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RESUMO

A antracnose do milho causada pelo fungo Colletotrichum graminicola pode
ocorrer tanto nas folhas como nos colmos da planta e pode ocasionar grandes
danos a cultura. Em busca de alternativas ao uso de fungicidas associados a
utilizacdo de variedades resistentes, principal método de controle de doencas,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de controle de C. graminicola
em testes in vitro e a inducdo de resisténcia em plantas de milho em condicdes
de casa de vegetacdo por meio da utilizacdo de diferentes produtos de origem
abidtica e bidtica. Para os testes in vitro foram testados os fertilizantes foliares
High Roots®, V6®, Maxi Flor®, Max Fruit®, Foskalium® 30-20 e fosfito de
manganés, o extrato de Ascophyllum nodosum (Acadian®), os produtos
biolégicos Bacillus subtilis (Serenade®) e Bacillus thuringiensis (Dipel WP®) e a
testemunha (sem adicdo de produtos). Os produtos foram incorporados em
meio de cultura de aveia fundente nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000
ppm, onde foi adicionado ao centro das placas de Petri um disco de micélio do
fungo. A testemunha consistiu em placas de Petri sem a incorporacdo dos
tratamentos com um disco de micélio do patégeno no centro. Diariamente foi
determinado o diametro das colbnias para avaliagdo do crescimento micelial do
fungo. Com os dados foram calculadas a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) e o indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM). Os tratamentos com B. subtilis e B. thuringiensis foram os Unicos que
controlaram em 100% o desenvolvimento de C. graminicola. Outros
tratamentos apresentaram controle total apenas na dose de 1000 ppm. Nos
testes em casa de vegetacdo, além dos tratamentos utilizados in vitro na
concentragdo que apresentou maior controle, foi adicionado o produto
acibenzolar-S-metilico (Bion®), que foram pulverizados nas plantas de milho no
estadio V4. Ap6s 72 horas da pulverizacdo dos tratamentos foi pulverizada a
suspensao de conidios de C. graminicola e ap6s o aparecimento das primeiras
lesGes foram avaliadas a severidade e o nimero de lesGes cm nas folhas.
Com os dados foram calculadas a area abaixo da curva de progresso da
doenca e a area abaixo da curva de frequéncia de infeccdo. O Unico tratamento
gue controlou a doenca foi o acibenzolar-S-metilico.

Palavras-chave: Controle alternativo, inducdo de resisténcia, Zea mays,

antracnose.



ABSTRACT

The anthracnose of corn caused by Colletotrichum graminicola can occur both
on leaves and stems of the plant and can cause extensive damage to the
culture. In search of alternatives to the use of fungicides associated with the use
of resistant varieties, main disease control method, the objective of this study
was to evaluate the potential of control of C. graminicola in in vitro tests and the
induction of resistance in corn plants in greenhouse conditions using different
products abiotic and biotic. For in vitro tests were tested foliar fertilizer High
Roots®, V6®, Maxi Flor®, Max Fruit®, Foskalium® 30-20 and manganese
phosphite, the Ascophyllum nodosum extract (Acadian®), organic products
Bacillus subtilis (Serenade®) and Bacillus thuringiensis (Dipel WP®) and control
(without adding products). The products were incorporated into the oat medium
melting at concentrations of 1, 10, 100 and 1000 ppm, which was added to the
center of Petri dishes a fungi mycelium plug. The treatment control consisted of
petri dishes without the incorporation of the treatments with a pathogen mycelial
plug in the center. Daily was determined the diameter of the colonies to assess
the mycelial growth of the fungus. With the data we calculated the percentage
of inhibition of mycelial growth and the mycelial growth rate index. The
treatment with B. thuringiensis and B. subtilis were the only ones that controlled
at 100% the development of C. graminicola. Other treatments had total control
at the dose of 1000 ppm. In tests in the greenhouse, in addition to the
treatments used in vitro at concentrations that presented greater control, it was
added acibenzolar-S-methyl (Bion®), which were sprayed on corn plants in V4
stage. After 72 hours of spraying the treatments was sprayed a suspension of
spores of C. graminicola and after the first appearance of lesions were
evaluated the severity and number of 2 cm lesions on the leaves. These data
were calculated area under the disease progress curve and the area under the
curve for infection frequency. The only treatment which controlled the disease
was acibenzolar-S-methyl.

Keywords: alternative control, induced resistance, Zea mays, anthracnose.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a agricultura mundial tem atendido a demanda
crescente por alimentos de uma populacdo crescente. Dentro do cenario
mundial de producdo agricola, o Brasil apresenta grande destaque, onde é
conhecido como o “celeiro do mundo” (SCOLARI, 2014).

Com relacdo a producdo de milho (Zea mays L.), o Brasil estd na
terceira posicdo como maior produtor mundial, perdendo apenas para Estados
Unidos e China. No cenario agricola do pais, a producéo de graos corresponde
a uma area plantada de 53.899 mil hectares na safra de verdo, tendo as
culturas da soja e do milho como as mais exploradas. De acordo com dados da
CONAB (2014), para o ano agricola de 2013/2014, a area plantada de milho
somou um total de 15.800,7 mil hectares (6.618,0 mil ha na safra de verdo e
9.182,7 mil ha na safrinha).

Dentre os fatores que mais ocasionam danos as lavouras de milho, as
doencas sdo responsaveis por reducdo em torno de 14% da producao agricola
mundial (MIZUBUTI; MAFFIA, 2013). A antracnose (Colletotrichum graminicola
(Ces.) G. W. Wils), uma das principais doencas incidentes na cultura, pode
reduzir a producdo em torno de 40%, tanto pela reducdo de area foliar como
pelo tombamento das plantas causado pela podriddo de colmos.

O objetivo pratico mais importante dentro da Fitopatologia é o controle
de doencas de plantas. Tal fato é tido como justificativa para tantos
investimentos em pesquisa e desenvolvimento de produtos com esse intuito.
Buscando-se altas produtividades com préaticas altamente eficientes, o0s
fungicidas passaram a ser muito utilizados, impactando grandemente o meio
ambiente e favorecendo o surgimento de resisténcia dos patdégenos a estes
produtos (KUHN, 2007).

A preocupacédo com o ambiente e a presenca de residuos de agrotoxicos
em alimentos aliado a exigéncia cada vez maior do mercado em adquirir
produtos mais saudaveis e de baixo impacto ambiental tém levado
pesquisadores a buscar medidas alternativas para o controle de doencas de
plantas. Dentre essas alternativas, o emprego do controle bioldgico e da

inducéo de resisténcia tem surgido como tecnologia de grande potencial. Os
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indutores apresentam baixo impacto ambiental, 0 que torna seu uso no controle
de doencgas de plantas muito atrativo (PIERO; GARDA, 2008). Apesar disso,
por mais que se conhecam seus efeitos no meio cientifico, trabalhos que

busquem avaliar a efetividade deles na cultura do milho ainda sdo escassos.

2 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de controle de
Colletotrichum graminicola, in vitro, com a utilizacdo de diferentes produtos.
Avaliar o potencial de inducéo de resisténcia de diferentes produtos em plantas

de milho sob condicdes de casa de vegetacgéao.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) € a planta cultivada com maior importancia dentre
as originarias das Américas. Ha indicios de que sua origem tenha sido no
México, Ameérica Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Escavacfes
arqueoldgicas e geoldgicas demonstram que o milho é uma das culturas mais
antigas do mundo, indicando que seu cultivo ocorria desde pelo menos 5.000
anos atras. Logo depois do descobrimento da América, a planta foi levada para
o continente Europeu, onde era cultivado em jardins, até que seu valor
alimenticio se tornasse conhecido. Desde entdo, passou a ser cultivado em
escala comercial espalhando-se por todo o mundo (GOODMAN, 1978).

O milho, por seu potencial produtivo, composi¢éo quimica, valor nutritivo
e multiplicidade de aplicacdes, seja na alimentacdo humana, seja na animal,
firmou-se, ao longo da histéria, como um dos mais importantes cereais
cultivados e consumidos, exercendo relevante papel socioecondmico e
constituindo matéria-prima indispensavel, capaz de impulsionar os mais
diversificados complexos agroindustriais. Esse cereal destaca-se como uma
das principais culturas do agronegécio brasileiro. O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial, atrds apenas dos Estados Unidos e da China, com
produtividade média de 5.233 kg ha, na safra 2015, a qual foi maior que a
safra anterior com 5.169 kg ha! (CARVALHO et al., 2013; FANCELLI;
DOURADO NETO, 2004; IBGE, 2015).

Para a safra de 2015, foi produzida no Brasil cerca de 76,3 milhdes de
toneladas de graos, onde em torno de 30,8 milhdes de toneladas foram
produzidas na primeira safra (verdo) e na segunda safra (safrinha) em torno de
45,5 milhdes de toneladas, isso tudo somado em 15,241 milhGes de hectares
plantados. As Regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste como as maiores
produtoras de milho, somaram para esta safra uma area plantada de
aproximadamente 6,3 milhdes, 3,7 milhdes e 2,1 milhdes de hectares,
respectivamente (IBGE, 2015).

Além do potencial produtivo, outra importancia da cultura do milho é a

sua participacao no ciclo de rotacdo de culturas no sistema de plantio direto na
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palha, principalmente para a cultura da soja. A cultura do milho contribui de
maneira significativa para a obtencao de altas produtividades, em parte devido
a maior extracdo de fosforo no sistema soja/milho quando comparado ao
monocultivo de soja (MARCELO et al., 2009).

A cultura vem sendo cultivada em regides entre as coordenadas 58° de
latitude Norte (Canada e antiga Unido Soviética) a 40° de latitude Sul
(Argentina), presente nas mais diversas altitudes, cultivada tanto em
localidades abaixo do nivel do mar (como a Regido do Mar Caspio) como em
regibes com mais de 2.500 m de altitude, como nos Andes Peruanos
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

O milho, como uma planta rastica, sempre foi capaz de suportar muito
bem diversos tipos de estresse ambiental. Porém, com a expansdo das
fronteiras agricolas, com o monocultivo e ampliagdo das épocas de semeadura,
0 cenario se alterou. Surgiram novos problemas para a cultura, principalmente
em relacdo as doencas, que podem afetar grandemente o desempenho das
lavouras gerando grandes prejuizos econémicos (PEREIRA, 2005).

Dentre as principais doencas que atacam a cultura, destacam-se a
antracnose (Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W. Wils), podridées do colmo
(causada por C. graminicola e também por outras varias espécies de fungos),
mildio (Peronosclerospora sorghi (Weston & Uppal.) C.G.Shaw), manchas
foliares (Cercosporiose (Cercospora zeae-maydis Tehon & Daniels),
helmintosporiose (Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard & E. G. Suggs),
mancha de Bipolaris maydis (Y.Nisik. & C.Miyake) e mancha de Bipolaris
zeicola (G.L. Stout) Shoemaker, mancha foliar de diplodia (Stenocarpella
macrospora (Earle) B. Sutton)), ferrugem branca (Phyzopella zeae (Mains)
Cummins e Ramachar), ferrugem comum (Puccinia sorghi Schw.) e ferrugem
polissora (Puccinia polysora Underw), podriddes da espiga (podriddo de
Giberela (Gibberella zeae (Schweinitz) Petch), podriddo branca da espiga (S.
macrospora e Stenocarpela maydis (Berk.) B. Sutton), carvao (Ustilago maydis
(DC.) Corda) e muitas outras (PEREIRA, 2005; SABATO; FERNANDES, 2014).
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3.2 ANTRACNOSE FOLIAR DO MILHO

A antracnose do milho, causada pelo fungo C. graminicola (teleomorfo
Glomerella graminicola Politis) pode atacar a planta de milho em todas as suas
fases de desenvolvimento e 0s sintomas podem ocorrer em qualquer parte da
planta. No limbo foliar causa lesdes necroéticas que séo facilmente visiveis,
caracterizadas por seu formato alongado e coloragdao marrom. No colmo, os
sintomas na casca surgem logo apos a polinizacdo como lesdes estreitas,
encharcadas, inicialmente de coloracdo pardo-avermelhada, tornando-se
castanho-escuras ou pretas com o tempo. No interior dos colmos, os tecidos
ficam escuros e se desintegram. Sinais do patdégeno, acérvulos com esporos,
podem ser encontrados na casca do colmo em sua forma assexuada. No
Brasil, hoje em dia, as duas formas de ataque (folha e colmo) sdo consideradas
limitantes & cultura, principalmente pela ado¢éo do cultivo em plantio direto na
palha e pelo aumento do cultivo do milho safrinha. (PEREIRA, 2005).

Com relacéo a biologia do patégeno, o fungo forma acérvulos esféricos
ou piriformes de 8 a 15um com a presenca de setas sobre o tecido afetado
(sinais). Os conidios séo falciformes e medem em torno de 23,5 - 29,0 um x 3,5
- 5,0 um quando em meio de cultura (SUTTON, 1980; PONTES, 1987). O
patdogeno pode sobreviver como sapréfita em residuos culturais por até dez
meses, na superficie do solo (NAYLOR; LEONARD, 1977), porém, se forem
enterrados, a possibilidade de sua sobrevivéncia é reduzida. J& em sementes,
pode sobreviver por até 3 anos (WARREN, 1977).

Os conidios podem permanecer vidveis de semanas a meses,
dependendo da umidade relativa do ar e desde que estejam recobertos por
uma matriz mucilaginosa que € produzida pelo proprio fungo (NICHOLSON,;
MORAES, 1980). Sua disperséo ocorre por respingos de chuva ou pelo vento
(BERGSTROM; NICHOLSON, 1999). A presenca de agua é necessaria para a
germinacao dos conidios, pois solubiliza os inibidores da germinacdo presentes
na matriz mucilaginosa.

A colonizagdo do patégeno em plantas de milho ocorre normalmente
através da germinacao de conidios quando em contato com o limbo foliar, na
parte aérea. Segundo Bergstrom e Nicholson (1999), as les@es foliares podem

servir como fonte de inoculo para infecges no colmo que podem causar
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tombamento da planta e que, como consequéncia, reduz a produtividade da
cultura entre 18 e 40%.

Sukno et al. (2008) constataram que plantas de milho podem ser
infectadas com C. graminicola também pelas raizes, através de estruturas
especializadas comumente encontradas em patdgenos de solo, como micélios
externos de penetracdo intercelular (como ocorrem em fungos micorrizicos),
hifopédio (hifa de forma globosa ou alongada com funcdo de fixacdo) e
microesclerédios. A infeccdo pode ser transmitida para a parte aérea de forma
assintoméatica, onde posteriormente aparecerdo os sintomas caracteristicos.

Por ser hemibiotrofico, capaz de sobreviver em restos de cultura, C.
graminicola ganhou importancia entre os patdégenos da cultura do milho,
sobretudo nas areas com sistema de plantio direto na palha (PINTO et al.,
2006). No Brasil, essa doenca € um dos principais problemas da cultura do
milho, ocorrendo em todas as principais regides produtoras do pais, seja em
cultivos de safrinha, seja em plantios efetuados em periodos normais
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

As medidas de controle mais indicadas para a doenca sdo uso de
cultivares resistentes, adubacéo equilibrada e rotacdo de culturas (PEREIRA,
2005).

3.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

Quando se estuda sobre resisténcia de plantas a patégenos percebe-se
gue a ocorréncia da doenca € excecdo e nao regra, pois dentre o numero
gigantesco de fitopatdgenos existentes na natureza, apenas uma pequena
quantidade pode causar doenca em uma determinada espécie. Isso pode ser
explicado pelo fato de existirem multiplos mecanismos de defesa nas plantas
gue podem ser muito eficientes. A resisténcia natural de plantas a patdgenos
tem com base barreiras e mecanismos de defesa que ja sdo existentes, sem
que para isso seja necessaria a chegada do patdgeno ao sitio de infeccéo
(AGRIOS, 2005; CAMARGO, 2011; BARROS et al., 2010) e os mecanismos

pos-formados, ativados somente apos a chegada do patdgeno.
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Pode-se assim afirmar que as plantas ndo permitem a entrada de
patégenos de forma passiva no seu interior. Elas percebem as agressdes e a
sua alta capacidade de adaptacdo permite que sobrevivam, mesmo que em
muitas vezes, tenham seu desenvolvimento prejudicado (MARGIS-PINHEIRO
et al., 1999). Dessa forma, a resisténcia da planta a um determinado patégeno
é definida como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada
de um microorganismo patogénico em seu interior, assim como criar condi¢cdes
desfavoraveis para a infeccdo/colonizacdo de seus tecidos pelo mesmo
(PASCHOLATI, 2011).

As plantas sdo continuamente expostas a um grande numero de
patdgenos, e como resultado, apresentam um complexo mecanismo de defesa
para reconhecé-los e se proteger. A protecdo se da através do
desenvolvimento de barreiras, mecanismos de defesa pré e pdés-formados que
restringem sua penetracdo, infeccdo/colonizacdo. Os pré-formados séo
agueles mecanismos de defesa existentes e independentes da chegada do
patdgeno no sitio de infeccdo. JA os poés-formados sdo mecanismos que
permanecem inativos ou latentes, sendo acionados somente ap0s a chegada
do patégeno. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos na resisténcia
podem ser subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais atuam
como barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos atuam através da producao de
substancias téxicas, repelentes ao patégeno, ou criando condicbes adversas
ao estabelecimento deste na planta (PASCHOLATI, 2011).

Dentre os mecanismos de defesa pré-formados destacam-se: ceras,
cuticula, parede celular espessa, tricomas, adaptacdes em estdbmatos e fibras
vasculares, além de substancias quimicas pré-formadas, como os fendis,
alcaldides, lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos, glicosidios cianogénicos,
fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas. JA os poés-formados
envolvem a formacdo de papila, halos, lignificagdo, camada de cortica,
formacdo de tiloses e deposicdo de goma, além de compostos como
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP) e espécies
reativas de oxigénio (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI, 2011).

Em qualquer interacdo planta-patégeno ha diversas possibilidades de
resposta, variando de uma extrema suscetibilidade a resisténcia total. A

resisténcia de plantas inclui resisténcia basal, resisténcia de raca ou espécie
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especifica, resisténcia relacionada a idade (Ontogenética), resisténcia 6rgao
especifica e resisténcia adquirida e induzida (IR). Em um sentido mais amplo,
IR é a resisténcia causada pela ativacdo dos proprios percursos de defesa
geneticamente programadas da planta hospedeira, resultando em mudancas
que diminuem os efeitos de ataques bibticos subsequentes. A IR elicitada em
plantas por microorganismos a outros microorganismos patogénicos foi
identificada ha mais de 100 anos. A maioria do conhecimento neste tipo de
defesa foi obtido em estudos em plantas anuais ou plantas perenes de vida
curta, como Arabdopsis thaliana, Cucumis sativus (pepino), Lycopersicon spp.
(tomate), Medicago truncatula, Nicotiana tabacum (fumo), Oryza spp. (arroz),
Solanum spp. (batata) e Zea spp. (milho) (EYLES et al., 2010).

Os primeiros trabalhos sobre o fenbmeno da inducdo de resisténcia
ocorreram em 1901, em estudos com a interacdo Botrytis cinerea x Begonia sp.
(KESSMAN et al., 1994). Mais adiante, em 1933 foi observado em pesquisas
gue as plantas normalmente suscetiveis podiam adquirir resisténcia contra
doencas apdés uma infeccdo primaria causada por patdbgenos ou apds o
tratamento com suas formas atenuadas. Outro trabalho utilizando tubérculos de
batata mostrou que a inoculagdo de uma area do tubérculo com uma raca
avirulenta de Phytophthora infestans resultava em uma reagdo de
hipersensibilidade e no acumulo de fitoalexinas, o que impedia o crescimento
da raca compativel nos tecidos (AGRIOS, 2005).

Em estudos com plantas de fumo apo6s a infeccdo localizada com o
Tobacco mosaic virus (TMV- virus do mosaico do fumo), estas adquiriam
resisténcia sistémica contra varios patdégenos resultando na concepcao do
termo “resisténcia sistémica adquirida” (RSA ou SAR), designando as
respostas de defesa induzidas de forma sistémica pela interacdo com fatores
externos, como radiacdo ultravioleta, produtos quimicos e estruturas de
microrganismos (AGRIOS, 2005). Ja no Brasil, na década de 70, as primeiras
pesquisas sobre resisténcia induzida abordaram o patossistema plantas de
café (Coffea arabica L.) x Hemileia vastatrix Berk & Br., por meio da utilizagédo
de diversos indutores de origem bidtica (SILVA et al., 2008).

De modo geral, o fenbmeno da resisténcia induzida envolve trés

manifestacbes diferentes de resposta, a Resisténcia Local ou Hipersensivel, a
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Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) e a Resisténcia Sistémica Induzida
(RSI).

3.3.1 RESISTENCIA LOCAL OU HIPERSENSIVEL

A resisténcia local ou hipersensivel, também chamada de reacédo de
hipersensibilidade (RH), € uma resposta celular extrema por parte da planta
que pode levar a um alto grau de resisténcia as doencas. Esta rea¢do ocasiona
a morte repentina de um numero limitado de células da planta hospedeira que
circundam o sitio de infeccdo. A reacdo € considerada como uma resposta de
defesa induzida, causando a parada do crescimento e desenvolvimento do
patdgeno nos tecidos da planta. Os patdgenos presentes no local de expressao
da reagdo morrem rapidamente, pois sdo isolados pelo tecido necrosado
(PASCHOLATI, 2011).

Este tipo de reacdo, onde ocorre um “suicidio” por parte de algumas
células em beneficio das outras, € um dos mecanismos de defesa mais
importantes das plantas e ocorre em resposta de relagfes incompativeis entre
a planta e o patdogeno. Em sua forma classica, a reagéo de hipersensibilidade
mostra-se como uma pequena lesdo necroética, visivel a olho nu, que pode
ocorrer em diferentes 6rgdos das plantas e é considerada como sinénimo de
morte celular. Dessa forma, a infeccdo de plantas por um microrganismo
fitopatogénico incompativel ou um microrganismo nao patogénico pode induzir
mudancas drasticas na atividade metabdlica das células vegetais ao redor do
sitio de invaséo e levar a inducao de resisténcia (PASCHOLATI, 2011; SILVA
et al., 2008).

Comuns a todas as plantas e a diferentes patdogenos, os aspectos
fisiol6égicos da RH incluem o aumento rapido e transitério de agentes oxidantes,
a perda de ions potassio (K*) e ganho de ions hidrogénio (H*) pelas células, a
destruicdo de compartimentos e o espessamento das paredes celulares e da
cuticula, aléem da sintese de toxinas (fitoalexinas) e proteinas relacionadas a
defesa (conhecidas como proteinas PR, pathogenesis related). Também
incluem alteragbes na permeabilidade da membrana plasmatica, rapido
movimento e agregacao citoplasmatica e elevacdo de taxas de respiracao.

Tudo isso resulta na formacgéo rapida, menos de 24 horas apos a infeccéo, de
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halos necréticos ao redor do sitio de invasdo e o consequente confinamento do
fitopatogeno (BARROS et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Embora essa reacdo tenha sido identificada ha quase 100 anos, nao
esta claro se sua caracteristica primaria, caracterizada pela morte celular, tem
alguma funcdo direta na resisténcia ou é consequéncia de mecanismos de
sinalizacdo que levariam aos eventos capazes de inibir a acdo do patdégeno
(SILVA et al., 2010).

3.3.2 RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA

Diferentemente de outros seres vivos, as plantas ndo produzem
anticorpos contra seus patdgenos naturalmente, e a maioria de suas defesas
bioguimicas ficam inativas até ocorrer a sinalizacdo mobilizada pelo ataque de
algum patégeno. E sabido ha muitos anos, entretanto, que as plantas podem
desenvolver uma resisténcia generalizada em resposta a uma infeccdo por um
fitopatdgeno ou pelo tratamento com certos produtos naturais ou sintéticos
(AGRIOS, 2005).

Este fenbmeno é chamado de Resisténcia Sistémica Adquirida, também
conhecida pela abreviacdo SAR, do inglés Systemic Acquired Resistance.
Estudos comprovaram que além do carater sistémico, a SAR tem um efeito
duradouro, podendo persistir por semanas ou até mesmo até o final da vida da
planta. Outra caracteristica do fenbmeno é que o seu efeito € inespecifico,
onde a inoculacdo com um patdégeno pode proteger a planta contra outros
patdogenos. A SAR pode ser induzida por varios estimulos e ndo s6 por
patégenos, pois parece ser uma resposta generalizada da planta a qualquer
agente de estresse, até mesmo a um agente de natureza abidtica.

A inducdo da SAR é mediada por uma das vias hormonais da planta, a
via do acido salicilico, e é induzida geralmente por patégenos necrotréficos
(CAMARGO, 2011).

A SAR é explicada pela manifestacdo ou producao de um sinal liberado
a partir do sitio de infec¢do que provoca a necrose local e a translocacao deste
sinal para outras partes da planta, induzindo reacdes de defesa que protegera
a planta contra agressdes subsequentes. Dentre os mecanismos induzidos de

defesa pela SAR estdo as modificacbes da parede celular, producdo de
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fitoalexinas, e a0 mesmo tempo, um aumento da expressdo de um grupo
grande de genes, incluindo os que traduzem proteinas relacionadas a
patogénese. O fenbmeno apresenta como caracteristicas a expressao contra
um amplo espectro de microrganismos, tem a necessidade de um tempo apés
o0 tratamento indutor para que ocorra o estabelecimento do fendmeno, a
duracdo da protecdo se da por um longo periodo e a atuacdo através de um
processo multicomponente, podendo ser transmissivel via enxertia e ser
dependente das condi¢des ambientais como luz, temperatura, concentracao do
indutor e do indculo. Sua inducdo € dependente do acido salicilico e
geralmente é induzida por patégenos ou ativadores quimicos (SILVA et al.,
2008).

Por mais que a SAR nao afete a germinacdo de esporos e a formacao
do apressoério, a penetracdo € reduzida drasticamente em tecidos resistentes
induzidos sistemicamente, provavelmente como resultado da formacdo de
materiais semelhantes a papilas abaixo do apressério, que se tornam
rapidamente impregnados com lignina e silicio. Em alguns sistemas patégeno-
hospedeiro, a SAR € caracterizada pela inducdo de atividade de peroxidase e
de lipoxigenase que levam a producédo de derivados de acidos graxos, 0s quais
exibem uma forte atividade antimicrobiana. Nas plantas que exibem SAR em
resposta a ativadores de defesa, tais como o acido salicilico, o crescimento
bacteriano e multiplicacéo, por exemplo, sdo reduzidos drasticamente, mesmo
que o &cido salicilico seja tolerado por bactérias em concentra¢cées muito mais

elevadas do que as encontradas em plantas tratadas (AGRIOS, 2005).

3.3.3 RESISTENCIA SISTEMICA INDUZIDA

Assim como na SAR, na Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), apds a
exposicdo a um agente indutor, a planta tem seus mecanismos de defesa
ativados ndo somente no sitio de inducdo, mas também em outros locais
distantes dele. Pode-se dizer que os dois fenbmenos séo distintos, mas
fenotipicamente semelhantes (PASCHOLATI, 2011).

Diferentemente da SAR, na RSI o indutor n&o provoca sintomas como a
necrose no local da infeccédo, mas induz a planta a se proteger sistemicamente.

Neste caso ndo ha o acumulo de proteinas-PR, a planta que sofreu inducao
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ndo exibe alteracdes (necrose) e o agente indutor €, normalmente, um agente
ndo-patogénico (como bactérias ndo patogénicas e promotoras de
crescimento) e a sua inducdo ndo é dependente do acido salicilico, parecendo
haver uma outra rota de sinalizacdo que € regulada pelo acido jasmoénico e
pelo etileno. Um exemplo dessa forma de resisténcia se da pela utilizacao de
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV), que, quando
aplicadas ao solo, permaneceram localizadas na superficie radicular da planta
induzindo resisténcia em outros 6rgaos da planta, como nas folhas e caules.
Este fendbmeno apresenta também um amplo espectro de atuacdo, ou seja,
assim como na SAR, apresenta efetividade contra diferentes tipos de
patogenos (SILVA et al., 2008; PASCHOLATI, 2011).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXPERIMENTOS in vitro

Os experimentos foram conduzidos no laboratério do curso de
Agronomia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa e foram repetidos duas
vezes.

Para ambos os experimentos foram testados os fertilizantes foliares High
Roots® (N - 18%, K20 - 6%), V6® (Mn - 2,5%; Zn - 1,9%; Mo - 0,16%), Maxi
Flor® (N - 14%; K20 - 6%), Max Fruit® (Ca - 4,61%), Foskalium® 30-20 (fosfito
de potassio, P20s - 30%, K20 - 20%) e fosfito de manganés (P20s - 36%, Mn -
7,0%), o extrato de alga Ascophyllum nodosum (Acadian® - K20 - 5,3%,
carbono organico total - 6,0 %) e os produtos biolégicos a base de Bacillus
subtilis (Serenade®- 13,68 g L (1,34%) - 1 x 10° CFU g?) e a base de Bacillus
thuringiensis (Dipel WP® - 32 g Kg* (3,2%) - 25 bilhdes de esporos viaveis g*)
comparados a uma testemunha.

Foi utilizado o meio de cultura de aveia (10 g de farinha de aveia, 5 g de
dextrose, 3 g de agar e 250 mL de agua destilada), como descrito por Jamil e
Nicholson (1989) como sendo o melhor meio para desenvolvimento do fungo.
O isolado do fungo C. graminicola utilizado nos testes foi proveniente da
colecéo de fungos da UEPG.

Os produtos foram incorporados no meio de cultura fundente, nas
concentracfes 1, 10, 100 e 1.000 ppm por diluicdo em série a partir de uma
solucédo contendo 100 mL do meio de cultura na concentracdo de 1.000 ppm
(Figura 1).

Para os produtos bioldgicos foi usada a metodologia de incorporacao
dos produtos no meio de cultura apos a esterilizagdo em autoclave, sem que 0
produto biolégico fosse esterilizado. Conforme Figueiredo et al. (2010) né&o
encontraram diferencga significativa no crescimento micelial de varios fungos
gquando compararam a incorporacao dos produtos em meio de cultura com o
método de pareamento. Dessa forma, optou-se por utilizar a mesma

metodologia de incorporacgéo para todos os tratamentos.
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Apés a incorporacédo dos produtos e solidificagdo do meio de cultura nas
placas de Petri, foram transferidos para o centro das placas de Petri discos de
micélio do fungo de 0,6 cm de diametro proveniente de uma placa com colbnia
do fungo com 15 dias de idade, cultivada em BOD a 25+2°C e 12 horas de
fotoperiodo, completamente desenvolvida e esporulada (Figura 2). A
testemunha correspondeu a placas contendo apenas meio de cultura aveia,

com um disco de micélio no centro, sem a incorporagao dos produtos.

1mL 1mL

— 130 —1230 —T30
—200 —200 —200
m::. “n an
—130 — 150 — 130
— 100 — 100
10 ppm 1ppm
100 mL 99 mL 99 mL 99 mL

Figura 1. Esquema representativo do método de diluicio em série para a obtengcdo das
concentragdes dos produtos utilizados nos experimentos in vitro.

Figura 2. Colbnia de Colletotrichum graminicola completamente desenvolvida e esporulada (A);

Disco de micélio do mesmo fungo repicado em placa de Petri com meio de aveia +
incorporacéo dos produtos (B).
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As placas com as colbnias foram incubadas em camara tipo BOD a
25+2°C com 12 horas de fotoperiodo. O crescimento micelial foi avaliado
através de medicdo diaria do diametro da colénia do fungo, até que o
tratamento testemunha atingisse o bordo da placa, em dois eixos
diametralmente opostos, com auxilio de régua milimetrada calculando-se a
média para cada repeticdo. Com as médias obtidas foi determinada a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), comparado a
testemunha. A PIC foi calculada através da aplicacdo da seguinte férmula,

descrita por Bastos (1997):

PIC = (Crescimento Testemunha — Crescimento Tratamento) x 100

Crescimento Testemunha

Também foi calculado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial
(IVCM) através da formula descrita por Oliveira (1991), onde D = diametro
médio atual da colb6nia, Da = didmetro médio da colénia do dia anterior, N =

namero de dias de avaliacéo.

IVCM =} (D —Da)

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial, representado pelos indutores em diferentes concentracdes (9
indutores x cinco concentracdes), com cinco repeticdes para cada tratamento.
Cada placa de Petri contendo as colonias foi considerada uma repeticdo. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia, e as médias quando
significativas comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para os
dados de PIC o efeito das doses de cada tratamento foi analisado por
regressdo, quando significativo. O software utilizado para as analises foi o
ASSISTAT 7.7 versdo beta (SILVA, 2009). Para andlise, os dados de
porcentagem foram transformados com a adicdo de uma constante (x = xo + C,

onde x = valor transformado, xo = valor real e C = constante).
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4.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade
Estadual de Ponta Grossa. Foram semeadas em vasos de um litro de volume
com substrato vegetal trés sementes de milho da variedade IPR 164. A
variedade apresenta como caracteristicas grdos amarelos de textura semi-
duro, ciclo precoce, tolerancia ao acamamento e quebramento de plantas,
porte baixo, ampla adaptacdo e boa capacidade produtiva. Com relacdo a
resisténcia a doencas apresenta-se como medianamente resistente a fusariose
(agente), Puccinia sorghi, mancha de phaeospheria (Phaeosphaeria maydis
(Henn.) Rane,), enfezamento, mancha de cercospora (Cercospora zeae-maydis
Tehon & Daniels) e as doencas do colmo (antracnose (C. graminicola),
podridéo de diplodia (Stenocarpella sp.) (CRUZ et al., 2014).

ApOs a emergéncia das plantulas foi realizado o raleio para que
restassem apenas duas plantas por vaso. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados com cinco repeticoes,
considerando cada vaso uma repeticdo. Os tratamentos utilizados foram os
produtos testados previamente in vitro e que proporcionaram a maior
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo C. graminicola, mais
um indutor de resisténcia utilizado comercialmente e uma testemunha (Tabela
1).

A pulverizacao dos produtos dos respectivos tratamentos foi realizada 12
dias apdés a emergéncia (BALMER et al, 2013), quando as plantas de milho
atingiram o estadio fenoldgico V4. Apos 72 horas da aplicacdo dos tratamentos
foi feita a pulverizacdo da suspens&o de esporos de C. graminicola (VALERIO
et al, 2005).

Para obtencdo da suspensao de esporos foi utilizada uma colénia em
placa de Petri multiplicada em meio de aveia com o fungo C. graminicola
completamente desenvolvido e esporulado, caracterizada pela presenca de
coloragéo alaranjada. Sobre a coldnia foi adicionado 10 mL de 4gua destilada e
esterilizada e com auxilio de um pincel de cerdas macias foi realizada a
raspagem superficial. A suspenséo foi filtrada em um pedaco fino de algodao e
teve sua concentracdo de conidios determinada com auxilio de uma camara de

Neubauer e ajustada para 10° conidios mL™.
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Tabela 1. Tratamentos e dosagem utilizados para controle de Colletotrichum graminicola em
plantas de milho (Zea mays) em casa de vegetacdo. Ponta Grossa, PR, 2015.

Tratamentos Dose (ppm ou g ha?)
Ascophyllum nodosum 1.000
Bacillus thuringiensis 1
Bacillus subtilis 1
Fosfito de Manganés 1.000
Fosfito de Potassio 1.000
Fertilizante NK (High Roots®) 100
Fertilizante NK (Maxi Flor®) 1.000
Calcio 1.000
Manganés, zinco e molibdénio 1.000
Acibenzolar-S-metilico 15
Testemunha -

Apds ajustada a concentracdo, a suspensdo foi transferida para
pulverizador manual de plastico para pulverizacdo nas plantas de milho até o
ponto de escorimento. Depois de pulverizadas, as plantas foram mantidas na
casa de vegetacdo em camara Umida e escura com auxilio de um saco plastico
(Figura 3) por um periodo de 24 horas, com intuito de viabilizar a germinacéo
dos esporos e a infeccdo (CARVALHO et al.,, 2013). ApGs esse periodo, as
plantas foram dispostas em uma bancada na casa de vegetacdo, onde
permaneceram por todo o periodo de avaliacéo.

A avaliacdo da severidade da doenca nas folhas de milho foi
determinada a cada dois dias em todas as folhas das plantas, apos
aparecimento dos primeiros sintomas através da adaptacdo da escala
diagramética proposta por Lazaroto et al. (2012) (Apéndice 1) e
corresponderam aos 10, 12, 15, 17 e 20 dias ap0s a inoculacao (DAI) do
patogeno C. graminicola.

A partir dos dados de severidade foi calculada a Area Abaixo da Curva
de Progresso da Doenca (AACPD), de acordo com Shaner e Finny (1977),

como mostra a equacao abaixo.

n-1

AACPD =Z [((yi + yi+1) /2) X (ti+1 —ti)]

Onde: n € o numero de avaliagdes;

y a intensidade de doencas;
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t o tempo quando da avaliagdo da intensidade da doenca;
i e i+1 representam as observagbes de 1 a n.

Também foi avaliada a frequéncia de infec¢do, contando-se o nimero de
lesdes por area nas folhas (lesées cm=2). Foi utilizado um pedago de papel
cartdo onde foi cortado um quadrado de 1,5 x 1,5 cm para determinagcédo do
namero de lesGes por cm? (Anexo 1) e com os dados obtidos foi calculado o
numero de lesdes para a area de 1 cm?. A contagem ocorreu em 3 por¢des de
cada folha de milho, uma préxima da base da folha, outra na porgdo central e a
dltima na ponta da folha, gerando média por folha que posteriormente foi
utilizada para determinacéo da area abaixo da curva de frequéncia de infeccao.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias quando
significativas comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com
auxilio do software Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). Para
analise os dados de porcentagem foram transformados com a adi¢cdo de uma
constante (x = xo + C, onde x = valor transformado, xo = valor real e C =

constante).

Figura 3. Camara umida e escura para viabilizacdo de germinacdo de esporos e infeccdo de
Colletotrichum graminicola inoculado em plantas de milho (Zea mays) em casa de
vegetacéao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS in vitro

Os experimentos in vitro consistiram em avaliar o efeito dos produtos
testados como tratamentos no crescimento micelial do patégeno C. graminicola
incorporando-os no meio de cultura de aveia em placas de Petri. O periodo de
avaliacdo do crescimento micelial durou seis dias para os dois experimentos. A
interacdo dos produtos com as doses foi significativa tanto para PIC (Tabela 2)
quanto para o IVCM (Tabela 3).

Nos experimentos 1 e 2, o tratamento com Bacillus subtilis inibiu em
100% o crescimento micelial de C. graminicola nas quatro concentracdes (1,
10, 100 e 1000 ppm), demonstrando ser o melhor dentre os tratamentos
utilizados (Tabela 2). No segundo experimento, em duas das cinco repeticbes
da concentracdo 1000 ppm, o fungo apresentou desenvolvimento de micélio
aéreo somente na superficie do disco que foi repicado (Figura 4), néo
desenvolvendo hifas no meio de cultura com o tratamento.

Petatdn-Sagahon et al. (2011), ao avaliarem a atividade antifungica de
B. subtilis sobre o desenvolvimento de Stenocarpela maydis e Stenocarpela
macrospora in vitro, observaram porcentagem de inibicdo de crescimento
micelial de 96,5 e 84,3%, para os fungos respectivamente, com resultado
semelhante ao encontrado neste trabalho com C. graminicola.

Muis e Quimio (2006) ao avaliarem a difusdo e a volatilidade de
metabdlitos téxicos de Bacillus spp. em meio de cultura sobre o
desenvolvimento de Rhizoctonia solani puderam comprovar a efetividade da
producdo de compostos téxicos pela bactéria pela formacdo de halos de
inibicdo durante o crescimento micelial do fungo. Também concluiram que além
da difusdo destes metabdlitos no meio de cultura, a bactéria libera no meio
compostos volateis que agem como inibidores do crescimento micelial, pois as
colénias apresentaram reducdo em seu didmetro quando comparadas a

testemunha em testes de volatilidade.
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC) de produtos alternativos in
vitro sobre Colletotrichum graminicola em diferentes concentracdes. Ponta Grossa,

PR, 2015.
Dose (PPM)

Tratamentos 1 10 100 1000
Ascophyllum nodosum 5,94 de* 8,64 cde 8,41 de 12,29 de
Bacillus thuringiensis %28 b 92,49 b 92,13 b 86,65 b

o Fosfito de manganés 8,40 d 7,67 cde 10,00 d 100,00 a
‘% Fosfito de potassio 23’2 C 11,80 ¢ 9,49 d 26,56 c
-% Fertilizante NK (High Roots®) 7,32 de 7,56 de 19,42 c¢ 9,35 e
< Fertilizante NK (Maxi Flor®) 3,40 e 498 e 508 e 14,10 d
Y calcio 8,64 d 8,17 cde 9,14 de 13,25 de
Bacillus subtilis 10 a 10000 a 10000 a 100,00 a
Manganés, zinco e molibdénio 4,65 de 8,15 cde 12,58 d 86,29 b
C.V.=6,83% 1 10 100 1000
Ascophyllum nodosum 8,31 ¢ 9,27 ¢ 10,00 cde 6,50 f
Bacillus thuringiensis L b 70,94 b 69,21 b 49,12 d
‘C\)' Fosfito de manganés 6,87 c 10,42 c 14,08 c 100,00 a
‘g Fosfito de potassio 7,83 ¢ 9,04 cd 7,70 de 89,33 b
£ Fertilizante NK (High Roots®) 8,65 ¢ 10,30 ¢ 10,16 cde 6,11 f
8 Fertilizante NK (Maxi Flor®) 8,77 ¢ 10,43 ¢ 11,18 cd 31,35 e
i calcio 571 c 3,03 d 4,03 e 46,39 d
Bacillus subtilis 1% a 10000 a 10000 a 100,00 a
Manganés, zinco e molibdénio 9,16 ¢ 9,67 cd 13,21 cd 70,06 c

C.V.= 10,75%

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia; C.V. = Coeficiente de variagéo.

Dentre os compostos produzidos por B. subtilis encontram-se enzimas

liticas (quitinases, proteases e celulases), antibidticos e compostos volateis que

possuem capacidade de alterar a estrutura de diversos fungos fitopatogénicos.

Como exemplo de antibiéticos encontram-se o iturim A e surfactina (efetivo

contra Botrytis cinerea e R. solani), bacillomicina D (controla Aspergillus flavus)

e a micosubtilina (controla Pythium aphanidernatum). Cianeto de hidrogénio,

aldeidos, alcoodis, quitonas e sulfideos estdo entre os representantes dos

compostos volateis que sdo produzidos pela bactéria e que podem causar

deformacéo estrutural em diversos fungos fitopatogénicos (MAHESHWARI,
2013).



33

Figura 4. Crescimento micelial de Colletotrichum graminicola apenas no disco de repicagem,
nao atingindo o meio de cultura de aveia com o tratamento Bacillus subtilis na
concentracao de 1000 ppm.

O tratamento com B. thuringiensis também apresentou PIC alta, com
reducao igual ou acima de 86,65% nas concentracdes testadas, ndo ocorrendo
diferenca entre as concentracfes no primeiro experimento (Tabela 2). Porém,
para o segundo teste, sua efetividade de inibicdo ndo foi semelhante,
apresentando PIC menor, com 61,85%, 70,94%, 69,21% e 49,12% nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ppm, respectivamente.

Maheshwari (2013) afirma que B. thuringiensis, assim como outras
bactérias do mesmo género, produz o antibiético zwittermicina A, que pode
controlar Phytophtora sp. Além deste, também produz outros tipos de toxinas,
como acido butirico, cianeto, exotoxinas e sulfato de hidrogénio, porém néao
apresentam tanta efetividade no controle de fungos fitopatogénicos. Apesar
disso, possui alto poder de controle contra nematoides.

O tratamento fosfito de manganés na concentragdo de 1000 ppm
mostrou-se estatisticamente semelhante ao B. subtilis, com 100% de inibicdo
de crescimento micelial nos dois experimentos (Tabela 2). No segundo
experimento, o tratamento fosfito de potassio na dose 1000 ppm apresentou-se
como o segundo melhor tratamento, com PIC de 89,33%, resultado diferente
do primeiro experimento, onde ndo atingiu 30%. Este fato demonstra falta de
confiabilidade na resposta para este tratamento, havendo a necessidade de se
fazer um novo teste a fim de confirmar a dubiedade dos resultados. Santos
(2008), ao avaliar o efeito de fosfito de potassio sobre o crescimento micelial de

Bipolaris sorokiniana in vitro encontrou resultados intermediarios de inibicdo



34

aos encontrados neste trabalho, 59,3% para uma das marcas comerciais
utilizadas e 64,5% para outra, ambas nas concentragdes de 1000 ppm.

Araujo et al. (2010), ao avaliar a influéncia de fosfito de potassio sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides in vitro observaram que
a diferenca de pH do meio BDA apéds incorporacao do tratamento influenciou
na inibicdo do crescimento da colOnia, os tratamentos que apresentaram pH
em torno de 3,0 foram os que tiveram maior porcentagem de inibicdo e pH em
torno de 7,0 apresentaram inibicdo proxima a 50%. Também constataram que
a concentragdo de fosfito na formulacdo foi outro fator que influenciou na
inibicdo do crescimento micelial, pois quanto maior a concentracdo (formulacao
40-20) maior a porcentagem de inibicdo, acima de 90% e a formulacdo com a
menor concentracdo de fosfito (formulacdo 20-20) apresentou PIC proxima de
50%.

Os micronutrientes manganés, zinco e molibdénio na dose 1000 ppm
apresentaram PIC de 86,29 e 70,06% no primeiro e segundo experimento,
respectivamente. Chahal e Rawla (1980) ao avaliarem a influéncia de
micronutrientes e compostos organicos no crescimento de Penicillium
crustosum Thorn in vitro concluiram que compostos como Fe (0,01 ppm), Zn
(100 ppm), Cu (0,0001-0,001 ppm), Mo (0,001 ppm) entre outros compostos
(organicos) sdo essenciais para o desenvolvimento do fungo nas respectivas
concentracbes citadas e que o0 aumento nessa dosagem inibe
progressivamente o crescimento de hifas, assim como a sua deficiéncia. Tal
efeito pode ser correlacionado com o resultado obtido para o fungo C.
graminicola no presente experimento. Os autores observaram também que os
nutrientes Mn, Ca e Co néo sao requeridos para um normal desenvolvimento
do fungo.

Com relacao ao indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), os
tratamentos apresentaram um padrdo semelhante a PIC (Tabela 3), onde os
tratamentos que apresentaram menores valores foram 0s mesmo que
apresentaram uma maior inibicdo do crescimento micelial. Apesar disso, alguns
tratamentos apresentaram IVCM maiores que os da testemunha (dose 0 ppm),
demonstrando, assim, que ao invés de retardarem o crescimento micelial de C.
graminicola eles o estimularam. Os tratamentos que apresentaram tal efeito

foram Ascophyllum nodosum na concentragao 1 ppm no experimento 1 e com
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1, 10, 100 e 1000 ppm no experimento 2; fosfito de manganés na concentragéo
10 ppm no experimento 1 e na concentracdo 1, 10 e 100 ppm no experimento
2; fosfito de potassio nas concentracdes 1, 10 e 100 ppm no experimento 2;
fertilizante NK (Maxi Flor®) com 1, 10 e 100 ppm no experimento 1 e 10 e 100
ppm no experimento 2, além dos micronutrientes manganés, zinco e
molibdénio na concentracdo 1 ppm no experimento 1 e nas concentracdes 1,
10 e 100 ppm no experimento 2.

Em experimento com bioautografia direta, Peres et al. (2012) avaliaram
o efeito de extratos de diversas algas marinhas, incluindo A. nodosum, sobre o
desenvolvimento de Colletotrichum lagenarium, agente causal da antracnose
em curcubitdceas. Em seu estudo concluiram que dentre os componentes
encontrados nos extratos de A. nodosum e de outras algas os terpenos foram
responsaveis pela interferéncia no desenvolvimento do fungo nas dosagens 10,
25, 50, 150 e 250 mg. Talvez as concentracdes destes compostos nas doses
utilizadas no presente trabalho ndo foram suficientes para atingir tal efeito
fungitoxico/fungistético.

Moreira et al. (2014), ao avaliar o efeito de B. subtilis (Serenade®) sobre
o IVCM de Colletotrichum acutatum in vitro concluiram que o efeito inibitério
significativo causado pela bactéria foi devido as toxinas termoestaveis
produzidas no meio, pois ao testarem o seu efeito volatil ndo encontraram
diferencas significativas com a testemunha.

Com os dados das médias de PIC das doses foram feitas as curvas de
regressao para os tratamentos que foram significativos (Figura 5), para os
experimentos 1 e 2.

Bacillus subtilis e B. thuringiensis foram os Unicos tratamentos que néo
foram significativos pela analise de regressao para ambos 0s experimentos. No
experimento 1, os tratamentos com A. nodosum e calcio se comportaram de
forma linear, onde com o aumento na dose aumentou a PIC (Figura 5). J& para
os demais tratamentos, as curvas se comportaram de forma quadratica, com
picos de inibicdo na dose proxima a 500 ppm para o tratamento fertilizante NK
(High Roots®) e 1000 ppm para os outros tratamentos (Figura 5).

No experimento 2 todos os tratamentos significativos apresentaram-se

de forma quadratica, com maximo de PIC em torno de 450 ppm para 0s
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tratamentos A. nodosum e fertilizante NK (High Roots®) e 1000 ppm para 0s

demais (Figura 6).

Tabela 3. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Colletotrichum graminicola
submetido ao efeito de produtos alternativos em diferentes concentragdes in vitro.

Ponta Grossa, PR, 2015.

Dose (ppm)
Tratamentos
1 10 100 1000

Ascophyllum nodosum 13,70 ab* 13,33 ab 13,37 a 12,83 ab

Bacillus thuringiensis 0,80 d 0,85 ¢ 0,90 d 2,65 d
— Fosfito de manganés 13,37 ab 13,45 ab 13,23 ab 0,00 e
% Fosfito de potassio 11,37 ¢ 12,83 b 12,88 ab 10,88 ¢
E Fertilizante NK (High Roots®) 13,33 b 13,07 ab 11,77 ¢ 12,98 ab
E’_ Fertilizante NK (Maxi Flor®) 13,73 ab 13,63 a 1342 a 1227 b
@ calcio 13,17 ab 13,30 ab 13,20 ab 12,50 ab

Bacillus subtilis 0,00 e 0,00 d 0,00 e 0,00 e

Manganés, zinco e molibdénio 13,78 a 13,00 b 1268 b 2,70 d

CV =3,02% 1 10 100 1000

Ascophyllum nodosum 11,33 ab 11,15 ab 11,07 bc 12,28 a

Bacillus thuringiensis 4,53 d 3,40 d 4,15 d 559 e
«~ Fosfito de manganés 11,13 ab 11,15 ab 11,35 ab 0,00 h
g Fosfito de potassio 1198 a 1190 a 12,02 a 0,45 ¢
_qg) Fertilizante NK (High Roots®) 11,12 b 11,12 ab 11,12 bc 10,85 b
E’_ Fertilizante NK (Maxi Flor®) 11,00 bc 11,12 ab 11,38 ab 8,98 ¢
i Célcio 10,22 c¢ 10,12 ¢ 10,32 c 7,15 d

Bacillus subtilis 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 h

Manganés, zinco e molibdénio 11,37 ab 11,47 ab 11,57 ab 2,70 f

CV =4,84%

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significaAncia; CV = Coeficiente de variacao.

As Figuras 7 e 8 mostram a comparacdo do didmetro das coldnias de

cada tratamento nas concentracdes 0, 1, 10, 100 e 1000 ppm ao sexto dia de

avaliacdo, periodo em que alguns tratamentos e a testemunha atingiram o

bordo das placas de Petri.
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Figura 5. Porcentagem de InibicAo de Crescimento Micelial (PIC) in vitro de Colletotrichum
graminicola submetidos a diferentes tratamentos nas concentracdes de 0, 1, 10, 100
e 1000 ppm, experimento 1. Manganés, Zinco e Molibdénio (A); Fosfito de Potassio
(B); Ascophyllum nodosum (C); Fosfito de Manganés (D); Fertilizante NK (High
Roots®) (E); Fertilizante NK (Maxi Flor®) (F); Calcio (G); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade; **significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 6. Porcentagem de InibicAo de Crescimento Micelial (PIC) in vitro de Colletotrichum
graminicola submetidos a diferentes tratamentos nas concentrac¢des de 0, 1, 10, 100
e 1000 ppm, experimento 2. Manganés, Zinco e Molibdénio (A); Fosfito de Potéssio
(B); Ascophyllum nodosum (C); Fosfito de Manganés (D); Fertilizante NK (High
Roots®) (E); Fertilizante NK (Maxi Flor®) (F); Célcio (G); *significativo ao nivel de 5%
de probabilidade; **significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 7. Colbnias de Colletotrichum graminicola (Experimento 1) com seis dias de idade com
incorporagdo dos tratamentos no meio de cultura nas doses 0, 1, 10, 100 e 1.000
ppm. Ascophyllum nodosum (A); Bacillus thuringiensis (B); fosfito de manganés (C);
fosfito de potassio (D); fertilizante NK (High Roots®) (E); calcio (F); fertilizante NK
(Maxi Flor®) (G); Bacillus subtilis (H); manganés, zinco e molibdénio (I).
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Figura 8. Colbnias de Colletotrichum graminicola (Experimento 2) com seis dias de idade com
incorporagdo dos tratamentos no meio de cultura nas doses 0O, 1, 10, 100 e 1.000
ppm. Ascophyllum nodosum (A); Bacillus thuringiensis (B); fosfito de manganés (C);
fosfito de potassio (D); fertilizante NK (High Roots®) (E); calcio (F); fertilizante NK
(Maxi Flor®) (G); Bacillus subtilis (H); manganés, zinco e molibdénio (l).
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5.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

Aos 10 DAI, os tratamentos que apresentaram menor severidade da
doenca foram o composto de micronutrientes manganés, zinco e molibdénio e
0 acibenzolar-S-metilico (ASM) com média de 7,19 e 7,73% respectivamente
(Tabela 4). O tratamento que apresentou maior severidade foi o fertilizante NK
(Maxi Flor®), com uma média de 19,29%. Os demais tratamentos e a
testemunha  apresentaram  valores intermediarios, nao  diferindo
estatisticamente dos demais, com médias variando de 10,23% (fertilizante NK —
High Roots®) a 16,65% (fosfito de manganés).

Na segunda avaliagdo, aos 12 DAl (Tabela 4), os tratamentos
apresentaram uma variacdo maior de severidade, para alguns a doenca
progrediu e para outros permaneceu estabilizada. Novamente, o tratamento
que apresentou menor severidade foi o ASM, com média de 9,30%, seguido
dos tratamentos fosfito de potassio e B. thuringiensis, com 11,46 e 13,62%
respectivamente. Nenhum dos tratamentos diferiu da testemunha, que
apresentou média de 14,36% de severidade. Nas demais avaliacdes os valores
de severidade dos tratamentos e da testemunha tenderam a se igualar,
demonstrando, dessa forma, a progressdo da doenca decorrente da néo
efetividade dos tratamentos para esse periodo. Na Figura 9 é demonstrada
essa evolucdo da severidade da doenca por tratamento em funcdo dos
periodos de avaliagdo no tempo.

Araljo e Menezes (2009), ao avaliarem o efeito de inducdo de
resisténcia de B. subtilis (pulverizacao foliar e por aplicacdo ao solo) e de ASM
em plantas de tomate em de casa de vegetacdo observaram que a aplicacéo
foliar de B. subtilis e ASM néo foi eficiente no controle das doencgas incidentes.
Porém, quando aplicado ao solo, B. subtilis diminuiu significativamente a
severidade das doencas quando comparado a testemunha, indicando uma
resisténcia induzida de natureza sistémica.

Barros (2011), ao avaliar o efeito de ASM para controle de manchas
foliares em geral em plantas de milho em condi¢bes de campo, diferentemente
dos resultados obtidos neste experimento, ndo encontrou diferenca significativa
entre a AACPD e a testemunha. Tal fato foi justificado pela necessidade da

aplicacao do produto ser em um periodo anterior ao da infec¢cado dos patdégenos
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na planta para que haja resposta, o que néo pode ser controlado em condi¢gbes
de campo, e também pela necessidade da manutencdo das plantas elicitadas,
exigindo uma reaplicacdo de ASM, fato que ndo ocorreu em seu experimento.

Dias et al. (2010) também nao encontraram resultados positivos com a
utilizacdo de ASM para diminuicdo da severidade de manchas foliares em
plantas de milho, porém, quando seu uso foi associado a aplicacdo de
fungicidas, o controle de doencas e a produtividade foi melhor até para os
tratamentos com apenas a aplicacdo de fungicidas.

Ao avaliarem a inducéo de resisténcia causada por B. thuringiensis em
plantas de tomate contra a murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum),
Takahashi et al. (2014) obtiveram resultados positivos. As plantas que tiveram
suas raizes tratadas com B. thuringiensis apresentaram resisténcia contra a
bactéria até sete dias apos o tratamento e demonstraram induzir a producédo de
proteinas-PR em todas as partes da planta, como folhas, caule e raizes. Ja
plantas tratadas por pulverizagcao foliar, apesar de inibirem os sintomas de R.
solanacearum, apenas induziram a producdo de proteinas-PR nas folhas,
demonstrando que a aplicacao via raizes é muito mais vantajosa.

Segundo Maheshwari (2013), a bactéria B. thuringiensis, mais utilizada
como inseticida, induz o acumulo de proteinas PR em plantas de café,
reduzindo a incidéncia e severidade de Hemilea vastatrix. Ainda segundo o
mesmo autor, em plantas de milho, B. thuringiensis possui capacidade de
inducdo de resisténcia contra podriddées de colmo causadas por Erwinia
carotorovora, pois suprime a percepcao de quorum (quorum sensing) de
viruléncia do patégeno, mecanismo de comunicacdo entre as bactérias que
determinam a patogenicidade.

Com relagéo a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) o
anico tratamento que diferiu estatisticamente da testemunha foi o ASM com
96,58% de reducdo. Porém, os tratamentos A. nodosum, B. thuringiensis,
fertilizante NK (High Roots®), célcio, B. subtilis € Mn, Zn e Mo, apesar de ndo
diferirem da testemunha, foram semelhantes estatisticamente ao ASM.

Nesi et al. (2013) avaliaram o efeito de inducdo de resisténcia de A.
nodosum em variedades de morango sobre a expressdo de sintomas de
Mycosphaerella fragariae, causador de manchas foliares na planta. Os autores

concluiram que a aplicacdo do extrato de alga néo foi eficiente no controle da
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doenca, resultado que se assemelha ao encontrado no presente trabalho. Ja
Uppal et al. (2008) encontraram resultados diferentes ao testarem o efeito da
aplicacdo de A. nodosum (Acadian®) em plantas de batata contra murcha de
Verticilium. Os autores constataram que tanto a aplicacao via semente, como a
incorporacao do tratamento no solo diminuiram a incidéncia e a severidade da
doenca nas plantas em condi¢cfes controladas.

Avaliando a interagcdo de adubagdo com N e K20 no controle de C.
graminicola em plantas de milho, Carvalho et al. (2013) concluiram que a
quantidade de area foliar lesionada (AFL) pelo patégeno € dependente da
relacdo de quantidade entre os dois nutrientes. As menores AFL’s foram
observadas pelos autores foram constatadas nos tratamentos com a
combinacdo da menor dose de N e maior dose de K e a maior dose de N
influenciou na absor¢céo de K. Tal fato pode explicar a diferenca na AACPD
entre os tratamentos fertilizante NK (High Roots®) com concentracdo de
ingrediente ativo (i.a.) N de 100 ppm e fertilizante NK (Maxi Flor®) com
concentracdo de i.a. N de 1000 ppm, que apesar de ndo diferirem entre sim
estatisticamente, apresentaram médias menores e maiores que a testemunha
respectivamente, além de o primeiro ndo diferir estatisticamente do tratamento
ASM.

O calcio reduz a severidade de muitas doencas causadas por patégenos
gue atacam raiz e colmo, como Rhizoctonia, Sclerotium, Botrytis, Fusarium
oxysporum e o nematoide Ditylenclus dipsaci. O efeito do célcio na resisténcia
as doencas esta relacionado ao seu efeito na composicdo das paredes
celulares das células gerando resisténcia a penetracdo pelos patdégenos
(AGRIOS, 2005).
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Tabela 4. Severidade (%) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose da folha (Colletotrichum graminicola) em plantas de milho
(Zea mays) sob condicfes de casa de vegetacdo. Ponta Grossa, PR, 2015.

Dias ap0s a inoculacédo de esporos

Tratamentos AACPD
10 12 15 17 20

Ascophyllum nodosum 15,45 ab* 13,85 abc 17,17 ab 17,23 ab 18,66 ns 164,04 ab
Acibenzolar-S-metilico 7,73 b 9,30 ¢ 9,62 b 10,37 b 10,41 96,58 b
Bacillus thuringiensis 12,98 ab 13,62 bc 20,41 ab 19,48 ab 18,42 151,44 ab
Fosfito de Manganés 16,65 ab 16,19 abc 21,86 a 20,33 a 16,59 187,49 a
Fosfito de Potassio 12,87 ab 11,46 bc 14,72 ab 15,07 ab 14,22 137,32 ab
Fertilizante NK (High Roots®) 10,23 ab 16,47 abc 17,26 ab 15,27 ab 15,56 156,06 ab
Calcio 15,45 ab 15,18 abc 16,31 ab 14,04 ab 14,67 151,27 ab
Fertilizante NK (Maxi Flor®) 19,29 a 19,58 ab 20,99 a 17,82 ab 18,70 193,29 a
Bacillus subtilis 12,99 ab 15,71 abc 19,37 ab 16,56 ab 16,65 167,07 ab
Manganés, zinco e molibdénio 7,19 b 15,43 abc 18,36 ab 19,28 ab 16,99 165,35 ab
Cobre, manganés e zinco 12,63 ab 23,38 a 20,31 ab 17,19 ab 16,86 190,12 a
Testemunha 14,36 ab 16,46 abc 18,23 ab 18,64 ab 19,22 176,52 a
C.V. (%) 33,71 28,58 28,41 25,95 27,19 22,46

*Médias seguidas de mesma letra na coluna no diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia; ns = nfo significativo; C.V. = coeficiente de
variacao.
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Figura 9. Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum graminicola) da folha do milho (Zea
mays) (A) e nimero de lesées cm-2(B) de C. graminicola em plantas de milho com a
pulverizacao de diferentes tratamentos em diferentes periodos de avaliagdo apés a
inoculacao artificial de esporos. Ponta Grossa, PR, 2015.

Avaliando-se o nimero de lesGes cm de folha pdde-se calcular a area
abaixo da curva de frequéncia de infeccdo (AACFI) (Tabela 6). O tratamento
ASM foi o unico a diferir-se estatisticamente da testemunha. No entanto, os
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tratamentos fosfito de potassio e célcio, apesar de nédo diferirem da
testemunha, foram estatisticamente semelhantes ao ASM.

O tratamento fertilizante NK (Maxi Flor®) apresentou a maior AACFI, com
28,65, maior até que a testemunha, demonstrando um estimulo a infeccao
pelos conidios inoculados, apesar de ndo ter diferido estatisticamente desta
(Tabela 6). E possivel perceber a diminuicdo do nimero de lesbes cm2 de C.
graminicola até 15 DAI para o tratamento ASM e a semelhanca com a
testemunha dos demais tratamentos (Figura 9).

Moreira et al. (2014), diferentemente do que ocorreu neste experimento,
ao usar o produto comercial Serenade® (B. subtilis) obtiveram diferenca
significativa de AACFI de C. acutatum em mudas de mac¢a sob condi¢bes de
casa de vegetacdo. Porém, a dosagem utilizada foi de 40 mL L, muito maior

que a utilizada neste experimento.
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Tabela 5. Nimero de lesGes cm-2 e area abaixo da curva de frequéncia de infeccdo (AACFI) de antracnose foliar (Colletotrichum graminicola) em plantas de
milho (Zea mays) sob condi¢cdes de casa de vegetacdo. Ponta Grossa, PR, 2015.

Dias apos a inoculagéo

Tratamentos AACFI
10 12 15 17 20
Ascophyllum nodosum 1,89 ab* 2,25 ab 1,98 ab 2,04 ¢ 2,04 c 20,62 bcd
Acibenzolar-S-metilico 151 b 1,06 b 0,47 ¢ 1,79 ¢ 1,80 c 12,49 e
Bacillus thuringiensis 1,94 ab 2,12 ab 1,69 bc 2,14 bc 2,14 bc 20,01 cd
Fosfito de manganés 1,85 ab 2,02 ab 2,02 ab 2,98 ab 2,99 ab 23,96 abc
Fosfito de potassio 1,78 ab 1,69 ab 1,69 bc 2,07 ¢ 2,07 c 19,21 cde
Fertilizante NK (High Roots®) 2,74 ab 2,48 ab 2,48 ab 164 c 165 ¢ 20,41 cd
Calcio 1,83 ab 2,22 ab 2,22 ab 1,66 c 1,67 c 17,04 de
Fertilizante NK (Maxi Flor®) 2,16 ab 2,20 ab 2,20 ab 3,60 ab 3,61 a 28,65 a
Bacillus subtilis 2,36 ab 2,38 ab 2,38 ab 1,83 ¢ 183 ¢ 20,93 bcd
Manganés, zinco e molibdénio 2,24 ab 2,37 ab 2,37 ab 2,96 ab 2,96 ab 24,48 abc
Cobre, manganés e zinco 3,50 a 3,05 a 3,05 a 2,36 bc 2,37 bc 27,44 ab
Testemunha 2,80 ab 2,23 ab 2,23 ab 2,40 bc 2,40 bc 22,29 abcd
C.V. (%) 35,59 31,13 28,08 17,63 17,59 14,69

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia; C.V. = coeficiente de variacéo.



6 CONCLUSAO
6.1 EXPERIMENTO in vitro

Os produtos com B. subtilis e B. thuringiensis foram os que apresentaram

maior PIC in vitro de C. graminicola nos 2 experimentos.

6.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

Acibenzolar-S-metilico foi o Unico produto a induzir resisténcia contra a
antracnose do milho.
Os demais produtos ndo foram eficientes como indutores de resisténcia

contra a doencga.
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8 ANEXOS
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155% 30.0%

Anexo 1. Escala diagramatica para avaliagdo de severidade de helmintosporiose comum em
milho (Exserohilum turcicum). Valores em percentual de &rea foliar com sintomas.
Fonte: LAZAROTO et al. (2012)



9 APENDICES

Apéndice 1. Papel cartdo com esquema de quadrado de 1,5 x 1,5 cm para avaliagdo do
namero de lesdes de Colletotrichum graminicola por area em plantas de milho
(Zea mays).



