifica-se que a aplicacao dos produtos testados até uma semana antes da colheita
ndo controlou com eficiéncia a podriddo parda para esta fase e na pds-colheita. A
continuidade dos tratamentos durante a colheita e na pds-colheita podera ser um estratégia
gque venha a contribuir para a reducdo da doenca, e a minimizacdo de prejuizos nestas
fases. Neste sentido, diversos microorganismos como T. viride, T. atroviride (Ta 291 e 23-E-
6), Rhodotorula sp., Pseudomonas syringae (MA-4 e NSA-6), Pseudomonas fluorescens
(BAP-3), Candida sp. (NSD-4), E. nigrum, T. roseum foram testados com resultados
positivos (HONG e MICHAILIDES, 1998; MOREIRA et al., 2002; LARENA et al., 2004).

Considerando-se os valores de incidéncia da podriddo parda para cada fase da
cultura (Tabelas 3.2 e 3.3) e com isso projetando-se uma area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD), para o periodo de pré-colheita verificou-se que todos os tratamentos
foram eficientes, apresentando reducdes de 44,29 a 53,63 % na cultivar Granada e de 45,89

a 65,65 % para a cultivar Chimarrita em relagéo a testemunha.

A analise de regressao linear e a correlacdo entre as médias de incidéncia da
podriddo parda por tratamento e fases da cultura (Figuras 3.2 e 3.3), fornece dados que
explicam a influéncia de uma fase sobre a outra contribuindo para uma maior ou menor
incidéncia da doenca. Na cultivar Granada, os dados das regressdes entre a fase de
floracdo com a de desenvolvimento dos frutos (laténcia), colheita e pés-colheita foram de
0,54 a 0,91, enquanto que as correlacdes foram de 0,80 a 0,94 (Figura 3.2). Na cultivar
Chimarrita, com dados também entre a fase de desenvolvimento dos frutos e a area abaixo
da curva de progresso da doenca, os valores das regressdes foram de 0,60 a 0,87 e as
correlacdes de 0,78 a 0,99 (Figura 3.3). Estes dados indicam que a ocorréncia da doenca
nas fases de floracdo e desenvolvimento dos frutos exerce influéncia de uma fase sobre a

outra e ambas sobre a colheita e pds-colheita.
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A andlise das correlacdes (R) com todos os dados obtidos nas avaliagbes
demostrou varias combinagfes expressivas de interagdo entre algumas fases da cultura,
inclusive com probabilidade de erro (p) menor que 0,05. Para as fases de floragcdo com a
laténcia, os valores de (R) e (p) foram de (0,67 e 0,017), entre a floracdo e AACPD, de (0,7
e 0,017), entre a laténcia e AACPD de (0,95 e 0,000002) na cultivar Chimarrita. Para a
cultivar Granada, os valores de (R) e (p), entre a floragéo e laténcia, foram de (0,67 e 0,01),
floracdo e pés-colheita, de (0,56 e 0,05), floragdo e AACPD, de (0,70 e 0,01), laténcia e
pés-colheita, de (0,67 e 0,01) e entre a laténcia com a AACPD, de (0,95 e 0,000002).
Considerando estes dados verifica-se que os valores de (R) explicam de 56 a 95 % as
correlagcbes entre as diversas fases, com maior expressdo entre o periodo de
desenvolvimento dos frutos (laténcia) e a area abaixo da curva de progresso da doenca,
com grau de significancia menor que 0,01 nas duas cultivares. Estas informacdes séo Uteis
para a ado¢cdo de estratégias mais severas de controle da doenca nas fases consideradas

de maior influéncia sobre as demais.

A relacdo entre as fases de flor e desenvolvimento dos frutos pode ser explicada
considerando que o patégeno presente em flores pode infectar os frutos ficando latente no
seu interior indo manifestar-se somente apds a maturacdo dos mesmos (BLEICHER, 1997;
MAY DE MIO et al., 2004). No entanto, quando for utilizada metodologia apropriada para a
avaliacdo destas infecgbes, a incidéncia nesta fase pode ser observada conforme

apresentado no presente trabalho.

Por outro lado, além dos frutos j& infectados na fase de floracdo, outros podem ser
infectados durante o seu desenvolvimento uma vez que, o patégeno também pode penetrar
diretamente nos frutos verdes ou ficar dormente entre os pelos da superficie dos frutos até a
chegada da fase de maturacdo (BYRDE e WILLETS, 1977; LUO e MICHAILIDES, 2003).
Estas ocorréncias, explicam a relagcdo de incidéncia de podriddo parda entre a fase de
desenvolvimento dos frutos com a colheita e poés-colheita. Estudos feitos nos Estados
Unidos sobre a incidéncia de podriddo parda em pessegueiro, confirmaram a existéncia de
relacdo direta entre as fases de desenvolvimento dos frutos com a colheita e pés-colheita
(EMERY et al., 2000).
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Figura 3.2 — Regressdo linear entre as médias e correlagdo com todos os dados de
incidéncia de podriddo parda, apds tratamentos, em diferentes fases da cultura do

pessegueiro, cv. Granada. Rio do Sul, SC, 2004.
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pessegueiro, cv. Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2004.

3.4. CONCLUSOES

A calda sulfocélcica com iodo, os fosfitos de CaB e de K e o antagonista
Trichothecium roseum foram eficientes no controle da podriddo parda nas fases de floracao

e desenvolvimento dos frutos do pessegueiro.

A calda sulfocalcica com iodo e o tratamento misto com calda sulfocalcica e iodo,
fosfitos de CaB e de K e o0 antagonista T. roseum foram eficientes na fase de pés-colheita na

cultivar Granada.

Nenhum dos tratamentos aplicados a sete dias antes da colheita controlou a
podriddo parda para esta fase sugerindo que os tratamentos devam ser continuados até o

inicio da colheita.

A cultivar Granada foi mais suceptivel a podriddo parda na fase de floracdo e menos

nas fases de desenvolvimento dos frutos, colheita e pds-colheita em relacdo a Chimarrita.
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4- CAPITULO Il — Trichothecium roseum, CALDA SULFOCALCICA e FOSFITOS
PARA O CONTROLE DA PODRIDAO PARDA DO PESSEGUEIRO CU LTIVADO
EM SISTEMA ORGANICO

RESUMO

O cultivo do pessegueiro em sistema organico depende de estratégias diferenciadas
do sistema convencional para o controle de doencas, especialmente com relagdo a podridao
parda causada por Monilinia fructicola. Para tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
progresso da doenca no tempo em diferentes tratamentos, em sistema organico,
correlacionando a doenca entre as fases da cultura com dados climaticos nas cultivares,
Granada e Chimarrita. O experimento foi conduzido no Estado de Santa Catarina, Brasil,
nos anos de 2005 e 2006 com quatro tratamentos: 1) calda sulfocélcica (28 °Bé), 2) Fosfitos
de Célcio e Boro (CaB) e de potéssio (K) associado ao fungo Trichothecium roseum, 3) o
antagonista T. roseum, 4) Fosfitos de Calcio e Boro (CaB) e de potéssio (K), em
comparacdo com a testemunha sem nenhum produto aplicado. A doenca foi avaliada por
incidéncia nas fases de floragéo, frutos em desenvolvimento, colheita e pos-colheita sendo
estes dados utilizados para plotagem da curva de progresso da doenca e calculado a area
abaixo da curva. Os resultados demonstraram que para a fase de floragcdo, a calda
sulfocélcica foi eficiente reduzindo a doenca de 25 a 80 % em relacdo a testemunha, o
antagonista T. roseum reduziu a doenca de 59 a 95 % e de 45 a 90 % quando aplicado com
fosfitos, enquanto que os fosfitos aplicados sem associagdo ao antagonista reduziram a
doenca de 18,7 a 60 %, todos em relacdo a testemunha. Para as demais fases na cultivar
Chimarrita, verificou-se potencial de todos os tratamentos para o controle da doenca com
reducdes que variaram entre 24 a 62,5 % de incidéncia em relacdo a testemunha sendo as
maiores com o T. roseum. Considerando a area abaixo da curva de progresso da doenca,
somente os fosfitos ndo diferiram estatisticamente da testemunha. O antagonista T. roseum
reduziu a doenca em 57,69 %, sendo indicado para o controle da M. fructicola na cultura do
pessegueiro cultivado em sistema organico. A fase de menor incidéncia da doenca foi a de
desenvolvimento dos frutos, e a cultivar Granada apresentou maior suceptibilidade na fase
de floragdo. As variacOes climativas ocorridas nos dois anos do experimento interferiram
diretamente sobre a incidéncia da doengca com maior expressdo para 0 ano de 2006 em

relacdo a 2005 em todas as fases da cultura.

Palavras-chave: Monilinia fructicola, antagonista, controle biolégico, péssego
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Trichothecium roseum, LIME SULFUR AND FHOSFHITES FOR THE CONTROL
OF BROWN ROT IN PEACH CULTIVATED IN ORGANIC SYSTEM

ABSTRACT

Peach production in organic systems depends on strategies for disease control that
are different from the conventional system, mainly for the control of peach brown rot caused
by Monilinia fructicola. Thus, the aim of this work was to evaluate the disease progress along
time in different organic system treatments, correlating the disease between the phases of
the crop with climatic data in cultivars Granada and Chimarrita. The experiment was
conducted in the State of Santa Catarina, Brazil, in 2005 and 2006,with four treatments: 1)
lime sulfur (28 °Bé), 2) Calcium and Boron (CaB) and potassium (K) phosphites associated
with the fungus Trichothecium roseum, 3) the antagonist T. roseum, 4) Calcium and Boron
(CaB) and potassium (K) phosphites and 5) the check without the application of any product.
The disease incidence was evaluated at flowering, developing fruit, harvest and postharvest
phases, so that the data were used for plotting the disease progress curve and for calculating
the area under curve. The results showed that, for the flowering phase, lime sulfur was
efficient, reducing the disease in 25 to 80% in relation to the check; antagonist T. roseum
reduced the disease in 59 to 95% and in 45 to 90% when applied with phosphites, whereas
the phosphites alone reduced the disease in 18.7 to 60%, all in relation to the check. For the
other phases, in Chimarrita cultivar all the treatments demonstrated potential for disease
incidence control, with reductions that varied between 24 and 62.5% in relation to the check,
with the highest value for T. roseum. Considering the area under the disease progress curve,
only the phosphites did not differ statistically from the check. The antagonist T. roseum
reduced the disease in 57.69%, being, therefore, recommended for the control of M.
fructicola in peach crop cultivated in organic system. The phases of less disease incidence
was at fruit development end Granada cultivar presented higher susceptibility in the flowering
phase. There was climatic variation in both years interfering directly on the disease

incidence, with higher expression in 2006 in relation to 2005 in all crop phases.

Key words: Monilinia fructicola, antagonist, biological control, peach.
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4.1. INTRODUCAO

Monilinia fructicola (Wint.) Honey é o patdgeno causador da podriddo parda na
cultura do pessegueiro Prunus persicae (L.) Batsch sendo responsavel por grandes
prejuizos em virtude dos danos que causa em flores, ramos e frutos na pré e pos-colheita
(OGAWA, 1995). Em sistemas organicos de producdo, a reducdo de inéculo inicial na area
de producédo através de métodos e produtos autorizados, € fundamental para o manejo da
doenca durante todo o ciclo da cultura (BURG e MAYER, 2001).

A incidéncia de podriddo parda em pessegueiro tem estreita relagdo com as fases da
cultura e variacbes climaticas (BYRDE e WILLETTS, 1977; BLEICHER, 1997; LUO e
MICHAILIDES, 2003). O conhecimento da evolucdo da doenca no local da producéo
comparado aos fatores climaticos existentes facilita a ado¢do de praticas de controle da

doenca.

As restricdes ao uso de quimicos ao controle de doencas fundamenta-se pela
necessidade de evitar resisténcia de patdgenos, de oferta de produtos isentos de residuos
téxicos aos consumidores e a preservacdo ambiental. Neste sentido, € indispensavel o uso
de métodos e estratégias de controle de doencas que garantam uma producao de qualidade
através de produtos menos agressivos ao meio ambiente (ABREU JUNIOR, 1998;
IPPOLITO et al.,, 2000). Sendo assim, um significativo incremento ao uso de produtos
alternativos e microorganismos antagonistas para controle bioldgicos tem ocorrido nos
altimos anos (WISNIEWSKI e WILSON, 1992; OOIJKAAS et al, 1998, LUO e
MICHAILIDES, 2003; MAY DE MIO et al., 2004).

Estudos epidemiolégicos revelaram que as fases de maior expressédo da doenga sao
o final da formacdo do caroco, final do crescimento do embrido e uma semana antes da
colheita (LUO e MICHAILIDES, 2003). O conhecimento das fases de maior susceptibilidade
da planta ao patégeno permite o estabelecimento de estratégias antecipadas de controle as
quais irdo contribuir para a minimizacdo de prejuizos nas fases finais da cultura e na pos-
colheita (NORTHOVER e CERKAUSKAS, 1994; MONDINO et al., 1997; LUO e
MICHAILIDES, 2003).

Alguns produtos opcionais podem ser utilizados pelos produtores em sistemas
organicos como a calda sulfocélcica, sulfato de cobre, enxofre coloidal, iodo e indutores de
resisténcia. O controle biolégico é mais uma estratégia que atende as necessidades de
substituicdo dos agrotdxicos tradicionalmente utilizados para o controle de doencgas,
inclusive da podriddo parda do pessegueiro. No entanto, o uso destes produtos somente
nao tem sido suficiente para o controle da doenca em campo (GALLI, 1980; FORTES, 1993;
PINHEIRO, 1996; ABREU JUNIOR, 1998; CHABOUSSOU, 1999; BURG e MAYER, 2001).



66

Para o controle bioldégico de M. fructicola, varios antagonistas foram testado em
campo e in vitro. Os microorganismos Aureobasidium pullulans, (de Bary) G, Arnaud,
Epicoccum purpuracens (Link) e Gliocladium roseum Bainier foram testados sobre flores de
cerejeiras infectadas com M. fructicola com bons resultados (WITTING et al., 1997). O fungo
Penicillium frequentans Westling foi aplicado em suspenséo na pré-colheita para controle da
Monilinia laxa (Aderh. e Ruhland) Honey em péssegos na Espanha (PASCUAL et al., 2000).
Também durante a floracdo e pré-colheita, LARENA et al. (2005) utilizaram Epicoccum
nigrum Link, em pomares na Espanha, Italia e Franca, obtendo até 54 % de controle da M.
laxa contra 84 % de incidéncia na testemunha. SCHENA et al. (2003) testaram A. pullulans

(isolado 547) obtendo 47 % de reducao de podriddo em cerejeiras nha pré-colheita.

No Brasil, 0 antagonista Trichothecium roseum (isolado UFPR F4) foi testado em
pomares de péssego no Estado do Parana, demonstrando controle da M. fructicola em
flores, frutos em desenvolvimento e em pdés-colheita, obtendo até 52,5 % de controle na
colheita quando aplicado sozinho e de 80,2 % quando associado a captan + fosfitos em
relacdo a testemunha (MOREIRA, 2005). O antagonista T. roseum também foi testado nos
Estados Unidos sobre péssegos e nectarinas Prunus persica (L.) Batsch var. nucipersica,
(HONG E MICHAILIDES,1997), na cultura do feijao para controle do mofo branco (HUANG
et al., 2000), em viticultura para o controle de Botrytis cinerea Pers. (SESAN et al., 2002) e
de Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm (LLARIA PERTOT et al., 2006) e também na cultura da
soja para controle de Phakopsora pachyrhizi Syd, e P. Syd., tendo inibido em 90 % a

germinacao dos ureoddsporos (SANGIT e JHA, 2002).

Denota-se uma caréncia de informagdes com controle biolégico no Brasil e no mundo
para produc¢do organica no controle de M. fructicola, bem como as intera¢des climéaticas com

a incidéncia da doenca nas diversas fases da cultura.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos do antagonista T.
roseum, os fosfitos de célcio e boro (CaB), de potassio (K) e a calda sulfocélcica aplicados
durante a floracdo e em pré-colheita para controle da M. fructicola nas cultivares de
pessegueiro Granada e Chimarrita cultivadas em sistema organico correlacionado a

incidéncia da doenca com os fatores climaticas e as fases da cultura.

4.2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos anos de 2005 e 2006 em pomar de pessegueiro
conduzido em sistema orgéanico nas cultivares Granada e Chimarrita. As plantas possuiam
oito e nove anos de idade, sendo conduzidas em forma de taca e espacamento de seis

metros e meio entre linhas e cinco metros entre plantas, localizado no municipio de Rio do
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Sul, SC, Brasil, coordenadas geograficas com Latitude: 27° 11’ 07" S e Longitude: 49° 39’
39" W.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados constituidos de uma planta
por parcela para cada tratamento, com cinco repeticdes na cultivar Granada e seis na
Chimarrita. Todas as plantas estavam dispostas em uma Unica linha para cada cultivar e

separadas entre elas e nas laterais com outras cultivares.

As pulverizagfes foram realizadas durante as fases de floracdo e pré-colheita, com
pulverizador costal (jacto com bico leque) com capacidade para 20 L, sendo utilizado em
média de 3 L/planta. Para evitar a deriva entre os tratamentos as plantas eram isoladas com
cortina plastica durante as pulverizacdes. A descricdo dos tratamentos, doses e datas das
aplicacdes constam da Tabela 4.1. A cultivar Granada recebeu os tratamentos somente no
periodo de floracdo considerando a falta de frutificacdo por problemas climéaticos ocorridos
nos dois anos do experimento. Em 2005 as pulverizacdes na cultivar Chimarrita foram
realizadas em pré colheita e interrompidas uma semana antes da colheita. Em 2006 uma
dltima pulverizagcdo com o antagonista T. roseum foi realizada um dia antes do inicio da

colheita.

4.2.1. Incidéncia de M. fructicola em flores

Foram realizadas quatro coletas anuais de 40 flores totalmente abertas (10 por
pernada), em cada parcela, sendo uma coleta feita um dia antes e outra um dia apds as
pulverizagBes, as quais ocorreram no inicio e em plena floragdo, num total de 8.800 flores
avaliadas em cada ano. As flores foram acomodadas em caixas de plastico (11 x 11 x 3,5
cm) tipo gerbox®, com vinte flores por caixa, forradas com papel filtro esterilizado e
umedecido em agua estéril, que permaneceram incubadas a 25 °C, no escuro por trés dias e
apos, a 4 °C por mais trés dias (adaptado de LUO et al., 2001). As avaliacdes foram feitas
com auxilio de microscépio estereoscépico observando-se a presenca de sinais do

patdgeno nas estruturas florais.
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Tabela 4.1 — Dosagem dos produtos e datas das pulverizacbes para controle de M.
fructicola em pomar de pessegueiro, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2005 e
2006.

Datas das Pulverizagdes

Tratamentos éngg/lOO L Cv. Granada’ Cv. Chimarrita
2005 2006 2005 2006
Calda Sulfocélcica 300 mL 24/8,3 e 10/9 29/7,8 e 14/8 20/8, 3 e 10/9, 26/7, 8 e 14/8
400 mL 10,17 e 24/11, 3/12 2, 9,16 e 23/10
(3) 3) ) (7
Fosfito de Célcio e Boro 300 mL 24/8,3 e 10/9 29/7,8 e 14/8 20/8 e 3 e 10/9 26/7, 8 e 14/8
Fosfito de Potassio 200 mL 10,17 e 24/11, 3/12 2,9,16 e 23/10
24/8,3 e 10/9 29/7,8 e 14/8 20/8, 3 e 10/9 26/7, 8 e 14/8,

Trichothecium roseum 10° con/mL
10,17 e 24/11, 3/12 2,9,16 e 23/10, 8/11

®) @) 14y (15)

Trichothecium roseum 10° con/mL 24/8,3e10/9 29/7,8e14/8 20/8, 3 e 10/9, 26/7, 8 e 14/8,
10,17 e 24/11, 3/12 2,9,16 e 23/10, 8/11

@) ®) (@) ®

Fosfito de Calcio e Boro 300 mL 24/8,3 e 10/9 29/7,8 e 14/8 20/8, 3 e 10/9 26/7, 8 e 14/8
Fosfito de Potassio 200 mL 10,17 e 24/11, 3/12 2,9,16 e 23/10

3 3 ) )
Testemunha Né&o tratado

* Calda Sulfocélcica (28 °Bé); Fosfito de Calcio e Boro (equivalente a 10,7 % P,Os + 3,89 % Ca + 0,51
% B); Fosfito de Potassio (equivalente a 40 % P,0s + 20 % K,0). O niUmero em parénteses indica o
total de pulverizacdes por tratamento.' Fosfitos e T. roseum aplicados separadamente. con. =
conidios. (1) Pulverizag8es realizadas somente na fase de floragéo.

4.2.2. Incidéncia de M. fructicola em frutos verdes

A avaliacéo de infeccao latente de M. fructicola em frutos verdes foi realizada apenas
na cultivar Chimarrita, uma vez que, a cultivar Granada nao produziu frutos necessarios para
estas avaliacbes. Os frutos foram coletados aleatoriamente em todas as plantas tendo sido
realizadas duas coletas (13/10 e 03/11) de 15 frutos e uma (01/12) de 10 frutos no ano de
2005 e duas coletas (08/09 e 04/10) de 15 frutos por avaliacdo em 2006. Foram avaliados
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um total de 2.100 frutos nos dois anos do experimento. ApOs a coleta, os frutos foram
imersos, em solucdo de etanol 70 %, hipoclorito de sodio 2 %, paraquat® 2 % e
posteriormente lavados em agua estéril, todos pelo tempo de 1 minuto em cada solugéo,
conforme metodologia adaptada de NORTHOVER e CERKAUSKAS (1994). Em seguida
foram colocados em bandejas de PVC desinfetadas e embaladas em sacos plastico
contendo papel toalha umedecido com &gua estéril, e incubados a 25 °C por sete dias.

Avaliou-se a presenca de infec¢do aos sete dias ap0s a incubagédo das amostras.

4.2.3. Incidéncia de M. fructicola durante a colheita e pds-colheita.

A incidéncia da doenca durante o periodo da colheita foi determinada, pelo nimero
de frutos que apresentaram sintomas da doen¢a em campo calculando-se a proporcao da
mesma em relacdo ao total de frutos colhidos nas diferentes datas de colheita. Para as
avaliacdes de pos-colheita foram coletados aleatoriamente 20 frutos de cada planta por ano
em duas sub-amostras de 10 frutos, todos colhidos nas partes internas de cada planta. Uma
amostra de cinco frutos de cada parcela e cultivar foi imersa em solugédo de hipoclorito de
sédio 0,5 % por um minuto e em seguida os frutos foram lavados em agua estéril. Os
demais frutos ndo sofreram nenhuma desinfestacdo. Todos os frutos foram acomodados
sobre mesas forradas com papel toalha & temperatura ambiente, e avaliados por incidéncia
no 5° dia ap6s a colheita. Nesta fase foram avaliados 1.200 frutos nos dois anos do

experimento para a cultivar Chimarrita.

4.2.4. Obtencao e preparo do inéculo de  Trichothecium roseum

O isolado do fungo T. roseum (isolado UFPR-F4) foi obtido junto ao Laboratério de
Epidemiologia e Manejo de Doencas da Universidade Federal do Parana. E um fungo
ectofitico isolado por MOREIRA (1999). Este isolado passou por varios testes laboratoriais
(MOREIRA, 1999) e também de eficiéncia de controle da doenca pos-colheita (MOREIRA et
al., 2002) e em campo (MOREIRA, 2005). A multiplicacdo e preparo do in6culo seguiu a
metodologia adotada por MOREIRA (2005).

A calda para pulverizacéo foi preparada dissolvendo-se o inéculo do antagonista em
4gua de torneira até atingir uma concentracdo de 10° conidios/mL, a qual era determinada
com auxilio de camara de Neubauer. A viabilidade dos esporos era comparada através do
preparo de trés placas Petri contendo meio Agar/agua (AA) as quais eram adicionados 0,1
mL da suspensdo para pulverizagdo e incubadas a 25 °C por 12 horas no escuro. Em
seguida eram contados aleatoriamente os 100 primeiros esporos germinados de cada placa

considerando-se viaveis aqueles em que o pro-micélio era 1,5 vezes o didametro do esporo.
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4.2.5. Informacoes climatolbgicas

Os dados de precipitacédo pluviométrica, umidade relativa do ar e temperatura foram
coletados diariamente, através de um pluvidmetro (a céu aberto) e dois termémetros (um
normal e outro digital) colocados no interior de um abrigo meteoroldgico instalado na area do
pomar durante todo o periodo do experimento. Os dados originais foram representados
graficamente compreendendo além do periodo de floracdo, os dez dias antes e ap0ds este
periodo. Para correlacionar os dados climéaticos com a incidéncia da doenca calculou-se a
média dos dados para os dez dias que antecederam a coleta das amostras de flores, frutos

em desenvolvimento e frutos na colheita.

4.2.6. Analise estatistica

Os dados de incidéncia foram transformados em propor¢cdo de doenca e
posteriormente submetidos a andlise estatistica, sendo inicialmente transformados em In x e
posteriormente quando necessario em Vx +1 pelo programa estatistico SAS® e em caso de
significancia aplicou-se o teste de Duncan a 5 %. Os dados de propor¢do nas diferentes
fases foram plotados em curva de progresso da doenca e a partir disto foi calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), pelo método da integralizacdo
trapezoidal de BERGER (1988).

4.3. RESULTADOS

Observando-se o desenvolvimento da doenca nas diferentes fases da cultura
dopessegueiro (Figura 4.1) verificou-se na floracdo elevada incidéncia antes das
pulverizagbes nos dois anos do experimento com maior intensidade em 2006. Apds as
pulverizagBes ocorreu reducdo da doenca em todos os tratamentos, com crescimento da
incidéncia na testemunha, o que indica um efeito positivo dos tratamentos. Na fase de
desenvolvimento dos frutos a incidéncia foi menor que 10 % em todos os tratamentos nos
dois anos avaliados. Na fase de colheita e pos-colheita ocorreu a maior expressdo da
doenca apresentando 49 a 58 % de podridédo parda, em 2005 e 48 a 92 % em 2006. Nestas
fases a incidéncia da doenca foi regular para todos os tratamentos em 2005 e maior na

testemunha em 2006 em relacdo aos demais tratamentos.
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Figura. 4.1 — Incidéncia de podriddo parda em pessegueiro, por tratamento, cv. Chimarrita,
para as fases de floracdo, desenvolvimento dos frutos, colheita e pds-colheita. Rio do Sul,
SC, 2005 e 2006. Iz Fases da cultura, l= Pulverizacbes = Pulverizacdo adicional com
Trichothecium roseum.
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Durante a fase de floracdo ocorreu elevada incidéncia da podriddo parda antes das
pulverizagBes nos dois anos do experimento apresentando em média 20 % de incidéncia em
2005 na cultivar Granada e de 44 % em 2006. Na cultivar Chimarrita, a incidéncia média foi
de 17 % em 2005 e de 52 % em 2006. Apos as pulverizagdes houve redugédo significativa na
incidéncia para todos os tratamentos comparados com a testemunha (Tabela 4.2). Nesta
fase, a calda sulfocalcica foi eficiente na cultivar Granada em 2005 e 2006 e na cultivar
Chimarrita em 2006 com redugdes de 25 a 80 %. Os fosfitos associados ao T. roseum foram
eficientes nos dois anos e nas duas cultivares apresentando reducfes de 45 a 90 % de
incidéncia de podriddo parda. O tratamento com o antagonista T. roseum foi eficiente tendo
reduzido a doenca em 59 a 95 % considerando os dois anos do experimento e as duas
cultivares avaliadas. O tratamento com fosfitos sozinho foi eficiente em 2005 na cultivar
Granada e em 2006 na Chimarrita reduzindo a doenca em 60 e 18,7 % respectivamente em

relacdo a testemunha.

Tabela 4.2 — Proporgdo média de incidéncia de podriddo parda em flores de pessegueiro
cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2005 e 2006.

Cultivar Granada Cultivar Chimarrita

Tratamentos 2005 2006 2005 2006

AAP  APP  AAP APP AAP  APP  AAP  APP
24/8  10/09  29/07  09/08  20/08  10/09  26/07  09/08

Calda Sulfocalcica 0,12ns 0,04bc 0,40ns 0,24bc 0,18ns 0,14ab 0,54ns 0,48b

FosfitosCaBe K+ T.r 0,18 0,02c 043 0,19 bc 0,17 0,10b 0,48 0,35c

T. roseum 0,21 0,0l1c 0,46 0,16 ¢ 0,15 0,03c 0,58 0,23d
Fosfitos CaB e K 0,23 0,08b 0,52 0,30 ab 0,19 0,15ab 0,48 0,52b
Testemunha 0,25 0,20a 0,39 0,39 a 0,15 0,19a 0,53 0,64 a
Médias 0,20 A 0,44 A 0,17 A 0,52 A

Coef. Variagéo (%) 3,42 45,41 3,46 3,51 3,12 2,50 18,38 14,65

AAP = Avaliacdo antes da pulverizacao; APP = Avaliacao apés a pulverizacdo. T.r = Trichothecium
roseum. CaB = Fosfitos de Calcio e Boro (equivalente a 10,7 % P,Os + 3,89 % Ca + 0,51 % B). K =
Fosfito de Potassio (equivalente a 40 % P,0s5 + 20 % K,0). Dados originais. As médias seguidas
verticalmente pala mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade de
erro. Letras em maiusculo indicam diferencas pelo teste (t) a 5 % e comparam a suceptibilidade entre
as cultivares para os dois anos de avaliacdo antes da aplicacdo dos tratamentos. Dados
transformados em Ln x.
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As avaliacdes durante a pré-colheita, colheita e pds-colheita, referem-se somente ao
cultivar Chimarrita, uma vez que a cultivar Granada n&o produziu frutos suficientes para as
andlises. As avaliagBes da infeccdo latente durante a fase de desenvolvimento dos frutos,
no ano de 2005 demonstraram eficiéncia da calda sulfocalcica com 50 % de reducdo da
doenca, do antagonista T. roseum e dos fosfitos de CaB e de K ambos com redugbes de
62,5 % de controle da doenca em relacdo a testemunha. Para esta fase em 2006, nenhum

tratamento apresentou resultados significativos para o controle da doenga (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Proporcdo média de incidéncia de podriddo parda em frutos verdes, colheita e
pos-colheita, frutos colhidos e area abaixo da curva de progresso da doenca, cv. Chimarrita.
Rio do Sul, SC, 2005 e 2006.

T 2005 2006
ratamentos Frutos ., Poés-  Frutos Frutos -, Pos- Frutos

verdes Colheita colheita colhidos AACPD Verdes Colheita colheita colhidos AACPD
Calda Sulfocalcica 0,04b 0,20ns 0,50ns 197ns 10,87b 0,050081bc 0,52c 204 a 21,12 bc
Fosfitos CaB, Ke ¢ 05 ap 0,20 051 164 19,98 alD,07 0,22bc 0,70b 288a 18,08 cd
T. roseum
T. roseum 0,03 b 0,21 0,57 175 6,74 c 0,09 0,15c 0,48 ¢ 49 14,65 d
Fosfitos CaBe K 0,03b 0,20 0,58 150 11,09 ab,10 0,27ab 0,77b 225a 26,21 ab
Testemunha 0,08a 0,21 0,53 146 21,42a 0,08 0,33 a 0,92 a a23229,12 a
CV (%) 1,48 2,99 27,22 8,97 16,00 3,03 2,95 2,93 6,30 6,86

CaB, K = Fosfitos de Célcio, Boro e Potassio (equivalente a CaB= 10,7 % P,0s + 3,89 % Ca + 0,51 %
B, e K=a 40 % P,0s + 20 % K,0). Dados originais. As médias seguidas verticalmente pala mesma
letra, nao diferem entre si pelo teste de Duncan 5 % de probabilidade de erro. *Aplicagdo em pré-
colheita, 7 dias antes do inicio da colheita em 2005 e um dia em 2006. AACPD = Area abaixo da
curva de progresso da doenca considerando os dados da floracdo até a pdés-colheita dos frutos.
Dados transformados em Ln x.

Na fase de colheita e pos-colheita, nenhum tratamento foi eficiente para o ano de
2005. Em 2006, os tratamentos com calda sulfocalcica, fosfitos associados ao T. roseum e o
antagonista T. roseum sozinho foram eficientes, tendo reduzido a incidéncia da doenca em
36,36, 33,33 e 54,54 %, respectivamente em relacdo a testemunha. Neste mesmo ano as

avaliacdes em pos-colheita revelaram efeito significativo com redugdes de 43 % para calda
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sulfocalcica, 24 % para os fosfitos associados ao T. roseum e de 48 % para o tratamento

com T. roseum, em relacdo a testemunha.

Observando-se a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), (Tabela
4.3) houve redugdes signifivativas para o antagonista T. roseum e a calda sulfocélcica nos
dois anos do experimento e o tratamento com fosfitos associados ao T. roseum somente em

2006 em relacao a testemunha.

O numero de frutos nas plantas tratadas com T. roseum foi significativamente inferior

aos demais tratamentos apenas no ano de 2006.

4.4, DISCUSSAO

As duas cultivares apresentaram uma alta proporcao de incidéncia de M. fructicola
durante a fase de floracdo, principalmente em 2006 (Tabela 4.2) indicando o alto potencial
do inéculo na area. A incidéncia da doenca nessa fase néo diferiu entre as cultivares pelo
teste “t”, embora haja informacfes da EMBRAPA Uva e Vinho de Bento Gongalves de que a
cultivar Granada € menos suscetivel a podridao parda que a Chimarrita (HOFFMANN et al.,
2003). No entanto, maior suscetibilidade foi observada na cultivar Granada para a fase de
floracdo e menor na colheita em relagdo a Chimarrita em trabalho realizado no mesmo local
do experimento em 2004 (NEGRI, Cap. I).

A elevada taxa de incidéncia de podriddo parda durante a fase de floracdo também
foi verificada por LUO et al. (2001) que obtiveram 40 % de incidéncia na plena floracao
contra 10 % na queda de sépalas. Incidéncia de 38 % de podriddo parda em flores também
foi observada em pomares comerciais no Estado do Parand (MOREIRA, 2005). Estudos
feitos por MAY DE MIO et al. (2004) confirmaram que esta fase e a pré-colheita séo as de
maior suscetibilidade. Desta forma, torna-se importante a ado¢édo de métodos de controle da
doenca durante a fase de floragdo com a finalidade de reduzir abortamento de flores e a
infeccao latente, uma vez que estas tém inicio na flor quando o patégeno consegue penetrar

no interior do fruto, indo manifestar-se somente durante a maturacao.

O conhecimento das fases de maior susceptibilidade ao patdégeno e sua influéncia sobre
as demais fases permite a adocdo de estratégias de controle antecipadas, as quais irdo
contribuir na minimizacdo de prejuizos nas fases finais da cultura e na pdés-colheita
(NORTHOVER e CERKAUSKAS, 1994; MONDINO et al., 1997; LUO e MICHAILIDES,
2003). Pulverizacado para o controle da doenca na floracdo, queda das pétalas e separacao
do calice sao recomendadas por varios autores (RASEIRA et al., 1990; ANDRADE, 1995;
MONDIN e HICKEL, 1995; BLEICHER, 1997; FORTES e MARTINS, 1998).
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A maior incidéncia de M. fructicola durante a floracdo nas duas cultivares no ciclo
2006 em relag@o ao ano anterior pode ser explicada pelo fato de que em 2006 o inicio da
floracdo ocorreu 22 dias antes do previsto em relacdo ao ano anterior (Figura 4.2), em
periodo mais chuvoso e ainda pela maior variagdo da temperatura (Tabela 4.4), fatores
estes, que podem ter contribuido para uma maior pressdo da doenga em funcdo da

possibilidade de um in6éculo inicial maior.
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Figura 4.2 — Temperaturas maximas e minimas e precipitacdo pluviométrica durante a

floracdo do pessegueiro, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2005 e 2006.

C =Inicio e final de floracdo, cv. Chimarrita. G =1Inicio e final de floracédo, cv. Granada.
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Tabela 4.4 — Médias de temperatura, umidade relativa do ar e chuva, dez dias antes das
coletas de flores para analise de incidéncia de podridédo parda em flores, infecco latente em

frutos verdes e colheita, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2005 e 2006.

2005 2006
Cultivar Fases Temp.°’C UR% Chuva(mm) Temp.°C UR% Chuva (mm)
Granada Flor 1% coleta 24,70 81,13 0,23 24,30 60,60 13,50
Granada Flor 2% coleta 21,99 76,96 12,93 17,30 68,60 0,00
Chimarrita  Flor 1° coleta 22,20 80,50 0,14 24,10 59,90 3,50
Chimarrita  Flor 2° coleta 21,37 79,03 20,34 15,50 71,30 21,67
Chimarrita ~ Frutos 1° coleta 19,24 85,73 11,55 23,90 82,60 7,67
Chimarrita ~ Frutos 2% coleta 20,09 79,45 7,26 26,90 73,50 2,00
Chimarrita  Colheita 28,30 68,00 1,42 26,90 77,50 35,00

As diferencas de incidéncia de podriddo parda na floracdo de um ano para outro nas
duas cultivares indicam influéncia da temperatura a qual se manteve mais instavel em 2005
ficando a média dos dez dias que antecederam a primeira coleta de flores em 24,7 °C e de
21,9 °C na segunda coleta para a cultivar Granada, e de 22,2 °C e 21,3 °C para a cultivar
Chimarrita (Tabela 4.4). Em 2006, quando a incidéncia foi mais elevada houve variacédo
brusca de temperatura entre as duas coletas de flores, com 24,3 °C na primeira coleta e
17,3 °C na segunda para a cultivar Granada, e de 24,1 °C e 15,5 °C para a cultivar
Chimarrita (Tabela 4.4).

Temperaturas mais elevadas no inicio da floracdo podem ter contribuido para a
colonizacdo do patdgeno, enquanto que a temperatura mais baixa ao final contribuiu para
uma maior esporulacdo do mesmo. Neste sentido, LUO et al. (2001) verificaram que a
incubacéo de flores por trés dias a 25 °C e mais trés dias a 4 °C, favoreceu a esporulacédo de
M. fructicola. Outros trabalhos com M. fructicola e M. laxa, confirmaram que a umidade e
temperatura sdo fatores fundamentais para o desenvolvimento desses patégenos (BYRDE e
WILLETTS, 1977; BLEICHER, 1997; MOREIRA, 2005;). Em trabalho com frutos de
péssegos feridos e nado feridos MOREIRA et al. (2002) verificaram 7,8 % de incidéncia de M.
fructicola a menos em testemunhas Umidas em relacdo a testemunha seca, o que confirma,

a influéncia da umidade no favorecimento da doenca.
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Os baixos niveis de incidéncia de podridao parda durante a fase de desenvolvimento
dos frutos nos dois anos do experimento e para todos os tratamentos (Tabela 4.3), podem
estar relacionados com os efeitos positivos das pulverizacdes feitas na fase de floracdo e
ainda pelo fato de flores contaminadas abortarem e n&o produzirem frutos portadores destas
infecgBes o que justifica também a baixa incidéncia na testemunha (RASEIRA e QUEZADA,
2003; MAY DE MIO et al., 2004). No entanto, a ocorréncia de infec¢des latentes € possivel
durante a fase de desenvolvimento dos frutos, pela entrada direta do patégeno ou
proveniente de flores contaminadas que mesmo assim produzem frutos (BLEICHER, 1997).
Estudo histoldgico de infeccdes latentes detectadas em frutos de damasco infectados por M.
fructicola sugeriu que houve penetracdo de micélio pelos estébmatos dos frutos (ZEHR,
1982). Em trabalhos de avaliacdo de infeccdes latentes, MONDINO et al. (1997) verificaram
49,5 % de incidéncia em péssegos de pomar sem controle da doenca. MOREIRA (2005)
avaliou a ocorréncia de até 40 % dessas infeccdes em diversos cultivares de ameixas
Prunus salicina Lindley, e péssegos. EMERY et al. (2000) encontraram até 22 % de infec¢éo
latente em péssegos provenientes de cinco pomares. Estes dados estdo de acordo com os
encontrados por NEGRI (Cap. 1) que verificou de 19 a 30 % de incidéncia de M. fructicola
em frutos verdes em duas cultivares de pessegueiro conduzido em sistema organico em
2004 no Estado de Santa Catarina.

O aumento da incidéncia de podriddo parda na colheita e pos-colheita dos frutos
observados pela curva de progresso da doenga (Figura 4.1), confirmam observagbes de
MOREIRA (1999) que verificou aumento de infec¢cdes na época proxima da maturacdo. Os
fatores como a suspenséo dos tratamentos uma semana antes da colheita no ano de 2005,
a ativacdo da infeccdo latente em funcdo da senescéncia e maturacdo dos frutos
(CRUICKSHANK e WADE, 1992; OGAWA et al., 1995), os danos mecanicos causados pelo
manuseio dos frutos nestas fases, injarias provocadas por insetos (GUTIERREZ, 2005) e
condicBes climaticas ideais ao desenvolvimento do patégeno (LUO e MICHAILIDES, 2003)
sdo razdes que justificam o crescimento da doenca nestas fases, experimentos futuros com
a intensificacdo de tratamentos uma semana antes da colheita com produtos nao téxicos,
especialmente microorganismos bioldgicos, na tentativa de reduzir a doenca na colheita e

pds-colheita sdo recomendados.

Neste sentido e considerando os dados de incidéncia de podriddo parda durante a
colheita em 2005 neste trabalho, decidiu-se aplicar o antagonista T. roseum um dia antes da
colheita em 2006. Neste ano, mesmo em condi¢des climaticas de umidade relativa e chuvas
mais favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno, observado na testemunha (Tabela 4.4), o
tratamento realizado com o antagonista reduziu a podriddo parda em 54,5 % na colheita e

47,8 % na poés-colheita. A testemunha apresentou 33 % de incidéncia na colheita e 92 % na
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pés-colheita (Tabela 4.3). Estes dados comprovam que o método de controle biolégico pode
ser eficiente mesmo na colheita desde que, os tratamentos sejam continuados durante esta
fase. Espera-se que em situa¢cdes menos favoraveis ao patdégeno com a intensificacdo nas
aplicaces, o controle seja ainda melhor. O uso de alguns agentes antagonistas pode ser
uma estratégia efetiva no controle de doengas em pos-colheita, uma vez que produtos
guimicos ndo devem ser recomendados para esta fase e pela possibilidade de aplicagdo
diretamente sobre o alvo em funcdo dos ambientes serem controlados durante o
armazenamento dos frutos (WISNIEWSKI e WILSON, 1992; JANISIEWICZ et al., 1994;
VALDEBENITO-SANHUEZA, 1998).

O uso de um antagonista na fase da colheita podera além de contribuir para o
controle da doenca neste periodo, auxiliar na reducdo do inéculo na poés-colheita. A
permanéncia do antagonista pds-colheita exercendo acdo sobre muUmias remanescentes
nas plantas, frutos caidos sobre o0 solo e cancros de ramos causados pelo patégeno podera

contribuir para reducédo do inéculo inicial do mesmo para 0s anos seguintes.

O bom desempenho dos fosfitos associados ao T. roseum revela a melhor eficiéncia
do antagonista uma vez que os resultados deste aplicado isoladamente foram superiores
aos fosfitos ndo associados ao fungo nos dois cultivares e nos dois anos do experimento. O
menor desempenho dos fosfitos na fase de floracdo pode ser compreendido pelo fato dos
mesmos em fungdo da baixa concentracdo utilizada demandarem mais tempo para acao
indireta sobre o patdgeno, necessitando da ativacdo do metabolismo secundério da planta
para a producdo de substancias de defesa como as fitoalexinas (JACKSON et al., 2000) e
outros fendis (NOJOSA et al., 2005). O uso de fosfitos para controle da M.fructicola em
pessegueiro foi confirmado em trabalho desenvolvido por MOREIRA (2005) a qual obteve
resultados significativos quando associou os fosfitos com o fungicida captan® e o
antagonistra T. roseum obtendo redugBes da doenca de até 88,2 % em frutos em

desenvolvimento e de 80,2 % na colheita.

A falta de frutificacdo da cultivar Granada e o baixo nimero de frutos na cultivar
Chimarrita nos dois anos do experimento pode ser explicada por condi¢cdes climéticas
adversas ocorridas no periodo da floracdo provocando abortamento das flores. A cultivar
Chimarrita apresentou floracdo desuniforme nos dois anos de experimento e a cultivar
Granada floracdo uniforme sendo que, em 2005 ocorreu um periodo com excesso de chuva
em plena floracdo (Figura 4.2). Em 2006, no inicio e final da floracdo ocorreram
temperaturas muito baixas com geadas na area do pomar (Figura 4.2). Estes fatores
impediram uma avaliacdo mais consistente da resposta das plantas aos tratamentos na
floracdo e pré-colheita em relagdo ao numero de frutos produzidos na cultivar Granada. Os

dados colhidos na cultivar Chimarrita demonstraram diferenca significativa no niamero de
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frutos das plantas tratadas com T. roseum, porém o mesmo ndo ocorreu em 2005, onde o
namero de frutos das plantas tratadas com o antagonista foi superior a testemunha e ao
tratamento com fosfitos. Estes dados colocam em duvida a possibilidade de acao abortiva
de flores pelo antagonista T. roseum havendo necessidade de novos experimentos com

avaliacao especifica.

O uso da calda sulfocélcica durante a floragédo e a pré-colheita foi uma tentativa de
controle alternativo da doenga, uma vez que sua acdo antifungica em diversas culturas é
conhecida (RASEIRA e QUEZADA, 2003). Sua indicacao para o controle da podridao parda
em pessegueiro é basicamente como erradicante e aplicada em periodos de dorméncia
vegetativa (ABREU JUNIOR, 1998; GARRIDO e SONEGO, 2003; RASEIRA e QUEZADA,
2003). Cabe salientar que para o periodo de repouso vegetativo utilizando a calda
sulfocélcica na propor¢cdo de 10 %, enquanto que, neste experimento foi utilizado uma
concentracdo de 0,3 % para os periodos de floracdo e de 0,4 % para a pré-colheita, ndo
tendo sido observado nenhum sintoma de fitotoxidez. Os resultados positivos obtidos no
presente trabalho indicaram que a calda sulfocalcica apresenta potencial para controle da
podriddo parda nestes periodos, como alternativa de baixo custo aos produtores de péssego
em sistema organico, sugerindo que novos trabalhos avaliando novas dosagens e épocas

de aplicacdo inclusive na pés-colheita, sejam futuramente desenvolvidos.

A eficiéncia do controlador biolégico T. roseum sobre a M. fructicola pode ser
comparada com resultados feitos no Brasil com dois isolados de Trichothecium sp, os quais
proporcionaram um controle superior a 85 % em infec¢des latentes em frutos de péssego
inoculados com o patégeno (MOREIRA, 1999). O isolado Trichothecium roseum e fosfitos
de Calcio, Boro e de Potassio demonstraram controle de até 88 % da podriddo parda em
relacdo a testemunha sobre frutos de péssego em pds-colheita (MOREIRA et al., 2002).
Novos testes em campo utilizando T. roseum sozinho demonstraram redu¢des na incidéncia
de podridédo parda em 83 % em flores e 95 % em frutos verdes (MOREIRA, 2005).

Um outro trabalho desenvolvido no ano de 2004 em pomar de pessegueiro
conduzido em sistema organico utilizando o mesmo antagonista sozinho promoveu uma
reducdo de M. fructicola de até 72,7 % em flores e de 76,6 em frutos verdes, enquanto que
gquando associado a fosfitos de CaB e de K, as redu¢des chegaram a 65,2 % em flores e a
78,9 % em frutos verdes comparados com a testemunha (NEGRI, Cap. ). Desta forma,
evidencia-se uma possibilidade de controle eficiente da podriddo parda, através do uso do
antagonista T. roseum aplicado isoladamente e associado com fosfitos sendo que, a
intensificacdo das pulverizacdes nas fases mais criticas da doenca para os proximos

experimentos podera contribuir para uma avaliagdo mais efetiva dos resultados.
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Durante os dois anos do experimento, n&do foram observados quaisquer sintomas de
colonizacdo do antagonista T. roseum em campo e na pés-colheita, confirmando o
observado por MOREIRA (2005). Estas informacg6es séo contrarias ao observado por HOG
e MICHAILIDES (1997) os quais observaram colonizacdo em frutos de péssego e nectarinas
provenientes de pomares comerciais na Califérnia e inoculados com T. roseum. Entretanto,
a sobrevivéncia do antagonista ap6s o ciclo da cultura foi observada pela colonizacdo de
mumias remanescentes sobre as plantas e mais intensivamente naquelas caidas ao chao.
Estas observactes, também foram feitas por MOREIRA (2005) em seus experimentos com
0 mesmo antagonista em pomares de pessegueiro conduzidos em sistema convencional no
Estado do Parana. Estas ocorréncias sdo importantes por demonstrar a capacidade de
sobrevivéncia do antagonista em periodos de repouso vegetativo das plantas, atuando na

eliminacéo de indculo do patégeno e permanecendo no local para o ciclo seguinte.

4.5. CONCLUSOES

Todos os tratamentos, exceto os fosfitos de CaB e de K reduziram significativamente
a area abaixo da curva de progresso da doenca para as fases de desenvolvimento dos
frutos, colheita e pos-colheita em relacdo a testemunha nos dois anos avaliados na cultivar

Chimarrita.

Todos os tratamentos reduziram significativamente a doenca na floracdo em 2005 na

cultivar Granada e em 2006 na Chimarrita.

A aplicacdo do antagonista T. roseum até o inicio da colheita contribuiu para a
reducdo da podriddo parda durante a colheita e na pds-colheita sendo recomendado sua

utilizacdo para estas fases da cultura do pessegueiro.
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5- CAPITULO Ill- METABOLISMO EM FLORES DE PESSEGUEI RO, APOS
TRATAMENTO PARA CONTROLE DE PODRIDAO PARDA

RESUMO

A utilizacdo de agentes bioldgicos e elicitores no controle de doencas flngicas de
plantas é uma das estratégias estudadas para a viabilizacdo da producdo integrada e
organica. Neste sentido, e considerando a dificuldade na producéo de péssego cultivado em
sistema organico devido a ocorréncia de M. fructicola causadora da podriddo parda,
avaliou-se 0 metabolismo em flores de pessegueiro conduzidos neste sistema, nas cultivare
cvs. Granada e Chimarrita apos tratamentos com calda sulfocalcica, fosfitos de Calcio, Boro
e de Potassio e 0 antagonista Trichothecium roseum. As amostras foram coletadas em 2006
em todas as plantas tratadas, sendo cinco repeticdes na cv. Granada e seis na Chimarrita
para cada tratamento. Foram coletadas doze flores por planta em todas as repeticbes e
formadas trés amostras de quatro flores por repeticdo para as andlises bioquimicas. A
concentracdo de proteinas totais, acUcares totais e redutores, aminodcidos, fenais,
flavondides, peroxidases e antocianinas nos tecidos florais foram determinados e
correlacionadas com a incidéncia de M. fructicola em campo. O tratamento com calda
sulfocélcica elevou significativamente a producédo de aminoacidos na cv. Granada, proteinas
e peroxidases na Chimarrita e reduziu a producado de acucares totais, acUcares redutores e
antocianinas na cv. Granada, acucares totais e fenodis na Chimarrita. Os fosfitos associados
com T. roseum elevaram a producéo de proteinas e peroxidases nha cv. Chimarrita tendo
reduzido a producdo de antocianinas na cv. Granada e fenois na Chimarrita. O tratameno
com fosfito de CaB elevou a producdo de proteinas e peroxidases na cv. Chimarrita tendo
reduzido acucares totais e fenois na cv. Granada, acUcares totais, acucares redutores e
fendis na Chimarrita. Quantidades mais elevadas de aminoacidos na cv. Granada e
menores de agUcares totais e redutores na mesma cultivar e menor producdo de agucares
totais, acgucares redutores e flavondides na cv. Chimarrita foram verificadas em plantas
tratadas com o antagonista T. roseum, todos em relagcdo a testemunha. Estes resultados
indicam que a calda sulfocalcica, fosfito de CaB e o T. roseum, podem contribuir para
alteracdes no metabolismo vegetal induzindo a resisténcia na fase de floracdo podendo

auxiliar no controle de doengas fungicas como a podridao parda.

Palavras-chave: peroxidases, fendis, proteinas, fosfito, calda sufocélcica, Trichothecium

roseum
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METABOLISM IN PEACH ORGANIC FLOWERS AFTER TREATMENT FOR
BROWN ROT CONTROL

ABSTRACT

The use of biological agents and elicitors in the control of fungal diseases in plants is
one strategy that has been studied for the viability of organic and integrated fruit production
free of toxic residues harmful to man and the environment. Thus, considering the difficulties
in the production of organic peach due to the occurrence of M. Fructicola cauing brown rot,
an evaluation the metabolism in peach flower conducted in organic system to cultivars
Granada and Chimarrita after treatments to lime sulfur, calcium, boron and potassium
phosphites and the antagonist Trichothecium roseum. The samples were collected in 2006,
in all plants treated, with five repetitions in Granada cv. and six in Chimarrita cv. for
treatment. They were collected twelve flowers per plant from all repetitions and formed three
samples with four flowers to treatment for biochemic analysis. The concentration of total
proteins, total and reducing sugars, aminoacids, phenols, flavonoids, peroxidases and
anthocyanins in flower tissues were determined and correlated with the incidence of M.
fructicola in the field. The lime sulfur treatment raised significantly the production of
aminoacids in Granada cv., proteins and peroxidases in Chimarrita and reduced the
production of total and reductors sugars, anthocyanins in Granada cv., total sugars and
phenols in Chimarrita. The phosphites associated with T. Roseum raised the production of
proteins and peroxidases in Chimarrita cv. taking reduced the production of anthocyanins in
Granada cv. and phenols in Chimarrita. The treatment with phosphite of CaB raised the
production to proteins and peroxidases in Chimarrita cv. taking reduced total sugars and
phenols in Granada cv., total and reductors sugars and phenols in Chimarrita cv. Higher
guantities of aminoacids in Granada cv. and minors of total and reductors sugars in the same
cultivar and minor production of total and reductors sugars and flavonoids in Chimarrita cv.
were cheked in plants treated with T. roseum antagonist, all in relaction to chek. These
results indicate that lime sulfur, phosphite and T. roseum may contribute to alterations in the
plant metabolism contributing to the induction of resistance in organic peach flowering phase,

helping in fungal diseases like brown rot control.

Key words: Peroxidases, phenols, proteins, phosphite, lime sulfur, Trichothecium roseum
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5.1. INTRODUCAO

Para o controle da podriddo parda do pessegueiro, Prunus persicae (L.) Batsch
causada por Monilinia fructicola (G. winter) Honey, doenga importante pelos danos que
causa a producdo sdo recomendados tratamentos desde o inicio da abertura de sépalas, até
o final da floracdo, normalmente com uso de produtos quimicos comerciais (BLEICHER,
1997; FORTES e MARTINS,1998). No entanto, com as exigéncias crescentes dos
consumidores por produtos livres de agrotdxicos, a menor agressdo ambiental e a crescente
resisténcia de alguns patdgenos a diversos fungicidas sintéticos, estudos vém sendo
realizados na busca de novas estratégias de controle da doenca, através do uso de
produtos alternativos como os indutores de resisténcia e agentes de controle bioldgico
(STADNIK e MARASCHIN, 2004).

A avaliacdo de alteracdes metabdlicas das plantas apds tratamentos com agentes
bidticos e abibticos de inducdo, especificos para o controle de doencas tem sido utilizada
como estratégia usual para elucidacdo dos mecanismos envolvidos. A exemplo disto,
estudos demonstraram a acao da calda sulfocalcica e fosfitos no controle de doencas em
funcdo da sua eficiéncia na inducdo do metabolismo secundéario de plantas, como ja
relatado em outros patossistemas (GUEST e GRANT, 1991; JACKSON et al., 2000;
STADNIK e TALAMINI, 2004; CAVALCANTI et al., 2005).

A inducdo do metabolismo secundario nos vegetais ocorre com a presenca de
fatores adversos as condi¢cdes o6timas presentes no meio, 0s quais elicitam respostas
complexas de defesa como a ativacdo de receptores de membrana (proteinas de
membrana) que percebam rapidamente as mudangas no exterior das células ou por,
promover alteracdes fisiologicas e morfoldgicas pela ativagcdo de véarios genes resultando na
sintese e acumulacdo de metabdlitos de defesa (BONALDO, 2005; BAREA et al., 2005).
Estes processos de mudanga metabdlica podem interferir na producdo de compostos do
responsaveirs pelo metabolismo primario devido ao particionamento de carbono para a
producdo de proteinas especificas como as peroxidases (TAIZ e ZEIGER, 2004; STADNIK e
MARASCHIN, 2004). Parte destas proteinas atuam na hidrdlise de polimeros B- 1, 3 glucana
e quitina, componentes da parede celular de fungos e na extremidade de hifas provocando a
morte de uma grande variedade de fungos patogénicos por enfraquecimento da parede
celular (GUZZO0, 2003).

A acdo de um patdégeno ou elicitor abiotico pode promover a formacao de estruturas
de resisténcia pos-formadas envolvendo fatores fisicos e bioquimicos (PASCHOLATI e
LEITE, 1994). Os mecanismos de defesa da planta induzidas por fatores bidticos ou

abidticos ou infecgbes por patdogenos conferem uma ampla protecdo contra
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microorganismos patogénicos pelo processo da resisténcia sistémica adquirida, (RSA), a
qual é caracterizada pelo incremento de um grande ndimero de genes relacionados a
patogenicidade (DURRANT e DONG, 2004).

As alteragbes metabdlicas promovidas pela RSA envolvem alteragBes estruturais
como o fortalecimento da parede celular pela maior lignificacdo, deposicdo de calose e
formacdo de papilas (STICHER et al., 1997); aumento de proteinas relacionadas a
patogenicidade como a fenilalanina aménia-liase (PAL) e as peroxidases, producdo de
compostos do metabolismo secundério, como fenilpropandides, fitoalexinas, flavondides e
outros compostos fendlicos (LEE et al., 1995; CAVALCANTI et al., 2005; BONALDO et al.,
2005).

As peroxidases auxiliam na formacdo de lignina na parede celular e muito embora
nao tendo relacéo direta com a RSA, séo importantes na atuacéo sobre as Espécies Ativas
de Oxigénio (EAOSs). A alteracdo de sua atividade em alguns casos promove alteracdo do
metabolismo da planta para a formacdo de compostos de defesa (LABANCA, 2002). Os
compostos fendlicos atuam sobre a formacgéo de lignina, o mesmo ocorrendo com a acao
das peroxidases embora atuando de forma diferente. Diferentes mecanismos também estdo
envolvidos na ag¢do de flavonoides sobre fungos patogénicos como é o caso das
fitoalexinas que atuam sobre os fungos promovendo granulagdes citoplasmaticas,
desorganizacdo dos conteudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de
enzimas fungicas, refletindo na inibicdo da germinacdo de patdégenos (TAIZ e ZEIGER,
2004; CAVALCANTI et al., 2005).

Considerando que as mudancas no metabolismo vegetal e a consequente producdo
de compostos de defesa sdo produzidos pela planta quando esta for elicitada por agentes
de origem bidtica ou abidtica e a importancia dos processos de inducao de resisténcia como
estratégia para o controle de doencas em sistemas organicos, interessa conhecer 0s
mecanismos de acdo de alguns produtos utilizados neste sistema de producdo, uma vez
que a acdo destes produtos ndo é totalmente esclarecida pela literatura (NOJOSA et al.,
2005).

Desta forma, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a acdo da
calda sulfocélcica, fosfito de célcio e boro (CaB) e o antagonista Trichothecium roseum
(isolado UFPR F4) no metabolismo de pessegueiro cultivado em sistema organico,
cultivares Granada e Chimarrita tratadas na fase de floragcéo, correlacionando as alteracfes
na producdo de alguns compostos relacionadas a defesa vegetal com a incidéncia de

podriddo parda causada por M. fructicola.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Experimento em campo para controle da podrid  &o parda nas flores

O experimento foi realizado no ano de 2006, em pomar de pessegueiro cultivado em
sistema organico, localizado em Rio do Sul, SC, Brasil, coordenadas geogréaficas com
Latitude: 27° 11’ 07” S e Longitude: 49° 39’ 39” W. Foram avaliadas as cultivares Granada e
Chimarrita com oito anos de idade, espacadas em 6,5 metros entre linhas e 5 metros entre
plantas, distribuidas em linhas individualizadas por cultivar e separadas entre elas e nas

laterais por outras cultivares.

Os tratamentos utilizados foram: T1 = calda sulfocélcica (300 mL.100 L™"); T2 = o
produto comercial, fosfito de calcio e boro (CaB), equivalente a 10,7 % P,Os + 3,89 % Ca +
0,51 % B, (300 mL.100 L™) combinados com T. roseum (10° conidios/mL); T3 = o
antagonista T. roseum (10° conidios/mL); T4 = fosfito de CaB (300 mL.100 L") e 0 T5 =
testemunha, ndo tratada. As pulveriza¢cdes foram realizadas no inicio da abertura dos botdes
florais, em plena floracdo e no final da floracdo utilizando-se pulverizador costal (jacto, bico
leque) com capacidade para 20 L tendo sido usado em média 3 L de solucdo por planta. O

antagonista T. roseum foi aplicado em suspens&o de 10° conidios por mL.

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizado formados por
uma planta para cada tratamento com cinco repeticbes para a cultivar Granada e seis na

Chimarrita.

5.2.2. Coleta das amostras de flores para avaliacdo  bioquimica

As amostras de material vegetal foram formadas coletando-se ao final da floragéo,
doze flores por planta de cada parcela. As flores foram coletadas aleatoriamente retirando-
se aquelas totalmente abertas e sem queda de pétalas. Apés a coleta, as flores foram
acondicionadas em pacotes de papel aluminio e congeladas em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente armazenadas em freezer a 20 °C até as avaliacdes. Para a avaliacdo dos
dados bioquimicos, foram retiradas trés amostras em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro flores por repeticdo. Foram feitas trés andlises para todas as
determinac¢fes utlizando-se 0,5 a uma grama de material de cada uma das amostras

retiradas.
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5.2.3. Analises biogquimicas

As analises bioquimicas dos tecidos florais para determinacdo de proteinas totais,
fendis totais, aclcares totais, agucares redutores, peroxidases, flavonoides, antocianinas e
aminoacidos foram realizadas no Laboratério de Bioquimica da Universidade Tecnologica

Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos.

Para dosagem de proteinas totais, as amostras com uma grama de tecido vegetal
foram maceradas em almofariz com 10 mL de tampé&o fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em seguida, o
material foi centrifugado (12.000 g /10 min a 4 ) e o sobrenadante coletado. Para
gquantificacdo do conteudo total de proteinas nas amostras foi empregado o teste de
BRADFORD (1976). A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro, modelo UV-

1601-Shimadzu a 630 nm, com soro albumina bovina como padrao.

A determinacdo de aminoacidos seguiu 0 método adaptado de COCKING e YEMM
(1954). As amostras foram maceradas em almofariz contendo 10 mL de acido sulfosalicilico,
seguindo centrifugacdo por 15 minutos a 3600 g. Utilizaram-se 2 mL do extrato e
adicionaram-se 2 mL de acido acético + 2 mL de ninidrina acida, deixou-se em banho-maria
por 1 hora a 100 °C. Em seguida, as amostras foram resfriadas em gelo. A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotbmetro, modelo UV-1601-Shimadzu a 520 nm. Para os

célculos das concentracdes de aminodcidos foi utilizado uma curva padréo de prolina.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada em duas etapas,
seguindo o método adaptado de BIELESKI e TURNER (1966). A primeira compreendeu a
extracdo dos fendis totais, realizada a partir da adicdo de 4 mL da solucdo metanol,
cloroférmio e agua (MCA), na relacéo 6: 2,5: 1,5 v/v, em uma grama de material vegetal, com
trituracdo em almofariz a temperatura ambiente, seguida de uma centrifugagéo a 6000 g por
20 min, sendo coletado o sobrenadante. Posteriormente, foi realizada nova extracdo do
residuo remanescente, adicionando-se 4 mL de MCA, centrifugando novamente a 6000 g por
20 min e o sobrenadante sendo adicionado ao primeiro, obtendo-se assim o extrato MCA. A
esse extrato foi adicionado 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada, procedendo-se
nova centrifugacdo a 6000 g por 15 min para separacdo das fases. A segunda etapa
compreendeu a determinacdo de fendis totais realizada pelo método adaptado de
JENNINGS (1991). A quantificacdo de fendis foi feita através de uma curva padréo utilizando
tirosina. As amostras foram preparadas a partir da retirada de uma aliquota de 0,5 mL da
parte superior do tubo de extracdo dos fendis (extrato MCA), a seguir adicionado 0,5 mL de
agua destilada, mais 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apds 15 min, foram adicionados 5
mL do reagente alcalino “A” (preparado com carbonato de sédio a 2 % em uma solucéo de

hidréxido de sédio 0,1 N), permanecendo durante 50 minutos até a leitura da absorbancia em
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760 nm, em espectrofotbmetro, modelo UV-1601-Shimadzu. No controle negativo, foi usada
agua destilada no mesmo volume do extrato vegetal. O resultado foi expresso em mg.g™ de

tecido fresco.

As concentracdes de acgucares sollveis totais foram determinadas pelo método fenol-
sulfurico descrito por DUBOIS et al. (1956). As amostras com uma grama de material
vegetal foram maceradas em almofariz contendo 10 mL de tampé&o fosfato 0,2 M — pH 7,5,
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 g. a 4 °C. Os tubos para avaliagdo da concentracéo
foram preparados utilizando-se 2 uL do extrato e adicionando-se 0,5 mL de fenol a 5,0 % +
2,5 mL acido sulfdrico concentrado. A leitura das amostras foi realizada a 490 nm. A

concentracao de acucares totais foi determinada através de curva padrao de glicose.

A quantificacdo de acucares redutores foi determinada pelo método do
dinitrosalicilato (DNS) (MILLER, 1959). As amostras com uma grama de material vegetal
foram maceradas em almofariz contendo 10 mL de tampao fosfato 0,2 M — pH 7,5,
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 g a 4 °C, utilizando-se 0,5 puL do extrato e
adicionando-se 1,0 mL de agua destilada + 1,0 mL reagente DNS. A leitura das amostras
foi realizada a 540 nm. A concentracdo de acucares redutores foi calculada em funcdo de

curva padrdo de glicose.

A quantificacdo da atividade das peroxidases foi determinada de acordo com a
técnica descrita por MATSUNO e URITANI (1972). As amostras com 0,5 g de tecidos
vegetal foram maceradas em gelo, e entdo, adicionaram-se 5 mL de solucdo extratora —
tampéo fosfato 0,05 M, pH 7. Adicionaram-se 2 mg de polivinilpirrolidona (PVP 100, marca
Sigma); o extrato foi centrifugado por 20 min a 4.000 g em temperatura de 4 €. O
sobrenadante foi transferido para outro recipiente e utilizado como extrato enzimético. A
andlise de atividade enzimatica para peroxidases propriamente dita foi realizada seguindo
0s seguintes passos: em um tubo de ensaio adicionaram-se 5 mL de solucdo tampéo de
citrato (pH 5,0), 0,5 mL de agua oxigenada a 3 %, 0,5 mL de guaiacol 0,5 % e 3,0 mL da
amostra extraida do tampao pH 7. Esta mistura foi levada para incubacdo em banho maria,
por 15 minutos, a 30 °C. Apds incubacéo, os tubos voltaram para gelo onde permaneceram
por mais 5 minutos. Em seguida, adicionou-se a amostra, 0,5 mL de bissulfito de sodio, o
qual foi usado para paralisar a reacdo. As leituras foram realizadas ap6s 10 minutos de
repouso, em espectrofotdbmetro, modelo NT — 805 NOVATECNICA, em comprimento de
onda de 450 nm. Para o calculo da atividade enzimatica considerou-se como uma unidade

de enzima correspondente a um aumento na absorbancia de 0,001 unidade 6tica/minuto™.

A determinacdo de antocianinas totais e flavondides foi realizada conforme
metodologia adaptada de LEES e FRANCIS, (1972) pesando-se 0,5 g de flores de cada
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tratamento e maceradas em almofariz com 10 mL da solugcdo extratora (85 % de etanol
concentrado em 95 % + 15 % de HCI 1,5 N). A solucéo foi colocada em tubos de ensaio, 0s
guais foram revestidos com papel aluminio para proteger da luz e deixados em geladeira por
12 horas. O extrato foi filtrado com 5 mL da solucéo extratora e deixado descansar por duas
horas e em seguida retirado 2 mL da amostra adicionando-se mais 10 mL da solug&o
extratora e agitado em vortex. A leitura dos dados foi feita em espectrofotdmetro a 374 nm
para obtengéo de absorbancia de flavondides e a 535 nm para antocianinas. Na sequéncia
calculou-se o fator de diluicdo pelo volume da quantidade da solucdo extratora utilizada na
maceracdo e na filtracdo sobre a quantidade de extrato vegetal utilizado para compor a
amostra e, multiplicado pela quantidade de solucdo extratora adicionada a amostra final. O
dado final foi obtido pelo produto entre o valor de absorbéancia e o fator de dilui¢cdo, dividido
pela constante 76,6 para flavonéides e por 98,2 para antocianinas, ajustando-se o valor para

100 g de material vegetal.

5.2.4. Incidéncia de podriddo parda em flores

Para avaliacdo da incidéncia de M. fructicola foram realizadas duas coletas de 40
flores (10 por pernada), totalmente abertas em todas as plantas apos as pulverizagfes. As
flores foram acomodadas em caixas plasticas (11x11x3,5 cm) tipo gerbox® com vinte flores
por caixa, forradas com papel filtro esterilizado e umedecido em &gua estéril, que
permaneceram incubadas a 25 °C, no escuro por trés dias e apés, a 4 °C por mais trés dias
(adaptado de LUO et al., 2001). As avaliagbes foram feitas com auxilio de microscopio
estereoscopico observando-se a presenca de sintomas e sinais do patégeno nas estruturas

florais e expressas em porcentagem.

5.2.5. Analise estatistica

Apoés teste de normalidade, os dados de incidéncia de podriddo parda foram
transformados em Vx +1 e analisados através do programa estatistico SAS® utilizando-se
ANOVA e em caso de significancia aplicou-se o teste de Duncan a 5 %. Os dados das
analises bioquimicas ndo sofreram transformac¢des e foram analisados através do programa
SASM-Agri® versdo 8.0 (CANTERI et al., 2001).

5.2.6. Informacgdes climatoldgicas

Os dados de precipitacdo pluviométrica, umidade relativa do ar e temperaturas

ocorridas no local do experimento em campo para a fase de floracdo do pessegueiro estdo



93

representados no capitulo Il (Figura 4.2 ), os quais foram utilizados para a comparacéo

com os dados bioguimicos verificados neste experimento.

5.3. RESULTADOS

As concentracdes de proteinas sollveis totais foram significativamente superiores
em flores tratadas com calda sulfocalcica, fosfito com e sem o antagonista T. roseum na
cultivar Chimarrita, com valores mais elevados em relagdo a testemunha. Na cultivar

Granada, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabelas 5.1 e 5.2).

Para acucares totais na cultivar Granada, somente o fosfito associado ao T. roseum
nao foi significativo em relacdo a testemunha. Os demais tratamentos apresentaram
diferencas significativas com uma menor producdo de acUcares. Na cultivar Chimarrita,
valores significativos com menor producdo de acUcares foi verificado para os tratamentos
com calda sulfocélcida e o fosfito. Os acUcares redutores expressaram menor concentracao
para os tratamentos com fosfito de CaB e o antagonista T. roseum na cultivar Chimarrita,
enquanto que na cultivar Granada, os dados néo diferiram estatisticamente, embora a
menor producdo tenha ocorrido também com o tratamento do antagonista (Tabelas 5.1 e

5.2).

Todos os tratamentos, exceto para o T. roseum foram significativamente superiores
guanto a atividade de peroxidases na cultivar Chimarrita, cujo maior valor foi representado
pelo tratamento com fosfito e T. roseum apresentando 29,7 unid.enzimatica.min™. N&o
houve diferenca estatistica na cultivar Granada para a avaliacdo desta atividade. As
menores concentracdes ocorreram nas plantas néo tratadas com 12,73 unid.enzimética.min’
! na cultivar Granada e de 16,58 und.enzimatica.min™. na cultivar Chimarrita (Tabelas 5.1 e
5.2).

Diferencas significativas nas taxas de fendis totais foram encontradas na cultivar
Granada para o fosfito associado ou ndo ao T. roseum, em relagdo aos demais tratamentos
(Tabela 5.1). Na cultivar Chimarrita, a testemunha foi significativamente superior aos demais

tratamentos e o fosfito com menor valor (Tabelas 5.2).

Quanto a avaliacdo de aminoacidos, a calda sulfocalcica e o antagonista T. roseum
mantiveram valores mais elevados nas duas cultivares com diferencas significativas

somente na “Granada” (Tabelas 5.1 e 5.2).
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Tabela 5.1 — Concentracdo de proteinas totais, acucares totais e redutores, fendis,

aminoacidos, peroxidases, antocianinas e flavonoides em flores de pessegueiro, apds

diferentes tratamentos para controle da podriddo parda, cv. Granada. Rio do Sul, SC, 2006.

Proteinas AcUcares AcUcares Fendis Amino- Flavondides Antocianinas Peroxidases
TRATAMENTOS totais totais redutores (mg/g)  é&cidos (mg/g) (mg/qg) UE/ min/g
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Calda
s 530ns 951hb 0,74 b 591a 1,36a 152ns 0,06b 18,50 ns
Sulfocalcica
Fosfito de CaB + ¢ ,, 1072ab 1,18a 497ab 1,07b 1,37  006b 17,33
T. roseum
Trichothecium 5,26 862b 067b 58a 127a 161 01l1la 19,95
roseum
Fosfito de CaB 6,47 9,27b 0,84 a 470b 1,05b 1,58 0,11a 16,20
Testemunha 6,57 13,43a 0,98 a 592a 1,07b 1,41 0,11 a 12,73
CV (%) 11,57 16,96 21,75 8,79 8,63 33,59 14,94 37,44

CaB = Fosfito de Calcio e Boro (equivalente a 10,7 % P,0s + 3,89 % Ca + 0,51 % B). Dados originais
em (mg.g matéria vegetal'l). As médias seguidas verticalmente pala mesma letra, ndo diferem entre

si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

Tabela 5.2 - Concentragdo de proteinas totais, acuUcares totais e redutores, fendis,

aminodcidos, peroxidases, antocianinas e flavondides em flores de pessegueiro, apds

diferentes tratamentos para controle da podriddo parda, cv. Chimarrita. Rio do Sul, SC,

2006.
Proteinas AcguUcares AcUcares Fendis Amino- Antocianinas Flavondides Peroxidases
TRATAMENTOS totais totais redutores (mg/g) A&cidos (mg/qg) (mg/qg) UE/ min/g
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Calda 5,13
Sulfocélcica 6,14 a 11,03bc 16l1la bc 1,65a 0,21ns 1,38ab 28,92 a
Fosfito de CaB + 5,38
T. roseum 481lab 13,33ab 1,32a bc 1,26 b 0,17 1,54 a 29,70 a
Trichothecium 5,95
roseum 4,4 bc 11,54bc 0,83 b ab 1,62 a 0,21 1,08 c 19,72 bc
Fosfito CaB 558ab 9,61c 0,44 c 492c 1,47 ab 0,14 1,24 bc 26,88 ab
Testemunha 34lc 14,19a 151a 6,75a 1,44 ab 0,22 1,50 ab 16,58 ¢
15,16 12,16 14,80 8,68 10,80 29,27 10,49 18,38

CV (%)

CaB = Fosfito de Calcio e Boro (equivalente a 10,7 % P,Os + 3,89 % Ca + 0,51 % B). Dados originais
em g de matéria vegetal fresca. As médias seguidas verticalmente pala mesma letra, ndo diferem

entre si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade de erro.
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Considerando os valores absolutos verificou-se concentragbes mais elevadas de
flavondides na cultivar Granada para os tratamentos com calda sulfocélcica, T. roseum e
fosfitos de CaB (Tabela 5.1). Na cultivar Chimarrita, o T. roseum apresentou a menor

quantidade do composto em relacéo a testemunha (Tabela 5.2).

Valores significativamente mais elevados de antocianinas foram verificados na
cultivar Granada para os tratamentos com T. roseum, fosfito de CaB e testemunha (Tabela
5.1). Na cultivar Chimarrita ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, porém, as

maiores expressdes na producdo ocorreu para o0s tratamentos com calda sulfocélcica, T.
roseum e testemunha (Tabela 5.2).

Quanto a incidéncia da podridao parda durante o periodo de floracdo, os resultados
demonstraram que todos os tratamentos foram eficientes no controle da doenca para a
cultivar Chimarrita com reductes de 19 a 64 % em relagcdo a testemunha. Na cultivar
Granada, os fosfitos e o antagonista foram eficientes reduzindo a doenca de 45 a 64 %
em relacdo a testemunha (Figura 5.1).

70 - B Calda Sulfocélcica O Fosfito CaB + T.r a
T. roseum @ Fosfito CaB
60 - O Testemunha
ab
501 bc
S a
©
(&)
[y
)
S
o
£
Granada 2006 Chimarrita 2006

Figura. 5.1 — Médias de incidéncia (%) de podriddo parda em flores de pessegueiro, apos
tratamentos, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do Sul, SC, 2006.

CaB = calcio e boro, T.r = Trichothecium roseum. Dados originais. Colunas seguidas da mesma letra
dentro do mesmo ano e cultivar, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

As regressbes que melhor explicam a relagdo entre os valores dos compostos

analisados e a inciéncia da doenca foram os fenois e peroxidases na cultivar Granada,
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fendis e proteinas na “Chimarrita”. O aumento de fendis e peroxidases na cultivar Granada e
fenois para a cultivar Chimarrita apresentou relagéo positiva com a redugéo na incidéncia de
podriddo parda em flores de pessegueiro enquanto que o aumento de proteinas na cultivar

Chimarrita teve relagéo positiva com o crescimento da doenca (Figura 5.2).

0,35 + 0,35 +
(A) Granada 2006 (B) Granada 2006
0,30 - 0,30 - 23 y =-0,0346x + 0,833
~ y =-0,0842x + 0,6619 ~ )
g 2 g R< = 10,7993
£ 025 R?=0,7103 £ 05
© Ko
2 2
@ 0,20 - @ 0,20 A
i) S
[&] O
c c
= 0,15 - = 015 - \
0,10 \ 0,10 \ \ \
4 5 6 7 15 17 19 21
Fendis (mg/qg) Peroxidases (UE/min/g)
0.60 1 () chimarrita 2006 0.60 1 (D) chimarrita 2006
0,55 - 0,55 1 y =-0,2897x + 1,9433
— —~ 0,50 - —
5 0.50 - R 5 R? = 0,9673
o © 0,45 -
e 9457 = 040
S 0,40 - & =
S S 0,35 - R
< i @D
5 035 S 0,30
I 0,30 - y =0,153x - 0,4092 <€ 025 |
0,25 | R =0,7836 0,20 |
. L
0,20 ‘ : ‘ 0,15 \ ‘ |
4 5 6 7 4 5 6 7
Proteinas (mg/g) Fendis (mg/g)

Figura. 5.2 — Regressao linear entre incidéncia de podriddo parda e concentracfes de

fendis, proteinas e peroxidases em flores de pessegueiro, cvs. Granada e Chimarrita. Rio do

Sul, SC, 2006.
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5.4. DISCUSSAO

As proteinas totais apresentaram diferengas estatisticas na cultivar Chimarrita com
valores superiores a testemunha para os tratamentos com calda sulfocalcica, fosfito de CaB
+ T. roseum e fosfito de CaB. Esta elevacdo dos valores de proteinas podem estar
relacionadas ao efeito destes produtos no processo de inducao de resisténcia, estimulando
a planta a produzir proteinas relacionadas a patogéncidade (proteinas-RPs). Uma Unica
proteinas-RP, na cultura do fumo, pode constituir aproximadamente 1 % das proteinas
soluveis de uma folha infectada, cujo total de proteinas-RPs pode ficar acima de 10 % do
total. Isso deve ser considerado, principalmente em relacdo ao desvio metabdlico de 6rgéo
de crescimento e/ou reproducdo da planta necessitando de mais tempo para a formacéo
estrutural da planta havendo limitacGes para a sintese de enzimas relacionadas a
patogenicidade, especialmente quando as condi¢des climaticas e nutricionais ndo sao
ideais (HEIL e BOSTOCK, 2002). Entre as proteinas-RPs mais pesquisadas estdo as 3-1,3-
glucanases e as quitinases, que possuem atividade hidrolitica, quebrando polimeros
estruturais presentes nas paredes dos patégenos, com atividade aumentada quando as
plantas sédo tratadas com indutores de resisténcia (LABANCA, 2002). A evidéncia da
ocorréncia de ligagBes de elicitores a proteinas de membrana (receptores) tem sido relatada
por KELLER et al. (1996), bem como o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese

(PRP), quando do ataque de patégenos, ou via estimulo por agentes estressores abiéticos.

As diferentes expressdes de proteinas entre as duas cultivares indica que o
metabolismo entre as cultivares é diferente podendo haver uma maior ativagdo enzimatica
com maior eficiéncia sobre o substrato (> Kn) ou a cultivar possuir geneticamente um maior
pool enzimatico ou ainda uma maior regulacdo enzimatica a nivel de traducdo com maior

expressao de algumas enzimas como a fostase e quitinase entre uma cultivar e outra.

Os resultados na cultivar Granada indicaram que os tratamentos com T. roseum e a
calda sulfocélcica alteraram o metabolismo de aminoacidos havendo relacdo entre a
producdo deste composto e proteinas com a producdo de flavondides e antocianinas. Este
composto é importante para a formacdo de compostos secundarios ou proteinas, como
aminodcidos alifaticos provenientes do ciclo do 4cido tricarboxilico que séo necessarios para
a formacdo de produtos secundarios nitrogenados, ou entdo, aminoacidos aromaticos
provenientes da rota do acido chiquimico, necessarios para a formacdo de compostos
fendlicos e nitrogenados. De forma mais simples, os aminoacidos servem de substrato para

a formacéo de proteinas-RPs ou compostos fendlicos (CAVALCANTI et al., 2005).

A regressao linear entre a atividade de peroxidases e a incidéncia da doenca com

coeficiente de regresséo (R de 0,70, indica que uma das possiveis formas de acéo desses
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produtos avaliados esteja relacionada a ativacdo dessas enzimas para formacgéo de lignina
ou outro composto dependente das mesmas (Figura 5.2). As peroxidases séo glicoproteinas
capazes de catalizar a producdo de H,O,, a formacdo de lignina, incorporagdo de
glicoproteinas a parede celular, destruicao peroxidativa do acido indolilacético e de outros
reguladores de crescimento. As peroxidases, bem como outras enzimas como a superoxido
dismutase e a catalase, atuam sobre as EAOs de modo a livrar a célula de seu efeito. As
peroxidases ndo tém relacdo direta com a RSA, no entanto, a alteragcdo de sua atividade é
um indicio de alteracdo do metabolismo da planta, como na formacdo da lignina pela
polimerizacdo de fendis (LABANCA, 2002). A lignina é formada pela polimerizacdo de
precursores produzidos na rota dos fenilpropandides, sendo iniciada pela deaminacdo da
fenilalanina para 4cido cindmico e catalizada pela enzima fenilalanina aménia-liase. Outras
enzimas na rota dos fenilpropandides, a 4&lcool-cinamil-desidrogenase, 4-cumarato e
peroxidases também estdo envolvidas na producédo de compostos de defesa como a lignina
(STICHER et al., 1997). Vesiculas armazenadoras de fendis migram em direcdo a parede
celular, onde ocorre a descompartimentalizacdo dos fenois das por¢cdes glicosidicas. Os
fendis livres sofrem oxidacao, ligacdo a parede celular ou sdo polimerizados, sendo que a
acdo do H,0, catalisada por uma peroxidases sobre os alcodis 4-coumaril, coniferil e sinapil
leva & geracao de radicais livres e a formacédo de lignina (LABANCA, 2002). A lignina pode
atuar em diferentes mecanismos, como na modificacdo da parede celular e no
estabelecimento de barreiras mecénicas ao avango e crescimento do patdégeno tornando a
parede celular mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas, no aumento da resisténcia
das paredes a difusdo de toxinas produzidas por patégenos e impedindo que nutrientes do
tecido hospedeiro sejam utilizados pelo invasor (PASCHOLATI e LEITE, 1994). A correlacéao
entre o aumento de fendis e a reducdo da doenca (Figura 5.2) sdo um indicativo de que a
maior producdo destes compostos promovida pelos tratamentos interferiram positivamente

na reducao da incidéncia de M. fructicola.

Os menores valores de fendis observados com o uso de fosfito de CaB para as duas
cultivares, pode ser um indicativo de que a forma de atuac&o na inducdo de resisténcia, ndo
seja preferencialmente a ativacdo da rota para producdo de fendis totais, mas outras rotas
que merecem ser melhor estudadas como a ativacdo de compostos nitrogenados, terpenos,
ou até mesmo a ativacado de proteinas-RPs. No entanto, ha de se considerar a possibilidade
de envolvimento das peroxidases no metabolismo dos fendis em funcdo da fase de
desenvolvimento da cultura cujo aumento significativo ocorreu na cultivar Chimarrita (Tabela
5.2) com coeficiente de regressdo (R? de 0,96 nessa cultivar e de 0,71 na Granada,
indicando que o0 aumento desse composto estd diretamente relacionado com a reducéo da

doenca (Figura 5.2). Essa alternancia entre fenois e peroxidases em determinada fase da
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cultura pode ser explicada em funcdo da reacdo enzimatica que ocorre entre esses dois
compostos, uma vez que as peroxidases podem utilizar os fendis, principalmente aqueles de
baixo peso molecular, como substrato para sua sintese, apresentando sempre um balango
inversamente proporcional (FRY, 1986). Desse modo, sugere-se que tais compostos por
estarem interrelacionados sejam analisados em conjunto uma vez que 0 aumento de um
podera causar redugdo no outro ndo prejudicando o processo de inducdo de resisténcia das

plantas.

A concentracdo de acUcares totais e redutores, ndo permitiram de forma coerente
relacionar estes compostos com os tratamentos aplicados ou com a inducao de resisténcia.
Os resultados, no entanto, demostraram nas duas cultivares que a atividade metabdlica nas
plantas tratadas exigiu maior gasto energético. Evidenciou-se nas duas cultivares a
necessidade de maior consumo de acucares para aumento da atividade de peroxidases
uma vez que 0s tratamentos que apresentaram menores concentragfes de acguUcares

apresentaram maior atividade de peroxidases e vice-versa (Tabelas 5.1 € 5.2).

Embora os ciclos metabdlicos estajam integrados e um processo metabdlico de
inducdo poder afetar o metabolismo priméario do carbono, como a glicélise, pentose fosfato
ou ciclo do &cido citrico, a utilizacdo de agucares para a producdo de compostos de defesa
e a manutencdo do metabolismo primario faz com que sua concentracdo nos tecidos
vegetais fique reduzido. Além disso, a concentracdo de agUcares pode depender ainda de
condi¢cdes ambientais, nutricionais ou fisiolégicas. Segundo PASCHOLATI e LEITE, (1995),
a contribuicdo dos mecanismos bioquimicos para a resisténcia das plantas, ndo é
necessariamente uniforme, de modo que em dada circunstancia, o hospedeiro mostra-se
resistente, principalmente devido a componentes estruturais, sendo a contribuicdo de
entidades bioquimicas menos relevante. Em outras situagdes, contudo, o inverso podera ser
observado. Desta forma, quando se busca elucidar os mecanismos envolvidos na expressao
de resisténcia de uma populacdo de plantas a um patégeno a abordagem deve levar em
consideracdo além das caracteristicas individuais das espécies, as condi¢cdes climaticas

presentes.

Em relacdo a antocianinas e flavonoides houve alteracdo em seus teores, ocorrendo
diferencas para antocianinas em dois tratamentos na cultivar Granada e para flavonéides
com um tratamento na cultivar Chimarrita. Estes dados demonstram que os tratamentos
propostos alteram a rota dos fenilpropandides para formacdo destes compostos,
possivelmente na formacdo de fitoalexinas. As fitoalexinas possuem grande diversidade
sendo que mais de 300 tipos ja foram caracterizados entre diferentes classes de compostos
guimicos, como cumarinas, diterpenos, flavondides, luteolinidina, apigenidina e

apigeninidina (CAVALCANTI et al., 2005). Uma menor ou maior produgéo de antocianinas e



100

flavondides pode ter relacdo com o desvio de rota metabdlica para a producdo de
fitoalexinas as quais sdo ativadoras dos mecanismos de defesa no controle de
fitopatdégenos, sendo que os fosfitos possuem acao direta na producdo desses compostos
(GUEST e GRANT, 1991; JACKSON, 2000; NOJOSA et al., 2005). Nao houve relacdo entre
a producdo de antocianinas e flavonoides com a concentracéo de agucares indicando que a
producdo destes compostos dependem mais diretamente do uso de proteinas como
substrato uma vez que houve relacdo entre a quantidade destas e de aminoacidos com a

producdo de antocianinas e flavonoides (Tabelas 5.1 e 5.2).

Dois aspectos que podem justificar a variabilidade dos dados neste trabalho
merecem serem considerados. O primeiro referente ao curto espaco de tempo entre a
pulverizacdo e a coleta das flores para a manifestacdo de modificacbes metabdlicas com
expressao na producdo de substéncias de protecdo. Mesmo ndo sendo este fator comum
para todas as planta podendo em certos casos a expressdo ser confirmada poucas horas
apos a aplicacdo de um indutor, para algumas plantas e dependendo do tipo de amostra a
ser utilizada h&a necessidade de um intervalo de tempo entre exposi¢do da planta ao indutor
e a expressao da resisténcia (STADNIK e MARASCHIN, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2004). O
segundo aspecto refere-se as variagdes climaticas ocorridas durante a fase de floragdo com
alguns periodos de muita chuva e outros seco e oscilagdes bruscas de temperatura, as
quais variaram entre 4 até 25 °C (Figura 4.2 do Cap. Il). Foram observadas diferencas na
producdo de compostos bioquimicos segundo a cultivar e ano do experimento com o0s
produtos utilizados, podendo com isso, em um determinado momento haver resposta da
planta a um tipo especifico de elicitor com a producdo de uma substancia especifica para
aquele momento, hora outros compostos sdo produzidos de acordo com o0s produtos
utilizados e as circunstancias ambientais decorridas. A alta pressdo da doenca pode ter

contribuido para uma maior elicitagdo na producéo de compostos de defesa.

Neste sentido, trabalhos realizados em 1988 por MOLE e WATERMAN, confirmaram
que fatores abidticos naturais como irradiacdo solar, luz UV, seca, nutrientes e estacdes do
ano influenciam no metabolismo e na producdo de compostos fendlicos. Varios fatores
ambientais influenciam a producéo de flavonoides nas plantas, como, por exemplo, infeccao,
temperatura, nutricdo, injuria, metabolismo do acucar e do nitrogénio e qualidade de
radiacdo (BLANK, 1947). A radiacdo solar € um dos fatores que, via de regra, esta
relacionada a variacdo quantitativa. Muitos trabalhos demonstraram que ha um aumento
gquantitativo de flavonoides em érgdos expostos a luz, em comparacdo com aqueles que
estdo a sombra (HOLST, 1977).

Os resultados positivos obtidos com calda sulfocélcica e o fosfito na producdo de

compostos de protecdo e no controle de M. fructicola podem estar relacionados também
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com as baixas concentragdes destes produtos utilizados neste trabalho. Segundo JACKSON
et al. (2000) a acao direta ou indireta dos fosfitos sobre os patégenos, tem estreita relacéo
com sua concentracdo na planta que, em baixas concentracdes, menos de 2 mM, os fosfitos
normalmente atuam sobre os tecidos da planta estimulando a producdo de substancias de
defesa como fendis e fitoalexinas, enquanto que, se utilizado em altas concentraces
podera atuar diretamente sobre o patdgeno, sem a necessidade de alterar seus
mecanismos de defesa. O uso destes produtos em varias concentra¢des durante a fase de

floracdo do pessegueiro para analise bioquimica sao indicados para trabalhos futuros.

Quanto aos nutrientes envolvidos nos tratamentos com calda sulfocalcica e fosfito, o
fésforo, calcio, enxofre e boro sdo todos elementos fundamentais na formacdo de
compostos bio-orgéanicos e processos metabdlicos, indispensaveis para o desenvolvimento
das plantas. A acdo desses elementos sobre o controle de doencas fangicas tem relacdo
estreita com suas deficiéncias ou excessos nas plantas bem como sua associagao, tendo
efeito significativo sobre varias doencas (ZAMBOLIM e VENTURA, 1993; MARSCHNER,
1995; MALAVOLTA et al., 1997).

O controle da podriddo parda pelo antagonista T. roseum (Figura 5.1), pode estar
relacionada com sua agéo direta sobre o patégeno ou pela producado de substancias toxicas
ao patégeno. Sobre esta questdo, trabalhos feitos por MOREIRA (1999), confirmaram agéo
de hiperparasitismo e antibiose sobre M. fructicola. No Jap&o, KONISHI et al. (2003)
extrairam do micélio de T. roseum algumas micotoxinas que segundo estes autores sao as
responsaveis pela acdo de antibiose na inibicdo do desenvolvimento de alguns

fitopatégenos.

Embora a fase de floracdo do pessegueiro ocorra em periodo curto de tempo, 0s
valores dos compostos encontrados bem como algumas correlagdes entre seus valores e a
incidéncia da podriddo parda demonstram que os tratamentos realizados produziram efeitos
bioguimicos favoraveis para a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta contra a

doenca.

5.5. CONCLUSOES

Os compostos de proteinas totais, aclcares totais e redutores, aminoacidos, fendis,
flavondides, peroxidases e antocianinas foram alterados pelas mudancas no metabolismo
vegetal, das plantas tratadas com calda sulfocélcica, fosfitos de CaB e o antagonista

Trichothecium roseum durante a fase de floragdo do pessegueiro.
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Valores mais elevados de proteinas e agucares na fase de floragdo favoreceram o
desenvolvimento da M. fructicola enquanto que para os fenodis e peroxidases o efeito foi

contrario.

Houve diferengas no metabolismo vegetal entre as cultivares Granada e Chimarrita

indicando que a resposta de defesa de uma cultivar é diferente da outra.
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6- CAPITULO IV- METODOLOGIA PARA PRODUCAO E ARMAZEN AMENTO DE

Trichothecium roseum

RESUMO

O presente experimento buscou desenvolver uma metodologia para producdo do
antagonista Trichothecium roseum em diferentes substratos e testar sua viabilidade quando
mantido armazenado em ambientes com temperaturas variadas. Os substratos utilizados
foram o arroz integral, casca de arroz, sorgo granifero e trigo em grao fervidos em agua de
torneira por 5, 10 e 20 min. e sem ferver. Em seguida foram adicionados aos mesmos BD
(batata e dextrose), agua destilada ou a associacdo dos dois produtos e autoclavados por
duas vezes durante 25 min. Na sequéncia os substratos foram inoculados com o
antagonista e incubados a 25 °C por 7 dias. A avaliacdo de viabilidade do indculo
armazenado foi testada nas temperaturas: -4, 4, 15, 25 e 35 °C e a temperatura ambiente,
por um periodo de 90 dias. Os resultados obtidos indicaram que os melhores substratos
para a producdo do antagonista foram o arroz, sorgo e trigo sendo que as melhores
esporulacdes para os substratos de arroz e sorgo ocorreram quando fervidos durante 10 e
20 min e para o trigo 5 e 10 min antes da inoculagdo do fungo. O substrato de casca de
arroz nao apresentou boa esporulacdo, ndo sendo indicado para a producéo do antagonista.
Os substratos de arroz e trigo sem adicdo de BD foram eficientes na producdo do
antagonista demonstrando que o mesmo consegue se multiplicar sem a adi¢do de nutrientes
aos substratos. O indculo apresentou acentuada perda de viabilidade dos conidios ap6s 30
dias de armazenagem principalmente nas temperaturas superiores a -4 °C. O ambiente que
melhor manteve a viabilidade dos conidios foi na temperatura de -4 °C onde as reducdes de
viabilidade foram de 17,08 % aos 30 dias, 51,14 % aos 60 dias e 64,14 % aos 90 dias,
sendo que, esta temperatura pode ser facilmente conseguida em freezer de geladeira,
dispensando grandes investimentos em equipamentos para conserva¢ao do antagonista por

parte de seus futuros usuarios.

Palavras-chave: Controle biolégico, producéo de inéculo, substratos, viabilidade
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METHOD FOR Trichothecium roseum PRODUCTION AND STORAGE

ABSTRACT

The current experiment aimed at developing a methodology for production of the
antagonist Trichothecium roseum in different substrates and also test its viability when stored
in diferents temperatures. The substrates used were brown rice, rice hulls, grain sorghum
and wheat grain boiled to tap water for 5, 10 and 20 min and not boiled. After that, the
following were added: PD (potato and dextrose), distilled water or the association of the two
products, and autoclaved twice for 25 min. In the sequence, the substrates were inoculated
with the antagonist and incubated at 25 °C for 7 days. The evaluation of the stored inoculum
viability was tested at six temperatures: -4, 4, 15, 25, 35 °C and ambiental temperature, for
90 days. The results obtained showed that the best substrates for the production of the
antagonist were rice, sorghum and wheat, so that the best sporulation for the rice and
sorghum substrates occurred when boiled for 10 and 20 min. and for wheat, 5 and 10 min.
before the fungus inoculation. The rice hulls substrate did not present enough sporulation;
therefore it is not recommended this purpose. The rice and wheat substrates without PD
addition were efficient in the production of the antagonist, demonstrating that it can multiply
without the addition of nutrients to the substrates. The inoculum presented significant loss of
conidia viability after 30 days of storage, mainly at temperatures higher than -4 °C. The best
storage condition to maintain the viability of the inoculum was at temperature -4 °C, where
the reductions in viability of the conidia were 17.08 % at 30 days, 51.14 % at 60 days and
64.14 % at 90 days; this temperature can easily be obtained in domestic freezers; therefore,
future users do not need to make high investments in equipment for the conservation of the

antagonist.

Key words: Biological control, Production of inoculum, Substrates, Viability.
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6.1. INTRODUCAO

O crescimento da agricultura organica em todo o mundo é um fato concreto em
busca de um sistema que atenda as exigéncias do consumidor por produtos isentos de
residuos téxicos e menos poluentes ao meio ambiente. A restricdo ao uso de produtos
guimicos para o controle de doencgas das plantas na produgdo organica forca os meios
cientificos a buscarem novas alternativas ao controle de fitopatdégenos a fim de atender as
necessidades dos produtores e garantir o ndo comprometimento deste sistema de producéo.
Neste sentido, o controle biolégico baseado no uso de microorganismos antagonistas para o
controle de doenca das plantas vem sendo exaustivamente pesquisado em todo o mundo
(OGAWA, 1995; OOIJKAAS et al., 1998; STADNIK e TALAMINI, 2004).

Atualmente diversos antagonistas vem sendo utilizados no controle de doenca das
plantas como é o caso de Trichoderma spp. para controle de patégenos do solo, Hansfordia
pulvinata (Berk. e M.A. Curtis) S. Hughes, para controle do mal-das-folhas da seringueira,
Acremonium sp. para controle da lixa-do-coqueiro e Gliocadium roseum Bainier, para o
controle de Botrytis spp. em morangueiro, entre outros (BETTIOL, 1991; BETTIOL e GHINI,
2004).

Na escolha de um antagonista, algumas caracteristicas importantes devem ser
observadas como: a sua rapidez em se instalar e crescer no meio a que foi inoculado,
estabilidade e esporulacdo rapidas, capacidade de sobrevivéncia no meio onde se
encontram os patégenos a serem controlados, ndo devem ser fitopatogénicos, devem ter
propriedades que facilitem sua aplicagcdo na superficie das plantas ou solo e ainda ser
facilmente cultivado em meios disponiveis de modo que grandes quantidades de inéculo

possam ser produzidas a baixo custo (BETTIOL, 1991).

Apos a selecdo o antagonista deve ser submetido a testes in vitro e in vivo, para sua
validacdo (BETTIOL, 1991). Vencidas estas etapas torna-se necessario o desenvolvimento
de uma metodologia de producéo do inéculo em alta escala a fim de facilitar sua utilizacdo
efetiva em campo. Algumas metodologias para producdo de antagonistas especificos ja
foram desenvolvidas e sdo conhecidas como é o caso do Trichoderma sp. produzido em
semente de sorgo sacarino e arroz, Epicoccum nigrum Link, em substratos de vermiculita,
Fusarium solani (Mart.) Sacc., em substrato de sorgo, Phytophthora nicotianae Breda de
Haan, em sementes de trigo e outros (LEONI e GUINI, 2003; LARENA et al., 2004; COSTA
e COSTA, 2004; BETTIOL e GUINI, 2004).

O fungo Trichothecium roseum (Pers.) Link € um fungo residente em pomares de
pessegueiro, capaz de desenvolver-se saprofiticamente o que Ihe garante a sobrevivéncia

em restos de cultura, restos de animais em decomposicdo e sobre frutos em decomposicdo
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ou mumificados. Este fungo foi observado nos Estados Unidos, sobre frutos mumificados de
péssegos e nectarinas Prunus persica (L.) Batsch var. nucipersica provenientes de pomares
comerciais (HONG e MICHALIDES, 1997).

No Brasil, o fungo T. roseum (isolado UFPR-F4) foi obtido de frutos de péssegos e
ameixas Prunus salicina Lindley, provenientes de pomares convencionais em trabalho de
pesquisa realizado em 1997 na Universidade Federal do Parana e submetido a testes in
vitro de antibiose, hiper-parasitismo e influéncia da temperatura os quais demonstraram
eficiéncia do antagonista no controle da Monilinia fucticola (G. winter) Honey, (MOREIRA,
1999; MOREIRA, 2005). A mesma autora testou in vivo, dois isolados de Trichothecium os
quais proporcionaram um controle superior a 85 % de lesdes latentes em frutos de péssego
(MOREIRA et al., 2002). Novos testes feitos em campo utilizando fungicidas comerciais
alternados ou ndo com o antagonista T. roseum e fosfitos de CaB e K, demonstraram
controle da podriddo parda de 44,7 a 88 % em relacdo a testemunha quando aplicados
durante a floracéo e desenvolvimento dos frutos (MOREIRA e MAY DE MIO, 2006).

Em trabalho mais recente, em pomar de pessegueiro em cultivo organico no Estado
de Santa Catarina foi testado o antagonista T. roseum para controle da podriddo parda nas
cultivares Granada e Chimarrita nos anos de 2004 e 2005, cujos resultados apresentaram
reducdo da doenca de até 95 % em flores e de 76.6 % em frutos verdes comparadas a
testemunha (NEGRI et al., 2005).

O cultivo do fungo T. roseum para uso nos trabalhos desenvolvidos nestes ultimos
anos foi basicamente em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e posteriormente
inoculados em substrato de gréos de trigo conforme metodologia adotada por MOREIRA

(2005) cujo in6culo tinha como objetivo a aplicacdo imediata.

Na tentativa de encontrar formas simples de produgdo e armazenagem do
antagonista T. roseum visando atender as necessidades dos produtores de péssego em
utilizar o controle biolégico como uma estratégia de manejo da podriddo parda, o presente
trabalho objetivou o desenvolvimento de uma metodologia de producdo desse antagonista
avaliando condi¢cbes de armazenamento e viabilidade em diferentes substratos, facilmente

encontrados e de baixo custo.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Obtencéo do antagonista Trichothecium roseum
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O fungo T. roseum (isolado UFPR F4) foi isolado em trabalho de pesquisa com
controle biologico realizado em 1997 junto ao Laboratério de Epidemiologia e Manejo de
Doencas da Universidade Federal do Parand onde passou por testes de antibiose e hiper-
parasitismo para avaliar sua atividade antagénica (MOREIRA et al., 2002). A multiplicagédo
do isolado foi feita em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubados a 25 °C
durante sete dias. Algumas placas de Petri colonizadas pelo antagonista foram transferidas
para o Laboratério de Fitopatologia da Epagri em Santa Catarina, onde o trabalho de

producdo do indculo foi desenvolvido.

6.2.2. Producao do inéculo de  Trichothecium roseum

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da estacdo experimental da
Epagri no municipio de Ituporanga — SC. A multiplicacdo do fungo foi feita in vitro retirando-
se discos de 0,5 cm de didmetro de BDA contendo o fungo T. roseum em pleno
desenvolvimento e transferidos para o centro de placas Petri e em seguida incubadas por 10
dias a uma temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Para o preparo do inéculo,
foram utilizados os substratos de arroz integral descascado, casca de arroz, sorgo granifero
e trigo em gréo. Todos os substratos foram submetidos a fervuras em &gua de torneira nos
tempos de: 5, 10 e 20 min e sem ferver, antes de serem autoclavados e em seguida
distribuidos em vidros de conserva com 200 g de substrato em cada vidro. Cada um dos
substratos foi sub-dividido em quatro tratamentos (T1, T2, T3 e T4) com quatro repeticbes
por tratamento, ou seja, quatro vidros com 200 g de substrato, num total de 16 tratamentos
(54 vidros). Estes tratamentos receberam 10 mL de BD (batata + dextrose) ou de agua de
torneira antes de serem autoclavados e mais 10 mL junto com o fungo no momento da
inoculagéo, da seguinte forma: T1, (BD + BD); T2, (BD + agua); T3, (agua + BD) e T4, (agua

+ agua).

Todos os tratamentos foram tindalizados em autoclave por 25 min e em seguida em
camara de fluxo laminar foi adicionado o contelddo de uma placa de Petri com meio
totalmente colonizado pelo fungo para cada vidro (repeticdo). Ap6s a inoculacdo, os vidros
foram agitados manualmente para homogeneizar o substrato com o fungo e incubados a 25

°C por sete dias com 12 horas de luz e 12 horas no escuro.

Para avaliar o efeito dos tratamentos, a concentracdo foi determinada em camara de
Neubauer diluindo-se 50 g do in6culo por repeticdo de cada tratamento em 1 litro de agua. A
viabilidade dos esporos foi avaliada adicionando-se 0,3 mL da solu¢édo sendo feito 4 placas
de Petri (40 x 10 mm) com AA (Agar+agua) e em seguida incubadas a 25 °C no escuro por

12 horas. Na sequéncia foram contados os primeiros 25 esporos de cada placa, totalizando
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100 esporos por repeticdo de cada tratamento e, considerado viaveis aqueles em que o pro-

micélio era maior que o maior diametro do esporo.

6.2.3. Armazenamento e conservacao

Para os testes de armazenamento o inéculo foi produzido em substrato de sorgo e
trigo, considerando que estes foram os melhores nos testes de concentragdo e germinacdo
feitos anteriormente. Estes substratos foram fervidos por 10 minutos adicionando-se
somente agua ao substrato (tratamentos 4). Em seguida selecionou-se o substrato de sorgo
por ter apresentado maior concentracdo de conidios, o qual apds ser homogeneizado foi
distribuido em vidros de conserva com 100 g em cada vidro e separados em seis amostras
com quatro repeticbes. Posteriormente, as amostras foram armazenadas nas condicdes de
temperatura ambiente (prateleira), freezer de geladeira (-4 °C), geladeira (4 °C), BOD a 15,
25 e 35 °C sendo colocada uma amostra com quatro repeticbes em cada local. Foram
avaliadas as concentracfes e viabilidade do in6culo no primeiro dia antes do inicio do
armazenamento e apos aos 30, 60 e 90 dias. Para avaliar a concentracao diluiu-se 5 g de
in6culo de cada vidro em 100 mL de agua e observada em cémara de Neubauer. A
viabilidade dos esporos foi determinada adicionando-se 0,3 mL de cada solugdo em quatro
placas Petri (40 x 10 mm) contendo AA (Agar-agua) e incubadas a 25 °C por 12 horas no
escuro. Eram contados 25 esporos de cada placa (100 esporos por repeticdo) com auxilio
de microscopio éptico considerando-se vidveis aqueles em que o pro-micélio era maior que
0 maior didmetro do esporo. A porcentagem de esporos viaveis foi obtida pelo somatério das

quatro placas avaliadas de cada repetigao.

6.2.4. Analise estatistica

Os dados de concentrac&o foram apresentados em conidios X 10°/mL e a viabilidade
dada em porcentagem. Estes dados foram transformados em indices pelo produto entre
conidios X 10%mL X % de germinacéo, o qual foi utilizado para andlise estatistica para a
determinacdo do melhor tratamento na producdo do indéculo. A melhor condicdo de
armazenagem do inéculo foi determinada pelas melhores taxas de concentracdo e
viabilidade de conidios presentes no indculo ao longo do tempo. Apds teste de normalidade,
houve necessidade de transformacéo dos dados de concentracéo e os indices em Vx +1 e
os dados de viabilidade nédo transformados. A analise estatistica foi realizada utilizando-se
andlise fatorial pelo programa Estatistica® 6.0 e as anélises paramétricas com ANOVA e em
caso de significancia aplicou-se o teste de Duncan e Scott-Knott a 5 % de significancia,
através do programa SASM-Agri® vers&o 8.0 (CANTERI et al., 2001).
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6.3. RESULTADOS

A andlise fatorial dos dados demonstrou que houve significancia a 1 % entre os
substratos, entre os tratamentos e a interacdo entre substratos e tratamentos. Para as
interacdes dos tempos de fervura entre os substratos e os tratamentos ocorreu significancia
a 5 %. Nao houve significancia para os tempos de fervura dos substratos bem como a

interacdo destes tempos com os substratos e tratamentos (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 — Analise fatorial entre os substratos, tratamentos e tempos de fervura para

producdo de indculo de Trichothecium roseum.

CAUSAS G.L. Q.M. F
Substratos (A) 3 15117,31 11,4134 **
Tratamentos (B) 3 21317,38 16,0944 **
Tempo Fervura (C) 3 1086,676 0,8204 ns
Interacdo AXB 9 10189,41 7,6929 **
Interacdo AXC 9 2948,576 2,2261 *
Interacéo BXC 9 2814,752 2,1251 *
Interacdo AXBXC 27 2033,667 1,5354 ns
Tratamentos 63 4937,265 3,7276 **
Blocos 3 860,4923 0,6497 ns
Total 120

(A) = Arroz integral, casca de arroz, Sorgo e Trigo em gréo. (B) = Tratamentos com adi¢do de 10 mL
de BD ou agua antes ou ap0s autoclavar os substratos, sendo: T1 (BD+BD); T2 (BD +agua); T3
(dgua+BD); T4 (agua+agua). (C) = Tempos de fervura dos substratos antes de autoclavar (zero, 5,
10, e 20 min). * Significativo (5 %), ** Significativo (1 %)

De um modo geral, os tratamentos ndo submetidos a fervuras antes da inoculagéo
do fungo comparados aos fervidos apresentaram concentragdo mais baixas de conidios
ficando estas entre 0,2 e 3,6 x 10° conidios.mL™, com excec&o para os substratos de sorgo,
tratamento 3 e arroz, tratamentos 4 que, apresentaram respectivamente concentracdes de
6,1 e 8,1 x 10° conidios.mL™ (Tabela 6.2).

As concentracdes do fungo aumentaram nos substratos fervidos por 5 minutos,

menos no arroz. Neste caso, os substratos de trigo apresentaram de 6,9 a 13,6 x 10°



113

conidios.mL™ sendo que os tratamentos 3 e 4 foram estatisticamente significativos em
relacdo aos demais, tendo apresentado 9,9 e 13,6 x 10° conidios.mL™ respectivamente
(Tabela 6.2).

Os substratos fervidos por 10 minutos apresentaram no conjunto os melhores
resultados em relagdo aos demais tempos de fervura, exceto para casca de arroz. As
maiores concentracdes pela ordem foram obtidas para o trigo (tratamento 4) com 14,6, arroz
4 com 12,7, sorgo 1 com 11,1, arroz 1 com 10,8, sorgo 2 com 8,9, sorgo 3 com 8,0 e sorgo 4
com 6,9 x 10°conidios.mL™. Para o tempo de 20 minutos de fervura, o tratamento 2 com
substrato de arroz e os tratamentos 2 e 3 com sorgo foram estatisticamente superiores aos

demais, tendo apresentado 13,5, 6,1 e 8,3 x 10° conidios.mL™ respectivamente (Tabela 6.2).

Na avaliacdo da germinacdo dos conidios, observou-se que nos substratos nao
fervidos, o tratamento 2 com arroz diferiu sobre os demais apresentando taxa de 69,5 %.
Os melhores resultados foram obtidos com os tratamentos em sorgo 0s quais apresentaram

de 94 a 96,5 % de germinacdo embora nado tendo diferindo estatisticamente dos demais.

Para o tempo de 5 minutos de fervura dos substratos, todos os tratamentos com
sorgo e trigo e o tratamento 4 com arroz diferiram dos demais com 76,50 a 97,25 % de

germinacéo (Tabela 6.2).

Para os substratos fervidos por 10 min, todos os tratamentos com sorgo e trigo
apresentaram resultados positivos sobre os demais com 96 a 98,75 % de germinagao sendo
os melhores o tratamento 4 com trigo (98,75 %) e o0 2 com sorgo (98,25 %). Os tratamentos
1 e 2 com arroz, também foram eficientes embora com valores inferiores ao sorgo e trigo

tendo apresentado respectivamente 85 e 85,75 % de germinacgéo (Tabela 6.2).

Para os substratos fervidos durante 20 minutos, somente os tratamentos com sorgo
e o tratamento 1 com arroz foram eficientes apresentando 83,5 a 92 % de germinagéo. Os
tratamentos feitos com casca de arroz e os tratamentos 3 e 4 com arroz quando fervidos por
10 e 20 minutos apresentaram uma acentuada reducdo de germinacdo de conidios em

relacdo aos demais substratos e tratamentos (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2 — Concentracdo e germinacdo de conidios de Trichothecium roseum produzidos
em diferentes substratos e submetidos a tratamentos com BD (batata + dextrose) ou agua e

fervidos em tempos diferentes. ltuporanga, SC, 2006.

Substratos e Concentracao (conidios X 10°) Germinacao (média %)

tratamentos * Tempo de fervura dos substratos (min) Tempo de fervura dos substratos (min)
ZERO 5 10 20 ZERO 5 10 20

Arroz Integral 1 21b 0,2c 10,8a 3,2b 9500a 22,00b 8500b 8350a

Arroz Integral 2 24b 0,3c 3,1b 135a 69,50b 20,75b 8575b 70,25b

Arroz Integral 3 0,2b 0,5c¢c 48Db 39b 81,25b 2850b 62,75c 64,50hb
Arroz Integral 4 8,la 15¢ 12,7a 260D 93,75a 87,00a 54,00d 57,25b
Cascadearrozl 20b 13c 06D 02D 89,00a 50,00b 62,25c 14,50d
Cascadearroz2 05D 09c 0,6b 0,1b 84,00b 23,00b 50,25d 21,75d
Cascadearroz3 1,1b 05¢c 0,6b 0,5b 7950b 3350b 47,25d 11,75d
Cascadearroz4 09b 12c 05hb 0,8b 84,25b 40,75b 54,00d 30,75¢c
Sorgo 1 3,6b 41c 111a 18b 96,00a 97,25a 96,75a 92,00a
Sorgo 2 1,0b 43c 8,9a 6,1a 94,00a 89,25a 9825a 86,00a
Sorgo 3 6,1la 10c 8,0a 83a 95,75a 76,50a 97,25a 89,25a
Sorgo 4 20b 13c 6,9a 3,0b 96,50a 9125a 9750a 83,75a
Trigo 1 0,6 b 6,9b 54b 0,3b 8550b 9350a 96,00a 53,75b
Trigo 2 0,3b 71b 30b 04b 80,50b 8825a 9650a 58,00b
Trigo 3 1,0b 99b 46b 0,7b 85,75b 87,00a 9650a 44,00c
Trigo 4 0,4b 13,6 a 146a 1,2b 80,25b 80,25a 98,75a 39,50c
Médias 2,0 3,4 6,0 29 86,91 61,67 79,92 56,28

CV (%) 8,16 9,21 16,99 13,6 11,78 30,21 9,59 17,16

Os dados seguidos verticalmente pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
knott a 5 % de probabilidade de erro. * Tratamentos: 1= (BD+BD), 2= (BD+AGUA), 3= (AGUA+BD),
4= (AGUA+AGUA).
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Os indices obtidos pelo produto entre conidios X 10°/mL e % germinac&o do fungo
permitem uma avaliagdo mais completa do desempenho dos tratamentos. Avaliando os
substratos separadamente, verificou-se significancia nos resultados segundo os tratamentos
e tempos de fervura, sendo: para o arroz, T4 (ndo fervido), T1 e T4 (10 min), T2 (20 min)
com valores entre 685,8 a 946,6; para o sorgo, T3 (n&o fervido), T1, T2, T3 e T4 (10 min),
T2 e T3 (20 min) cujos valores foram de 513,6 a 1069,1 e para o trigo, T3 € T4 (5 min), T1,
T3 e T4 (10 min), com valores entre 439,1 a 1444,2. A casca de arroz ndo apresentou

nenhum indice significativo comparado aos demais substratos (Tabela 6.3).

Tabela 6.3 — Indices (conidios X 10°’mL X % germinacdo) obtidos na producdo de

Trichothecium roseum nos diferentes substratos, tempos de fervura e tratamentos utilizados.

Tratamentos* Tempos de fervura dos substratos (min)

ZERO 5 min 10 min 20 min Médias
Arroz Integral 1 194,8 b 4,40 c 920,1a 265,1b 345,0a
Arroz Integral 2 166,8 b 6,7¢C 268,0b 946,6 a 347,0a
Arroz Integral 3 142 b 15,0c 298,1b 248,3 a 1439b
Arroz Integral 4 759,4 a 130,5¢ 685,8 a 1489 b 431,1a
Cascade arroz 1 1736 b 65,0 c 358b 25Db 69,2 b
Casca de arroz 2 420D 21,3 ¢ 289b 2,7b 23,7b
Casca de arroz 3 835D 159¢c 26,0b 59b 328D
Casca de arroz 4 73,7b 489 c 284 b 23,1b 435b
Sorgo 1 348,0 a 396,3b 1069,1 a 161,0b 493,6 a
Sorgo 2 89,3 b 381,5b 869,5a 524,6 a 466,2 a
Sorgo 3 581,7 a 74,6 C 775,6 a 738,5a 542,6 a
Sorgo 4 193,0b 1209 c 672,8 a 253,3a 310,0 a
Trigo 1 51,3 b 645,2 b 513,6 a 134b 3059 a
Trigo 2 22,1b 624,4 b 289,5b 21,8b 2394 a
Trigo 3 85,8 b 861,3 a 439,1a 29,7b 354,0 a
Trigo 4 30,09b 1091,4 a 14442 a 47,4 b 653,3 a
CV (%) 47,78 39,88 46,20 62,51 30,02

Os dados seguidos verticalmente pela mesma letra, nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
knott a 5 % de probabilida. * Tratamentos com adicdo de BD (batata+dextrose) ou agua aos
substratos antes e apés a autoclavagem, sendo: 1 (BD+BD); 2 (BD+agua); 3 (agua+BD) e 4
(dgua+agua).
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As médias dos indices por tratamento indicaram valores de 143,9 a 431,1 para o
arroz, 23,7 a 69,2 para a casca de arroz, 310 a 542,6 para o sorgo e de 239,4 a 653,3 para
o trigo (Tabela 6.3).

As meédias dos indices por substrato e tempo de fervura, considerando os quatro
tratamentos, demonstraram que os melhores resultados foram obtidos para o trigo fervido
por 5 e dez min, o arroz e sorgo fervidos por dez e 20 min (Figura 6.1).

90 1 —e— ARROZ

80 -
—#— CASCA DE

70 - ARROZ
60 | —*—SORGO

50 | =x=TRIGO
40 -
30 -+
20 -
10 -

INDICES(médias/ubstrato/tempo)

—— X

0 5 10 20
TEMPO DE FERVURA (min)

Figura 6.1 - Média dos indices (conidios X 10°/mL e % germinacdo)/10 por substrato e

tempo de fervura na producéo de in6culo de Trichothecium roseum. Rio do sul, SC, 2006.

Os testes de armazenamento do fungo demonstraram que aos 60 dias houve
diferenca estatistica na concentracdo de in6culo armazenado nas temperaturas de 25 e 35
°C. Para estes ambientes a concentracéo foi reduzida de 16,8 % e 28,4 % respectivamente
aos 60 dias e de 20 e 34 % aos 90 dias em relacdo a concentracdo existente no inicio do
armazenamento (Tabela 6.4). Considerando o periodo de armazenamento houve diferenca
estatistica com reducdo na concentracdo para o inéculo armazenado a 35 °C com reducdes
de 10,8, 28,4 e 34 % para 30,60 e 90 dias respectivamente (Tabela 6.4).

A germinacdo dos conidios submetidos ao armazenamento nas diferentes
temperaturas apresentou reducdes significativas a partir dos 30 dias para todos os locais.
Diferencas significativas também foram observadas para todos os locais de armazenamento
entre o periodo de 30 e 60 dias (Tabela 6.4). As melhores taxas de germinacéo dos conidios
aos 30 dias de armazenamento foram para os locais com temperaturas de -4 e 4 °C com 74
e 29 % de viabilidade. A partir dos 60 dias, o in6culo armazenado a -4 °C apresentou o

melhor resultado de viabilidade em relacdo aos demais, com 43,6 % aos 60 dias e 32 % aos
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90 dias. A viabilidade do inoculo para as demais temperaturas a partir dos 60 dias de

armazenamento foi praticamente nula (Tabela 6.4).

Tabela 6.4 — Concentracdo e germinacdo do fungo T. roseum produzido em substrato de

sorgo e armazenado durante 90 dias em seis locais com temperaturas diferentes.

Locais Concentragdo (conidios x 106) Germinacao (%)
Inicial 30dias 60dias 90 dias Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
-4°C 25nsNS 25ab 252a 2,78a 89,25nsA 74,00aB  43,60aC 32,00 aD

Ambiente 2,50 NS 269a 265a 255ab 89,25A 15,00bB  0,00cC 0,00cC
4°C 2,50 NS 2,34 Db 26la 2,73ab 8925A 29,00 abB 12,00 bC 5,00 bD
15°C 2,50 NS 2,29 Db 244a 2,28bc 89,25 A 7,31dB 0,75cC 0,00cC
25°C 2,50 NS 2,20 b 2,08b 2,00cd 89,25 A 2,33 eB 0,00cC 0,00cC

35°C 2,50 A 2,23bB  1,79bC 1,65cC 89,25A 1,66 eB 0,00cC 0,00cC

CV (%) - 7,86 8,85 12,38 - 12,43 18,7 30,96

Os dados seguidos pela mesma letra verticalmente com letras em mindsculo e horizotalmente com
letras em maidsculo, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

6.4. DISCUSSAO

Com este trabalho buscou-se uma alternativa de producdo e armazenamento do
fungo T. roseum de forma simples e econdmica visando sua utilizacdo em campo para
controle biolégico de fitopatégenos especialmente da podriddo parda do pessegueiro,
causada por M. fructicola em que sua atividade antagbnica foi comprovada (MOREIRA,
1999; MOREIRA, 2005; NEGRI et al., 2005). Neste sentido, uma das preocupacdes foi com
a escolha de substratos facilmente encontrados na regido e de baixo custo, dai, a escolha

pelos substratos de arroz, casca de arroz, sorgo e trigo.

O uso de substratos como trigo e sorgo na producédo de indculos de fungos ja foram
testados (HARTMAN et al., 1997; GASPERI et al., 2003; LEONI e GUINI, 2003; COSTA e
COSTA, 2004). Como exemplo, podemos citar a producdo de Trichoderma sp. em gréos de
arroz para controle de Pythium, Sclerotinia e Rhizoctonia no tombamento de mudas de fumo
e de Crinipellis perniciosa (stahel) Singer, para controle da vassoura-de-bruxa do cacaueriro,
em grédos de sorgo sacarino para controlar Phytophthora cactorum (Lambert e Cohn) J.

Schrét, causadora da podriddo da raiz da macieira e em grdos de milheto para controle de
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Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia e Sclerotium nas culturas de feijao, algodéo, soja e milho
(BETTIOL e GUINI, 2004).

Quanto as temperaturas para o armazenamento do inéculo, optou-se por algumas
facilmente encontradas nas propriedades como é o caso de freezer de geladeira (-4 °C),
geladeira (4 °C) e temperatura ambiente, nas quais verificou-se bons niveis de viabilidade do
fungo quando mantido armazenado por até 30 dias. Trabalho semelhante, com bons
resultados nas temperaturas ambiente, 4 °C e 22 °C foi realizado na producéo de Penicillium
frequentans Westling, em diferentes formulacbes e armazenado durante um ano
(GUIJARRO, et al.,, 2007). A conservacdo de in6culo nestas temperaturas requer baixo
custo de equipamento e consequientemente baixo capital de investimento. De acordo com
CASTILHO et al. (2000) estes fatores sao importantes para a producdo em alta escala de

um antagonista.

Observando-se os tempos de fervura dos substratos e as concentracdes do indculo,
observou-se que os substratos mais resistentes como o arroz integral e o sorgo, quando
submetidos a um tempo maior de fervura, antes da inoculacdo resultam em maior
concentracdo de conidios. Da mesma forma, aqueles que se desintegram mais facilmente
como é o caso do trigo, ndo podem ser fervidos por muito tempo, pois resultam num
substrato compactado e com baixa concentragdo de conidios. A provavel causa destas
ocorréncias pode estar relacionada ao grau de firmeza do substrato o qual dificulta a fixagdo
e retirada de nutrientes pelo fungo e conseqlientemente a reducdo na oxigenagcdo uma vez
gue a presenca de oxigénio é um fator importante para a sobrevivéncia do fungo (AGRIOS,
1997; RAVEN et al., 2001; CHEIDA, 2002).. Os melhores resultados com trigo foram obtidos
quando fervidos por 5 e 10 min e para o sorgo, quando fervidos por 10 e 20 min.
Resultados semelhantes podem ser comparados aos de GASPERI et al. (2003) os quais
conseguiram bons resultados na producdo de Fusarium solani f. sp. glycine Roy, em
substrato de sorgo apds permanecer por uma noite imerso em agua. Diante destes fatos,
verifica-se que o tempo de fervura inicial de um substrato depende de sua maior ou menor
resisténcia, assim sendo, varios testes sdo necessarios para se encontrar o ponto 6timo de
fervura ou ndo de um substrato a fim de que o mesmo torne-se mais eficiente ao

desenvolvimento de um tipo especifico de antagonista.

Os tratamentos com BD (batata + dextrose) e agua no substrato tiveram a finalidade
de avaliar a necessidade ou ndo de se adicionar nutrientes ao substrato para favorecer a
esporulacdo do patdégeno. Constatou-se que os melhores resultados obtidos com o
substrato de arroz e trigo foram para os tratamentos 4 aos quais nao foi adicionado BD, o
gque demonstra a capacidade do fungo em esporular em meio pobre possivelmente como

fator de preservacdo da espécie na natureza. Este fator € importante para a redugédo no
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custo de producéo e a continuidade do fungo no ambiente natural. Resultados semelhantes
foram obtidos por COSTA e COSTA (2004) que conseguiram produzir inéculo de F. solani
em substrato de sorgo autoclavado com 60 mL de agua para cada 100 g de sorgo. Da
mesma forma, LEONI e GUINI, (2003) obtiveram boa producéo de Phytophthora nicotianae
Breda de Haan, em sementes de trigo autoclavadas somente com agua estéril. O fungo
Clonostachys rosea reclassificado de Gliocladium roseum (Link:Fr) Schroers, Samuels,
Seifert e W. Grams, antagbnico a Botrytis cinerea Pers., em morango foi produzido somente
em gréos de arroz branco, com obtencdo de concentracdes de 1,1 x 10® com 15 dias de
incubacéo a 24 °C e de até 3,4 x 10° quando produzido em frascos de vidro por 60 dias com
46 % de umidade (VICCINI et al., 2007).

No entanto, 0 uso de substratos com adi¢do de nutrientes foi utilizado com sucesso
na producdo de fungos, a exemplo do Epicoccum nigrum Link, e também de P. frequentans,
(LARENA et al., 2004; GUIJARRO et al., 2006). A adicao de nutrientes também foi benéfica
na producédo de P. frequentans e Penicillium oxalicum Currie e Thom (DE CAL et al., 2001).
Estes resultados, embora utilizando géneros diferentes foram contrarios aos obtidos no
presente trabalho para a producdo de T. roseum. Para os demais substratos testados, ndo
foi possivel uma concluséo sobre este fator em funcdo da variabilidade das concentracdes
obtidas nos diferentes tratamentos havendo a necessidade de outros testes mais

especificos.

O substrato casca de arroz, néo foi eficiente para produgéo do fungo em nenhum dos
tratamentos realizados ndo sendo indicado para producdo de inéculo de T. roseum. Uma
explicacdo para este fato pode estar relacionada a excessiva falta de nutrientes deste, ndo
havendo condi¢bes para o desenvolvimento do fungo. A necessidade de nutrientes como
elemento chave nos processos de multiplicacdo de alguns fungos é relatada por diversos
autores (WISNIEWSKI et al., 1991; JIJAKLI e LEPOIVRE, 1998; WAN e TIAN, 2002). Outro
fato interessante sobre este substrato foi a observacédo de grande quantidade de leveduras
presentes e o desaparecimento quase que total dos conidios inoculados quando o substrato

foi submetido a um tempo maior de fervura.

Considere-se a concentracdo de indculo por substrato a quantidade necessaria para
0 preparo da suspensdo para pulverizacbes em campo. Segundo MOREIRA (2005) e
NEGRI et al. (2005) a concentracd deve ser de 10° conidos/mL, sendo assim e
considerando as concentracdes obtidas neste experimento, seria necessario 370 g de
in6culo com arroz, 450 g com sorgo e 342 g com trigo para o preparo de 100 L de
suspensao, o que significa a possibilidade do preparo de grande quantidade de solugdo com

pequenas quantidades de indculo, o que é importante sob o0 aspecto pratico e econémico.
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A reducdo da producdo de conidios em temperaturas mais elevadas durante a
armazenagem, pode estar associada a perda de umidade durante 0 armazenamento nestas
temperaturas e/ou a continuidade do metabolismo do fungo limitando a disponibiliade de
nutrientes por competicdo. O aumento na concentragcdo em alguns casos pode estar
associado a possiveis diferengas casuais em fungdo do método utilizado no preparo das
solugbes para as avaliagbes. A temperatura e umidade sdo fatores importantes no
desenvolvimento de fungos (PELCZAR, 1996; RAVEN et al,, 2001; BYRDE e WILLETTS,
1977; BLEICHER, 1997). Um trabalho para avaliar a influéncia da temperatura no
crescimento micelial de T. roseum demonstrou que as temperaturas Otima, maxima e
minima para o crescimento de fungo foi de 20 a 25 °C, de 36 °C e de 4,9 °C respectivamente
(MOREIRA, 2005). Estes resultados confirmam a continuidade metabodlica do fungo nas
temperaturas entre 4,9 e 36 °C, justificando a menor competicdo por nutrientes nas

temperaturas de 4 e -4 °C utilizadas neste trabalho.

O problema mais grave observado durante os 90 dias de armazenamento do in6culo
foi a r4pida perda de viabilidade do fungo, mesmo para aqueles substratos que mantiveram
a concentracao inicial. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por ZAMBENEDETTI
(2007) que avaliaram a germinacdo de urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi Syd, e P.
Syd., em diferentes métodos de armazenamento onde foi observada reducdes significativas
na germinacdo para ambientes com temperaturas mais elevadas. Verificou-se que as
temperaturas mais baixas foram mais favoraveis para a viabilidade dos conidios por mais
tempo, confirmando resultados obtidos por RYAN e ELLISON (2003) com testes na
conservacdo de Puccinia spegazzinii De Toni. Efeitos da temperatura e umidade como

fatores béasicos para a viabilidade de fungos foram reforcados por SHEIN e ROTEM (1965).

6.5. CONCLUSOES

O arroz, sorgo e trigo, podem ser recomendados como substratos para producéo de

T. roseum.

O tempo recomendado para se ferver os substratos é de 5 a 10 min para o trigo e de

10 a 20 min para o arroz e sorgo.

A adicédo de BD (batata/dextrose) aos substratos nédo foi significativa para a producao

do inoculo de T. roseum.
O mellhor ambiente para a conservacéo do in6culo é na temperatura de -4 °C.

O in6culo de T. roseum armazenado por 90 dias a -4 °C mantém-se com viabilidade

superior a 30 %, ndo sendo recomendado sua armazenagem por mais tempo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Apobs o desenvolvimento deste trabalho algumas consideracfes sdo cabiveis em
relacdo aos resultados obtidos no controle da podriddo parda causada por M. fructicola na

cultura do pessegueiro em sistema organico.

Um fato importante que merece ser destacado € o de que os tratamentos alternativos
utilizados, dentre eles o controle biolégico, tem eficiéncia diferenciada no controle do
patdgeno dependendo da fase da cultura, a pressdo da doenca e as condi¢cBes climaticas
existentes. Neste sentido, cabe por parte de quem utilizar estes produtos observar a
evolucdo da epidemia em cada fase da cultura, bem como o comportamento climatico a fim
de que medidas de controle como a intensificacdo ou reducao dos tratamentos sejam feitos

de acordo com a situacao verificada em cada fase da cultura.

O antagonista T. roseum apresentou resultados positivos principalmente na fase de
floracdo tendo controlado eficazmente a doenca, no entanto, a paralisacdo das aplicacdes
uma semana antes da colheita em 2004, revelou problemas de podriddo na colheita e pos-
colheita. Com a intensificacdo das aplicac6es até um dia antes da colheita em 2006, os
resultados melhoraram significativamente o que indica que por se tratar de micoorganismo
ndo patogénico e nao toxico, pode ser utilizado durante a colheita e na pds-colheita visando
a melhoria de sua eficiéncia. Por se tratar de um fungo residente na microflora e ainda as
observacdes obtidas em trabalhos anteriores, os quais revelaram que o T. roseum em
mesmas condi¢cbes de temperatura, tem melhor desempenho de crescimento micelial que a
M. fructicola desenvolvendo-se nas mesmas faixas de temperatura, e que nao sobrevive na
temperatura do corpo humano, nos garante larga margem de seguranca na sua utilizacdo

em campo antes e apos a colheita.

Os resultados obtidos com os tratamentos a base de fosfitos associados ao T.
roseum comparados como os fosfitos sem o antagonista, demonstraram que a presenca do
antagonista melhorou a eficiéncia do tratamento, indicando que o fungo tem mais

capacidade de controle do patégeno que os fosfitos de CaB e de K utilizados.

A calda sulfocalcica demonstrou dar bons resultados no controle da doenca
podendo vir a ser mais uma alternativa de controle nas fases de floracdo e desenvolvimento
dos frutos podendo contribuir também para a reducdo da doenca nas fases de colheita e
pés-colheita. Estudos adicionais sobre as formas do seu melhor emprego em termos de
dosagens diferenciadas para cada fase da cultura e ainda seu emprego a exemplo do
controle biolégico nas fases de colheita e poés-colheita sdo indicados uma vez que, no

presente trabalho foram utilizadas dosagens iguais para todas as fases e os tratamentos
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suspensos uma semana antes da colheita, mesmo assim, resultados positivos na poés-

colheita foram verificados em frutos provenientes de plantas tratadas com este produto.

As andlises bioguimicas indicaram a possibilidade de a¢édo de inducéo de resisténcia
ao patdgeno na fase de floragéo, pela producéo de proteinas ligadas a patogenicidade, e a
producédo de peroxidases e compostos fendlicos, sendo que a acao direta sobre o patégeno
ndo pode ser descartada, especialmente para o antagonista uma vez que, modificacbes
mais acentuadas na producdo destes compostos foram observada em flores tratadas com

calda sulfocalcica e fosfitos.

BN

Quanto a metodologia utilizada na producdo de T. roseum, altas concentracdes
foram obtidas com o uso de substratos de trigo, arroz e sorgo, submetidos a fervuras entre 5
e 20 min. para quebra de resisténcia dos graos, ndo havendo a necessidade de adicao de
nutrientes aos mesmos, embora a presenca destes também tenha contribuido para a
producdo do fungo. O melhor ambiente para a conservag¢ao do antagonista foi a temperatura
de -4 °C sendo que, a partir de 30 dias até 90 dias ocorre rapida perda de viabilidade,
indicando que o mesmo deve ser armazenado a esta temperatura por periodo ndo superior
a 30 dias.

Novas pesquisas em area total envolvendo diferentes cultivares, fases de aplicacédo e
dosagens dos produtos utilizados e do antagonista T. roseum sdo necessarias, inclusive
com a intensificacdo de estudos bioquimicos para cada fase da cultura a fim de se efetivar
uma estratégia eficiente de controle da podriddo parda que atenda as necessidades dos

produtores de péssego em sistema organico.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Localizacdo do experimento em pomar de pes segueiro cultivado em
sistema orgénico, implantado em 1998 em é&rea da Esc ola Agrotécnica
Federal de Rio do Sul, SC.
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ANEXO 2. (A) in6culo do antagonista  Trichothecium roseum produzido em gréos de
trigo; (B) flores coletada e distribuidas em caixas plasticas (11x11x3,5 cm)
tipo gerbox ® para avaliagdo de Monilinia fructicola; (C e D) infeccdo
lantente em frutos verdes; (E) frutos pés-colheita e (F) mudmias

colonizadas por T.roseum .

19 8 2005
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ANEXO 3. (A) Cultivar Granada, (B) Chimarrita na fl oracédo, (C) mumia infestada com
Monilinia fructicola , (D) mumia sendo colonizada por  Trichothecium
roseum, (E) atividade de pulverizacdo, (F) atividade meto doldgica para

guebra de resisténcia em frutos verdes para avaliag 8o de infeccao latente.
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ANEXO 4. (A e B) Atividade de analise bioquimica em flores de pessegueiro no
laboratério da UFTPR- Dois Vizinhos, PR; (C) flores  de péssegueiro antes
de serem incubadas, (D, E e F) Sintomas de  Monilinia fructicola em flores

de péssego apoés incubacao.
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ANEXO 5. Producao de in6culo de  Trichothecium roseum . (A) meio BDA, (B) trigo em
grao, (C) sorgo granifero, (D) casca de arroz, (E) arroz integral, (F)

Germinacao de conidio de T. roseum .

19 6 2005




