FACULDADE DE ENSINO SUPERIOR DO CENTRO DO PARANA
ENGENHARIA AGRONOMICA

BRUNA DE OLIVEIRA

COMPARACAO DE AGENTES DE CONTROLE PARA BOTRYTIS CINEREA:

AVALIACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS, BIOLOGICOS E EXTRATOS DE

PLANTAS EM CULTURA IN VITRO E IN VIVO EM FRUTOS DE GOIABEIRA
SERRANA (ACCA SELLOWIANA)

PITANGA
2023



BRUNA DE OLIVEIRA

COMPARACAO DE AGENTES DE CONTROLE PARA BOTRYTIS CINEREA:

AVALIACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS, BIOLOGICOS E EXTRATOS DE

PLANTAS EM CULTURA IN VITRO E IN VIVO EM FRUTOS DE GOIABEIRA
SERRANA (ACCA SELLOWIANA)

Trabalho De Curso apresentado ao Curso de Engenharia
Agrondémica, Area das Ciéncias Agrarias da Faculdade
UCP Faculdade de Ensino Superior do Centro do Parana,
como requisito a obtengdo de grau de Bacharel em
Engenharia Agronémica.

Orientador: James Matheus Ossacz Laconski
Coorientador: Felipe Augusto Moretti Ferreira Pinto

PITANGA-PARANA
2023



SUMARIO

LIS T A DE TA B E L AS . ..o ettt e et e e e e aaans 3
LISTA DE FIGURAS. ..o e ettt e e e e aaans 4
LISTA DE EQUAGODES ..ottt ettt ettt ettt e te sttt e saeeteete e 5
RESUMO ..o e et 6
A B S T R A CT ettt 6
R N 105161 07.Y @ 2 7
2. MATERIAL E METODOS ... .ottt e et e e e e et e e e et e e e e e et e e e e eea e e e e enaees 9
b I o 0 1oT= VLo T [ TR/ Y4 o TP 10
B = oY= Lo T [ Y/ o T 13
R I N g = TR =X o [ e = o Lo XTI 14
3. RESULTADOS E DISCUSSAD ..ottt et e et e e e e e e e e e e 14
I I 1 £ 1oT= Vo T [ TR/ Y4 o TP 14
IV = oY= Lo T [ TRV 4 o I TR 18
A, CONCLUSAO . ..ottt et e et e e et eee s 20
D A G R A DE CIMEN T O S ... ittt ettt et ettt et e et e e e e e e s e eaeenranenss 20

REFERENCIAS ... et e et e e e et e e e et e e e e et e e e e e et e e e e aeiaaaaas 21



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descricao, constituicdo e caracteristicas dos compostos que constituem os
tratamentos para os estudos in vivo e in vitro para controle de B. cinerea. S&o
JOAQUIM-SC. 2023, ettt e e e e e et e e e e e e e e e e a 10

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos e doses utilizadas para os estudos in vivo e in
vitro para controle de B. cinerea. S&0 Joaquim-SC. 2023............cooeeiiiiiiiieeeeeeeeeee, 10

Tabela 3. Concentracao de conidios de B. cinerea em frutos de goiaba serrana.... 16

Tabela 4. Concentracdo de conidios de B. cinerea e indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), ambos em meio de cultura............ccccceeeeeeeeeeeeeeiinnnnnnn. 19



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagem demonstrativa dos campos constituintes da Camara de Neubauer.
Tabela utilizada na estacdo experimental de Sado Joaquim. Fonte: Adaptado de
Splabor (2016). ....coovveeiiiiee e Erro! Indicador néo definido.

Figura 2. Area a baixo da curva de progresso da doenga (AACPD) em frutos de
goiaba serrana. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott (p<0,05). Epagri, Sdo Joaquim-SC. Fonte: Dos Autores, 2023. ........ Erro!
Indicador ndo definido.



LISTA DE EQUACOES

Equacédo 1. Concentracdo EXperimento IN VItrO ..........ccovvvviviiiiii i, 9
Equacéo 2. Concentracao de conidios em Camara de Neubauer ......................... 11
Equacéo 3. Area a baixo da curva do progresso da doenca .............ccceeveveerurnnns 12
Equacéo 4. indice de velocidade de crescimento micelial .............cccoveevvireveeennnnn. 13
Equacéo 5. Concentracao de conidios em Camara de Neubauer ......................... 14



COMPARACAO DE AGENTES DE CONTROLE PARA BOTRYTIS CINEREA:

AVALIACAO DE COMPOSTOS QUIMICOS, BIOLOGICOS E EXTRATOS DE

PLANTAS EM CULTURA IN VITRO E IN VIVO EM FRUTOS DE GOIABEIRA
SERRANA (ACCA SELLOWIANA)

COMPARISON OF CONTROL AGENTS FOR BOTRYTIS CINEREA:
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RESUMO

A goiabeira serrana (Acca sellowiana) é uma espécie frutifera que vem se destacado
na regido sul do Brasil. Uma das principais doencas que acomete a cultura é causada
pelo fungo Botrytis cinerea, contudo ndo ha produtos registrados no MAPA para o
controle da doenca nessa espécie vegetal. A partir disso o objetivo do trabalho foi
avaliar o uso de diversos produtos quimicos, bioldgicos e extrato de planta no controle
desse patégeno. O experimento contou com testes in vivo e in vitro com o0s seguintes
tratamentos: T1 - Testemunha (In vivo: sem pulverizagéo; In vitro: somente BDA
(Batata-Dextrose-Agar); T2 - (Sophora flavescens, 140 mL/100 L); T3 - (pirimetanil,
150mL mL/100 L); T4 - (captana, 250mL mL/100 L); T5 - (Melaleuca alternifolia, 375
mL/100 L); T6 - (Bacillus subtilis , 666,6 mL/100 L); T7 - (mancozebe, 200 g/100 L);
T8 - (tiofanato metilico, 70 g/100 L); T9 - (Bacillus amyloliquefaciens, 1,0 kg/ 100 L).
No experimento in vivo os fungicidas quimico captana e pirimetanil e o extrato de
Sophora flavescens demonstraram eficiéncia na reducao da area abaixo da curva de
progresso da doenca e na concentracdo de conidios de B. cinerea, os demais
tratamentos néo tiveram diferenca em relacéo a testemunha. In vitro os tratamentos
captana, Bacillus subtilis, mancozebe, tiofanato metilico, Bacillus amyloliquefaciens
apresentaram altos indices de controle sobre a esporulacdo de Botrytis cinerea. Os
tratamentos Pirimetanil, captana, Bacillus subtilis, mancozebe, tiofanato metilico,
Bacillus amyloliquefaciens séo capazes de cessar de forma integral o crescimento de
colbnias de B. cinerea em meio de cultura

Palavras-chave: Feijoa. Tiofanato metilico. Bacillus. Conidios.

ABSTRACT

The feijoa (Acca sellowiana) is a fruit species that has become prominent in the
southern region of Brazil. One of the main diseases that affects the crop is caused by
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the fungus Botrytis cinerea, however there are no products registered with MAPA to
control the disease in this plant species. From this, the objective of the work was to
evaluate the use of various chemical, biological products and plant extracts to control
this pathogen. The experiment included in vivo and in vitro tests with the following
treatments: T1 - Control (In vivo: without spraying; In vitro: only PDA (Potato-Dextrose-
Agar); T2 - (Sophora flavescens, 140 mL/100 L) ; T3 - (pyrimethanil, 150mL mL/100
L); T4 - (captan, 250mL mL/100 L); T5 - (Melaleuca alternifolia, 375 mL/100 L); T6 -
(Bacillus subtilis, 666.6 mL/100 L); T7 - (mancozeb, 200 g/100 L); T8 - (methyl
thiophanate, 70 g/100 L); T9 - (Bacillus amyloliquefaciens, 1.0 kg/ 100 L). In the in vivo
experiment, chemical fungicides capitan and pyrimethanil and the extract of Sophora
flavescens demonstrated efficiency in reducing the area below the disease progress
curve and in the concentration of B. cinerea conidia, the other treatments had no
difference in relation to the control. In vitro, the pegan, Bacillus treatments subtilis,
mancozeb, methyl thiophanate, Bacillus amyloliquefaciens showed high levels of
control over the sporulation of Botrytis cinerea. The treatments Pyrimethanil, Captan,
Bacillus subtilis, mancozeb, methyl thiophanate, Bacillus amyloliquefaciens are
capable of completely stopping the growth of B. cinerea in culture medium.

Keywords: Feijoa. Methyl thiophanate. Bacillus. Conidia

1. INTRODUCAO

A goiabeira serrana (Acca sellowiana, sinbnimo Feijoa sellowiana) é uma
espécie frutifera nativa do planalto meridional brasileiro e do nordeste do Uruguai.
Pertencente a familia Myrtaceae, a espécie é denominada, no Uruguai, como
‘guayabo’, mas internacionalmente é conhecida como ‘Feijoa’ (AMARANTE et al.,
2011). Na natureza € encontrada principalmente em regifes que tém ocorréncia de
matas e bosques de araucdarias com altitudes acima de 1.000 metros (MORETTO,
2014).

Devido a goiabeira serrana possuir alto potencial organoléptico, os estudos
com a espécie vém sendo elaborado desde a década de 80, por instituicbes como a
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI),
em conjunto com a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O crescente
interesse no estudo da cultura é devido as suas diversas potencialidades, tais como:
consumo do seu fruto in natura ou processado, uso das suas pétalas para consumo
humano, seja em decoracdes de pratos saladas ou doces, € usada também como
planta ornamental, além de ser adaptada para regides frias do sul do pais (CIOTTA et
al., 2018).

Os frutos da A. sellowiana sdo ricos em propriedades antibacteriana,

antioxidante e antialérgica, auxilia no sistema imunoldgico, respondendo a acoes



inflamatorias, evidenciados em estudos farmacolégicos, mostram que os flavonoides
presentes nos frutos atuam em casos de leucemia, levando a morte celular de células
tumorais (AMARANTE et al., 2011). Molina (2021) complementa afirmando que em
relacdo aos frutos da goiaba comum (Psidium guajava) os frutos das duas espécies
sédo semelhantes, entretanto os frutos da A. sellowiana ndo mudam de cor durante
seu processo de amadurecimento.

No Brasil a goiaba serrana ainda é pouco conhecida, mas em outras partes do
mundo como a Nova Zelandia, Estados Unidos e Colémbia, ocupa lugar de destaque
entre as frutiferas. Dentre os Estados Brasileiros Santa Catarina € a regido mais
adaptada para seu cultivo, no ano de 2020 o Estado contava com cerca de 20
agricultores familiares, produzindo em média 15 a 20 ton/ha em uma area préxima de
12 hectares, o potencial produtivo da cultura é atingido ap6s quatro anos (CANTARELI
et al., 2020).

Segundo Araujo et al. (2016), o principal fator limitante na producao de frutiferas
de clima temperado sdo as pragas e doencgas, que causam grandes prejuizos aos
produtores, além de aumentar os custos de producédo no controle das mesmas. Dentre
as principais pragas que acometem a goiaba serrana podemos destacar mosca-
dasfrutas (Anastrepha fraterculus), o gorgulho do fruto (Conotrachelus sp.) e a trips
(Phrasterothrios sp.) e dentre as doencas destacamos o fungo (Botrytis cinerea), que
causa a podriddao cinzenta e (Colletotrichum spp.,) que causa a antracnose
(CARDOSO, 2009; SANTOS et al., 2011; DELGADO et al., 2013; KULIKA, 2018).

O controle de B. cinerea é dificultado devido ao patdbgeno possuir uma vasta
gama de hospedeiros, ser um fungo sapréfita e principalmente por formar estruturas
de resisténcia (esclerddios), devido a isso consegue permanecer em dorméncia por
um longo periodo (CUZZI, 2013). Tofoli et al. (2011) explicam que o patdgeno acomete
principalmente flores e frutos, mas em alguns casos, pode causar manchas nas folhas,
apodrecimento de brotos, tombamento em plantulas, cancros nos ramos e podriddes
em bulbo, rizomas e raizes.

Atualmente ndo existem produtos registrados no MAPA para controle de B.
cinerea na goiaba serrana, o que se tem feito é a utilizacdo de fungicidas registrados
para outras culturas, por exemplo a videira. Entre os principios ativos podemos citar:
captana, clorotalonil, procimidona, mancozebe e tiofanato metilico (CIOTTA et al.,
2018). Para o controle eficiente do género Botrytis devem ser seguidas todas as

recomendacdes do fabricante quanto a dose, volume de calda, intervalos de



aplicacdo, uso de (EPI) e realizacdo da aplicacdo de fungicidas preventivos, assim
gue as condi¢cdes meteorologicas sejam favoraveis, isso em areas com historico da
doenca (TOFOLI et al., 2011).

Para evitar a proliferagcdo da doenga em pomares e aumentar a produtividade
a EPAGRI de Sao Joaquim vem trabalhando com o melhoramento genético da goiaba
serrana e entre as cultivares lancadas, a Nonante-SCS 415 esta entre as mais
tolerantes em relacéo ao patdgeno (CIOTTA et al., 2018).

Desse modo o objetivo do trabalho foi avaliar o uso de diferentes produtos
guimicos, bioldgicos e extrato de planta no controle da B. cinerea in vitro e in vivo em

frutos de goiabeira serrana cultivar Nonante-SC 415.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratoério de fitopatologia da Estacao
Experimental da Epagri de S&o Joaquim, Santa Catarina (SC). O experimento contou
com dois métodos de teste sendo um em in vivo e outro in vitro, cujos tratamentos
envolvem produtos quimicos, biolégicos e extrato de plantas, 0os quais tém sua
constituicdo e caracteristicas expressas na tabela 1.

Os estudos foram constituidos por 9 tratamentos, a tabela 2 representa a
descricéo dos tratamentos e as doses utilizadas para os estudos in vivo e in vitro.

Devido a auséncia de informacdes em relagcdo a recomendacbes de
concentracéo de produtos quimicos, biolégicos e extrato de plantas para o cultivo da
goiaba serrana, utilizou-se as doses indicadas para o cultivo de frutiferas de clima
temperado. As concentracdes para a conducao do experimento in vitro foram obtidas

a partir da seguinte equacao:

Ci-Vi=Cf - Vf (1)

Na amostra, a concentragdo inicial € indicada por ‘Ci’, volume inicial &
determinado por Vi'; ‘Cf’ refere-se a concentracao final e ‘Vf corresponde ao volume
final da concentracdo desejada. A partir desta equacdo foi possivel obter a

concentracéo ideal dos tratamentos para a conducao do experimento in vitro.



Tabela 1. Descricéo, constituicado e caracteristicas dos compostos que constituem os

tratamentos para os estudos in vivo e in vitro para controle de B. cinerea. Sao

Joaquim-SC. 2023.

Composto

Classe

Modo de agéo

Constituigédo do p.c.
utilizado

Sophora flavescens

Alcaléides
quinolizidinicos

Nao identificado

Extrato etandlico de
Sophora flavescens
(19,05% miv)

Pirimetanil

Anilinopirimidina

Inibicdo da sintese de
metionina (FRAC, 2022)

(30 % miv)

Captana

Dicarboxamida

Atividade de contato
multissitio (FRAC, 2022)

(48,0% miv)

Melaleuca alternifélia

Extrato vegetal

Desregulagcédo da membrana
celular (FRAC, 2022)

Extrato de Melaleuca
alternifolia (22,25%
m/v)

Bacillus subtilis

Microbiol6gico

Competicao, mico-
parasitismo antibiose,

(minimo de 1 x 10°
UFC/g de ativo) (1,37

QST713 desregulacdo da membrana o
(FRAC, 2022) % M)
Mancozebe Ditocarbamato Atividade de contato (80,0% m/m)

multissitio (FRAC, 2022)

Tiofanato Metilico

Benzimidazol

Montagem de R-tubulina na
mitose (FRAC, 2022)

(87,5 % m/m)

Bacillus
amyloliquefaciens
MBI600

Microbiol6gico

Competicao, mico-
parasitismo antibiose,
desregulacdo da membrana
(FRAC, 2022)

(minimo de 5,5 x 101°
esporos viaveis/qg)
(11% m/m)

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos e doses utilizadas para os estudos in vivo e in

vitro para controle de B. cinerea. Sdo Joaquim-SC. 2023.

Doses
In vitro (mL ou g/ 100 mL
de meio de cultura)
Somente meio de cultura

Tratamentos In vivo (p.c./100 L)

1 - Testemunha Sem aplicacao

2 - Sophora flavescens 140 mL 0,14 mL
3 - Pirimetanil 150 mL 0,15 mL
4 - Captana 250 mL 0,25 mL
5 - Melaleuca alternifolia 375 mL 0,15 mL
6 - Bacillus subtilis QST713 665 mL 0,2 mL
7 - Mancozebe 200 g 0,29
8 - Tiofanato Metilico 70 g 01lg
9 - Bacillus amyloliguefaciens MBI600 1,0 kg 0,059

2.1.Ensaio In vivo
Os frutos da variedade Nonante-SC 415 foram colhidos nos campos da Estacéo

e levados para a sala de inoculagéo, foram acondicionados em bandejas plasticas de

10L (16 x 40 x 29 cm). O ensaio foi conduzido sob delineamento inteiramente

10



casualizado com quatro repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por trés frutos,
totalizando 108 frutos.

Em seguida foi realizado um ferimento/fruto com o auxilio de um conjunto de
agulhas entomoldgicas, a seguir os tratamentos foram pulverizados com um
pulverizador manual. Posterior a secagem dos tratamentos foi obtida uma suspenséo
de inéculo B. cinerea (isolado 2418) com concentracdo de conidios de 5x10°mL. Em
seguida, foi disposto 200 pL dessa concentragdo de conidios sobre o ferimento.
Conidios esses que foram obtidos apds a raspagem de duas placas de Petri da
colecdo do laboratorio de Fitopatologia da Estacdo Experimental de Sdo Joaquim, que
continha colénias do patdégeno, sendo esses conidios transferidos para um béquer
com agua destilada estéril.

Com o auxilio de um microscépio de luz e Camara de Neubauer, foram
determinadas a concentracdo de conidios na amostra, a partir do seguinte método: a
Camara de Neubauer foi colocada sob o microscépio 6ptico (objetiva de 10x), e com
auxilio de um contador manual foi realizado a contagem dos dois lados da Camara (A
e B) (camara inteira), na figura um esta demostrado os campos constituintes de um
lado da Camara e por fim determinado a concentracdo de conidios para ser utilizado

na inoculacao dos frutos com a seguinte equacao:

CC=(A+B+C+D+E) 2.000 (2)

Em que ‘CC’ é equivalente a concentragdo de conidios/mL; ‘A’ primeiro
quadrante; ‘B’ segundo quadrante; ‘C’ quarto quadrante; ‘D’ quarto quadrante e ‘E’
quinto quadrante. A multiplicacao por 2.000 é justificada devido a utilizacédo dos cinco
guadrantes na contagem de esporos.

A contagem de esporos se deu através da técnica de zigue-zague, que consiste
em iniciar sob um ponto seguindo um padrao de linhas lineares, alternando a direcéo
formando linhas quebradas. Além disso, utilizou-se a regra da letra “L”, que consistiu
em contabilizar os esporos que se apresentavam sobre as linhas limites acima e do
lado esquerdo do quadrante, ja os esporos que estavam nas divisorias de baixo e do
lado direito do quadrante ndo foram contadas, utilizou-se a metodologia de VEZZOSO
et al. (2020).

11



Figura 1. Imagem demonstrativa dos campos constituintes da Camara de Neubauer.
Tabela utilizada na estacdo experimental de Sao Joaquim. Fonte: Adaptado de
Splabor (2016).

Posteriormente a inoculacao, os frutos foram mantidos em camara imida com
temperatura de 20°C, processo esse que se iniciou no dia 26 de maio de 2023.

As variaveis analisadas foram: didmetro da leséo e a concentracéo de conidios.
Aos trés, sete e dez dias apos a inoculacdo do patégeno, com auxilio de um
paquimetro digital foram analisados o diametro da lesdo. Com esses dados calculou-
se a area abaixo da curva do progresso da doenca, com a seguinte equacao proposta
por Campbell e Madden (1990):

AACPD = [((y1 + y2)/ * (2 - t1)] (3)

Em que ‘AACPD’ correspondeu a area abaixo da curva de progresso da
doenga; ‘y1 e y2’ refere-se a duas avaliagbes consecutivas de diametro e tl e t2
corresponde ao numero de dias apos a inoculagao.

Aos 12 dias ap0Os a inoculagdo do patdgeno nos frutos, determinou-se a
concentracdo de conidios na amostra. Cada repeticdo passou por uma lavagem com
50mL de agua destilada, na sequéncia, uma aliquota de 200 pL foi extraida da

suspensao de conidios e transferida para a Camara de Neubauer. Posteriormente
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realizado o mesmo método de obtencéo de conidios citado anteriormente na equacao
2.

2.2.Ensaio In vitro

Todos os tratamentos foram incorporados em 100mL do meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar) ja autoclavado, dose essa que foi distribuida em cinco placas
de Petri de 80cm de diametro.

O ensaio foi conduzido sob delineamento inteiramente casualisado com cinco
repeticbes sendo cada repeticdo constituida por cinco placas de Petri. Apos a
solidificacdo do meio foi adicionado um plugue de 5,5 de didametro de um meio de
cultura contendo propagulos do fungo B. cinerea da colecdo do laboratério de
fitopatologia da estacdo experimental da Epagri de Sdo Joaquim. Todas as placas
foram armazenadas em uma incubadora (BOD), com temperatura de 20°C, sob
auséncia de luz. Processo esse que ocorreu dia 30 de maio de 2023.

Aos dois, trés e seis dias ap0s a incubacéo, avaliou-se o crescimento do fungo
em meio de cultura. Variavel essa que foi obtida por meio do comprimento e diametro
do micélio que se desenvolvia na placa contendo os respectivos tratamentos. Por meio
desses dados calculou-se o indice de velocidade de crescimento micelial, por meio da

equacao proposta por Oliveira (1991):

IVCM = Z ((D - Da)/N) (4)

Em que ‘IVCM’ refere-se a indice de velocidade de crescimento micelial; a sigla
‘D’ é o didametro médio da colbnia; ‘Da’ corresponde ao didmetro médio da coldnia do
dia anterior e ‘N’ € o numero de dias apds a inoculacéo.

Aos 30 dias ap0s a incubacéo, determinou-se a concentragdo de conidios na
amostra. Cada repeticao recebeu 10mL de agua destilada, na sequéncia realizado a
raspagem para liberacédo total dos conidios, uma aliquota de 200 pL foi extraida da
suspensao de conidios e transferida para a Camara de Neubauer. A mesma foi
colocada sob o microscépio 6ptico (objetiva de 10x), e com auxilio de um contador
manual foi realizado a contagem dos dois lados da Camara (A e B) (camara inteira) e
por fim determinado a concentracdo de conidios, através da equacao com a seguinte

equacgao:

13



CC=(1+2+3+4+5)-50.000 (5)

‘CC’ é equivalente a concentragao de conidios/mL; ‘1’ primeiro quadrante; ‘2’
segundo quadrante; ‘3’ quarto quadrante; ‘4’ quarto quadrante e ‘5’ quinto quadrante.
A multiplicacdo por 50.000 é devido utilizar apenas o quadrante ‘E’ na contagem de

esporos.

2.3.Analise de dados

Os resultados obtidos em ambos os ensaios foram submetidos a analise de
varidncia, e as meédias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a uma
probabilidade de erro de 5% utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Ensaio In vivo

A analise de variancia entre os tratamentos para concentracdo de conidios de
B. cinerea nos frutos da goiabeira serrana demonstrou diferencas a 5% de
significancia pelo teste de Scott-Knott (Tabela 1). Os tratamentos Sophora flavescens
proporcionou média de 0,55x10%pL, pirimetanil 0,72x10%/uL, captana 0,14x10%uL de
conidios na solucéo e foram os tratamentos que melhor obtiveram controle em relacéo
a esporulacdo do fungo nos frutos da goiaba serrana. Ja & Melaleuca alternifolia, B.
subtilis, mancozebe e tiofanato metilico apresentaram 2,02x10%uL, 1,70x10%uL,
1,78x10%/uL, 1,80x10%/uL de conidios respectivamente na composi¢éo e nao diferem
da testemunha que obteve 1,31x10%uL de conidios. O tratamento 9 (B.
amyloliquefaciens) foi o qual manifestou menor controle com 3,74x105/uL de conidios
na solugéo.

Gomes (2017) descreve a constituicdo do extrato de Sophora flavescens,
pertencente a familia das Fabaceae, que suas raizes sao ricas em Matrine
(MT)(C15H24N20) e Oxymatrine (CisH24N202), esses alcaloides sao compostos
heterociclico que se derivam da quinolizidina e possuem alto potencial biocida. Silva

et al. (2011), relataram que o extrato de nim (Azadirachta indica e A. Jussieu) pertence
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a familia das Meliaceae, reduziu significativamente a incidéncia de fungos em
sementes de Angico (Anadenanthera colubrina Vell.). Dentre os fungos observados o
género Penicillium sp. obteve a menor incidéncia com 62% a menos de colonias. Em
pesquisa com extrato de canola, Flores (2013) concluiu sua eficiéncia na inibicao da
germinacao de conidios do fungo, no qual obteve 90% de eficacia do extrato no
controle da podriddo parda (Monilinia fructicola) na cultura do pessegueiro. Com
resultados similares ao desse estudo, Silva et al. (2017) observaram que o extrato de
pitangueira apresentou efeito estimulante na esporulacdo. Uma provavel explicacdo
para esses resultados é que algum componente desses extratos atua como
estimulantes, assim como ocorreu perante o resultado de Melaleuca alternifolia.

Durante estudos realizados com produtos bioldgicos via aplicagdo foliar na
cultura de morangueiros, Passo (2020) observou que os produtos a base B. subtillis e
B. amyloliquefaciens se mostram favoravel no controle de B. cinerea, no qual
reduziram a severidade da doenca, discordando dos resultados obtidos na pesquisa
discutida, no qual o tratamento com B. subtilis igualou-se com a testemunha e o
tratamento com B. amyloliquefaciens se expressou ineficaz. Em trabalho semelhante
Minuzzo et al. (2020) concluiram que a cepa B. subtilis QST 713 na dosagem de 2,0
mL/L (1,6L/ha) a cada sete dias, ndo diferiu da testemunha. Podendo atribuir a
auséncia de controle no presente estudo a concentracdo utilizada e ressaltando a
relevancia de novos estudos para a determinacao da dose correta para eficiéncia de
controle do fitopatbgeno em questdo. O uso do tiofanato metilico se igualou a
testemunha, assim como constataram Ampese et al., (2019) que a utilizacdo do
tiofanato metilico aplicado em bagas de uvas no controle de B. cinerea, nao diferiu da
testemunha. Demonstrando a baixa eficiéncia desse fungicida para o controle desse
patogeno.

Em estudo com o fungo Venturia inaequalis, os principios ativos que melhor
apresentaram indice de controle em frutos de maca, foram captana com 87% e
fluxapiroxade + piraclostrobina com 93% de controle do fungo Venturia inaequalis,
concordando com resultado alcancados sobre o controle captana. Neste mesmo
trabalho difenoconazol demonstrou 0% de supressao e pirimetanil 3% de controle
sobre o fungo V. inaequalis (ARAUJO et al., 2022). Entretanto esses resultados em
macieira diferem em relacdo ao ingrediente ativo pirimetanil, que se expressou

eficiente aplicado em frutos de goiaba serrana nesse estudo.

15



A classe das Dicarboximidas se destaca no controle de Alternaria spp. em
algumas oleraceas. Apresenta acdo de profundidade que ocorre quando o fungicida é
aplicado numa das superficies da folha e é translocado para o interior da folha, em
alguns casos tem efeito curativo e antiesporulante, sendo assim age inibindo a
esporulacdo de conidios e o crescimento micelial (TOFOLI et al., 2015). Assim como
foi observado no estudo captana se destacou no controle do patégeno, como o

controle é da classe Dicarboximida se apresentou como antiesporulante.

Tabela 3. Concentracdo de conidios de B. cinerea em frutos de goiaba serrana.

Tratamentos Concentragéo de conidios x10%uL

1 - Testemunha 131b
2 - Sophora flavescens 0,55¢
3 - Pirimetanil 0,72c¢c
4 - Captana 0,14 c
5 - Melaleuca alternifolia 2,02b
6 - Bacillus subtilis QST713 1,70 b
7 - Mancozebe 1,78 b
8 - Tiofanato Metilico 1,80 b
9 - Bacillus amyloliguefaciens MBI600 3,74 a

Média 1,78

CV (%) 38,97

UMédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p<0,05).
Epagri, S&o Joaquim-SC. Fonte: Dos Autores, 2023.

Na figura 2 esta apresentado os valores dos célculos de area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD), obtidos a partir do diametro dos frutos da goiaba
serrana. E possivel observar que ndo houve diferencas em relagéo aos controles por
meio de B. amyloliquefaciens, captana, pirimetanil, Sophora flavescens, que obtiveram
meédia inferiores em relacdo aos tratamentos tiofanato metilico, mancozebe, B. subtilis,
Malaleuca alternifolia e a testemunha, os quais néo diferiram entre si, mostrando que
esses compostos nao tiveram efeito sobre o patégeno.

O tratamento por meio do mancozebe néo foi efetivo na AACPD e na reducéo
da area lesionada, explica Souza (2017), que fazer o uso de mancozebe em conjunto
com outras formulagdes traz melhor efeito no controle de fungo. Resultados que foram
observados quando Souza (2017) realizou o tratamento de mancozebe em conjunto
com azoxistrobina + ciproconazol e picoxistrobina + ciproconazol se destacaram em
sua pesquisa, evidenciando reducdo média de 31,31 e 29,68 % na area abaixo da
curva de progresso de lesdes e urédias, respectivamente no controle de ferrugem
asidtica da soja. Os fungicidas multissitios devem ser aplicados em a¢des preventivas,
devido sua acdo letal sobre a germinacdo dos esporos. Mas fazer misturas de
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fungicidas multissitios com sitio-especifico amplia o fator de controle dos fungos e
aumenta a qualidade do tratamento, favorecendo a morte de esporos que por ventura,
nao foram controlados com fungicidas sitio especifico (BALARDIN, 2017).

Na pesquisa n&o foram verificadas diferengas entre a testemunha e o uso do
tiofanato metilico, tais resultados podem ser atribuidos a resisténcia do isolado a esse
ingrediente ativo. Schulman (2015) relatou resultados semelhantes em 44 isolados de
B. cinerea, 36 isolados se demonstram resistente a tiofanato, ou seja, 82% da
populacédo, resultados como este comprovam que 0 uso intensivo de fungicidas
guimicos ao longo dos anos, € uma possivel explicacdo dessa resisténcia ao principio
ativo. Ensaios realizados por Rissato (2021), observou que as cepas de B. pumilus,
B. subtilis e B. amyloliquefaciens apresentaram controle significativo de doencas
foliares de final de ciclo na soja, porém em comparacdo com fungicidas quimicos o
seu controle foi inferior, os isolados reduziram a AACPD, porém foram os tratamentos
que registraram niveis mais proximos da testemunha. E possivel observar uma
semelhanca com os resultados obtidos no estudo, no qual a cepa B. amyloliquefaciens

se destacou em relacdo a testemunha e a cepa B. subtillis.

T9 - Bacillus amyloliquefaciens MBIG00 I b
T8 - Tiofanato Metilico N -
T7 - Mancozebe I -
TE - Bacillus subtilis ASTT13 S -
T5 - Melaleuca afternifolia S NN -
T4 - Captana  m—— b
T3 - Pinmetanl pu..—— -

Tratamentos

T2 - Sophora flaVesCens | b
T1 - Testemunha

0 20 40 &0 g0 100
AACPD

Figura 2. Area a baixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em frutos de goiaba
serrana. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-
Knott (p<0,05). Epagri, Sdo Joaquim-SC. Fonte: Dos Autores, 2023.

O extrato Melaleuca alternifolia ndo apresentou controle do fitopatégeno, uma

vez que ndo diferiram da testemunha. Uma possivel explicacdo para tal resultado é
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explicada pelo resultado obtido por Moreira (2019), em que analisou o controle
preventivo e curativo do extrato de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) no
controle de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), e verificou que o controle aplicado
de forma preventiva reduziu a AACPD. Desse modo, € possivel que esse extrato fosse
eficaze caso houvesse uma aplicacdo de forma preventiva, ressaltando a importancia
de novos estudos associados ao tempo de aplicacdo em relacdo a inoculacédo e a

forma preventiva ou curativa.

3.2.Ensaio In vitro

A andlise de variancia entre os tratamentos para concentracdo de conidios de
B. cinerea e o indice de crescimento micelial realizados in vitro evidenciaram,
diferencas a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott (Tabela 02). No qual a
testemunha proporcionou as maiores médias nas duas analises, ja o tratamento por
meio do extrato da planta Melaleuca alternifolia apresentou média de 2,35 x10%/uL sob
namero de conidios e 16,47% no IVCM diferindo da testemunha. Dentre os demais
tratamentos captana, mancozebe, tiofanato metilico, B. subtilis, B. amyloliquefaciens
e Sophora flavescens surtiram efeito de 100% no controle do fitopatégeno. O fungicida
guimico pirimetanil e o extrato de Sophora flavescens demonstram médias de esporos
na solucdo de 0,65x10°uL e 0,10x10%uL. Esses resultados concordam com os
obtidos por Ampese et al. (2019), que durante a realizacdo do experimento
observaram que os tratamentos com mancozebe, iprodiona e procimidona inibiram
inteiramente o crescimento micelial de B. cinerea.

O grupo quimico das dicarboximidas, no qual captana, iprodiona e procimidona
sdo representantes atuam diretamente na enzima NADH citocromo-c-redutase dos
fungos, interferindo no processo respiratorio e consequente peroxidacao de lipidios.
Ademais inibem a germinacgéo de conidios, atuam no &pice das hifas evitando seu
crescimento e o micélio tem seu crescimento interrompido, entre outras acoes
(RODRIGUES, 2006).

Os biocidas naturais sao elaborados a partir de plantas, essas substancias séo
utilizadas para combater virus, fungos, bactérias e insetos. Os biocidas sintéticos, sdo
0s mais utilizados e altamente potentes, mas podem gerar dano aos rios, deixar
residuos em alimentos e eliminar agentes naturais, diante disso a busca por moléculas

menos agressivas € fundamental (NUNES, 2023). Com isso Lorenzetti et al. (2011)
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realizaram estudos sobre a bioatividade de Oleos essenciais em isolados de B.
cinerea, e evidenciaram em suas analises de crescimento micelial um controle de 80
a 59% de controle do patégeno com os 6leos de canela, Melaleuca, menta, eucalipto,
cravo e palmarosa. Resultados similares foram encontrados por Silva et al. (2017) ao
utilizarem diferentes concentracfes do extrato vegetal a base de araca sobre o
patégeno Bipolaris oryzae causador da mancha parda, nas concentracdes de 5, 10, e
15% houve diminuigéo de 29,7, 58 e 85% no crescimento micelial no fungo. Em seus
estudos Wuaden et al. (2018) verificaram a eficiéncia do 6leo de manjericio no
controle do crescimento micelial de B. cinerea, em gque todas as doses do extrato
demonstraram efeito significativo no controle da variavel. Quando se aumenta a
concentracdo do extrato de carqueja, maior € o controle da esporulacdo de Bipolaris
oryzae, sendo que a concentragdo com 20%, reduziu em 40% a esporulacdo do
patégeno (SILVA et al., 2017).

Abdelmoteleb et al. (2017) salientaram em seus estudos alto grau de inibicdo
de crescimento micelial com uso da cepa de B. subtilis “ALICA” em relagao aos fungos
fitopatogénicos testados, dentre eles Alternaria alternata, Macrophomina sp.,
Colletotrichum gloeosporioides, B. cinerea e Sclerotiorum rosfesii, a cepa foi capaz de
alterar a morfologia micelial do patégeno, causando fraturas, inchacos, distorcées e

morfologia anormal além de ndo ocorrer a criagdo de esporos.

Tabela 4. Concentracdo de conidios de B. cinerea e indice de velocidade de

crescimento micelial (IVCM), ambos em meio de cultura.

Concentracéo de Indice de velocidade
Tratamentos conidios x10%/uL crescimento micelial
(IveM)
1 - Testemunha 23,10 a 25,03 a
2 - Sophora flavescens 0,65c¢c 8,23 ¢c
3 - Pirimetanil 0,10 c od
4 - Captana Oc od
5 - Melaleuca alternifolia 2,35hb 16,47 b
6 - Bacillus subtilis QST713 Oc od
7 - Mancozebe Oc 0d
8 - Tiofanato Metilico Oc 0d
9 - Bacillus amyloliguefaciens MBI600 Oc od
Média 2,91 5,25
CV (%) 67,44 20,50

UMédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p<0,05).
Epagri, S&o Joaquim-SC. Fonte: Dos Autores, 2023.

Em estudos sobre a microbiolizagdo de sementes de alface com diferentes

cepas de Bacillus spp. no controle de fungos fitopatogénicos Costa et al. (2021),
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constataram em seus resultados que os isolados MGSS B273 (B. methylotrophicus) e
MGSS B274 (B. amyloliquefaciens) controlaram 100% dos patégenos. Nesse contexto
explica Abdelmoteleb et al. (2017) que o género Bacillus possui algumas estratégias
no controle de patégenos, entre elas a producdo de antibidticos extracelulares e
producdo de enzimas micoliticas como quitinase, protease e B-1,3-glucanase,
enzimas responsaveis pela degradacao de polissacarideos presente na parede celular
de fitopatdgenos.

A linhagem das bactérias Bacillus spp. agem de forma antagonistas e utilizam
diferentes métodos para frear o crescimento de fungos, sdo elas: producdo de
antibioticos, resisténcia de planta, competicédo, predacao e por transmissao de genes

nao virulentos para linhagens patogénicas (FEPAGRO, 2021).

4. CONCLUSAO

O fungicida quimico captana e pirimetanil e o extrato de Sophora flavescens
sao eficientes na reducdo da area a baixo da curva de progresso da doenca e na
concentracdo de conidios de B. cinerea.

Captana, B. subtilis, mancozebe, tiofanato metilico, B. amyloliquefaciens sao
capazes de suprimir completamente a esporula¢édo de B. cinerea in vitro.

Pirimetanil, captana, B. subtilis, mancozebe, tiofanato metilico, B.
amyloliquefaciens séo capazes de cessar de forma integral o crescimento de colbnias
de B. cinerea em meio de cultura.

Os principios ativos indicados para frutiferas de clima temperado que foram
utilizados e que comprovaram sua eficiéncia, podem usados no controle de B. cinerea

em frutos da goiabeira serrana. Mas sédo necessarios mais estudos para desenvolver

melhor as técnicas de manejo fitossanitario.
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