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RESUMO

BRITO, N.D. Caracterizacéo e controle da septoriose na cultura do maracujazeiro
com produtos quimicos e indutores de resisténcia. Vitdria da Conquista — BA: UESB,
2022. 86 p. (Dissertacdo — Mestrado em Agronomia, Area de Concentracdo em
Fitotecnia).*

Neste estudo, considerou-se a hipdtese de que 0 patdgeno associado a doenga septoriose
em Passiflira edulis € o Septoria passifloricola e que o uso de produtos quimicos e
indutores de resisténcia podem causar efeitos fisioldgicos na relagdo patdgeno-hospedeiro
que determinem a eficiéncia das medidas de controle. Assim, o objetivo deste estudo foi
caracterizar o fungo causador da septoriose em maracujé e avaliar a eficiéncia de medidas
de controle quimico e alternativo. Os isolados do fungo S. passifloricola foram obtidos a
partir de plantas de maracuja naturalmente infectadas. A caracterizacdo morfologica foi
feita medindo-se os conidios do fungo e a caracterizacdo molecular dada pelo fator de
elongacdo lalfa (EF1a). Foram utilizados cinco diferentes fungicidas e dois indutores de
resisténcia para os testes in vitro e in vivo. Nos testes in vitro, foi avaliado o crescimento
micelial do fungo S. passifloricola, determinado a ED50, e a porcentagem de inibicéo.
Em teste in vivo, foi avaliada a eficiéncia dos cinco fungicidas e dos dois indutores de
resisténcia, quanto a severidade da doenca e efeitos mofofisioldgicos na planta. Através
da caracterizacdo morfoldgica e molecular, foi identificada que a espécie causadora da
septoriose em P. edulis é a S. passifloricola, sendo a primeira caracterizacdo molecular
desse patdgeno no Brasil. Nos testes in vitro, os fungicidas trifloxistrobina + tebuconazol,
tebuconazol e difenoconazol tiveram inibicdo do crescimento micelial acima de 50%,
entre a concentracdo de 1 e 10 ppm, e o produto indutor de resisténcia a base de M.
alternifolia foi considerado altamente eficiente. Nos testes in vivo, os fungicidas
azoxistrobina + difenoconazol, tiofanato-metilico, trifloxistrobina + tebuconazol,
tebuconazol e difenoconazol; e os indutores de resisténcia reduziram a severidade dos
sintomas ocasionados por S. passifloricola. Os produtos indutores de resisténcia
promoveram aumento no teor de clorofilas e regularam positivamente as trocas gasosas
nas plantas, ja os fungicidas aumentaram os teores de carotenoides. Dentre os fungicidas
avaliados, o difenoconazol apresentou a maior eficiéncia na reducdo da severidade da
doenca, promoveu maior crescimento das plantas, menor abscisdo foliar e aumento na
atividade da peroxidase do guaiacol (GPX).

Palavras-chave: septoriose; Passiflora edulis; efeitos fisioldgicos.

*QOrientador: Professor Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
*Coorientadora: Profa. Dra. Danila Souza Oliveira Coqueiro, UFBA.
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ABSTRACT

BRITO, N.D. Characterization and control of septoriosis in passion fruit culture with
chemicals and resistance inducers. Vitoria da Conquista — BA: UESB, 2021. 86 p.
(Dissertation — Master in Agronomy, Field of study, Plant Science)x*

In this study, it was hypothesized that the pathogen associated with septoria leaf spot in
Passiflira edulis is Septoria passifloricola and that the use of chemical products and
resistance inducers may cause physiological effects on the pathogen-host relationship,
which determine the efficiency of control methods. Thus, the aim of this study was to
characterize the fungus that causes septoria leaf spot in passionfruit and to evaluate the
efficiency of chemical and alternative control measures. The isolates of the fungus S.
passifloricola were obtained from naturally infected passion fruit plants. Morphological
characterization was performed by measuring the conidia of the fungus and the molecular
characterization given by the elongation factor lalpha (EFla). Five different fungicides
and two resistance inducers were used for in vitro and in vivo tests. In the in vitro tests,
the mycelial growth of the fungus S. passifloricola was evaluated, determined at ED50
and the percentage of inhibition. In vivo test the efficiency of the five fungicides and the
two resistance inducers were evaluated, regarding the severity of the disease and mold-
physiological effects on the plant. Through morphological and molecular characterization
it was identified that the causative species of septoriosis in P. edulis is S. passifloricola,
this was the first molecular characterization of this pathogen in Brazil. In vitro tests the
fungicides trifloxistrobin + tebuconazole, tebuconazole and difenoconazole inhibited
mycelial growth above 50% between the concentration of 1 and 10 ppm and the resistance
inducer product based on M. alternifolia was considered highly efficient. In vivo tests,
the fungicides azoxystrobin + difenoconazole, thiophanate-methyl, trifloxystrobin +
tebuconazole, tebuconazole and difenoconazole, and the resistance inducers, reduced the
severity of symptoms caused by S. passifloricola. Resistance inducing products promoted
an increase in chlorophyll content and positively regulated as gas exchange in plants,
while fungicides increased carotenoide content. Among the fungicides evaluated,
diphenoconazole showed the highest efficiency in reducing disease severity, promoting
higher plant growth, lower leaf absciscis and increased activity of guaiacol peroxidase
(GPX).

Keywords: septoriose; Passiflora edulis; physiological effects.

*Adviser: Professor Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
*Coadvisor: Profa. Dra. Danila Souza Oliveira Coqueiro, UFBA.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) é uma das espeécies frutiferas de maior
importancia econémica para o Brasil que se destaca como maior produtor mundial. Além
disso, a cultura possui uma grande importancia social e econémica para produtores
familiares, pois é produzida em diversos estados, gerando renda e empregos diretos e
indiretos em toda a cadeia produtiva do maracuja.

Apesar do Brasil se destacar na producdo do fruto, nos altimos 20 anos, vem
sendo registrados perdas expressivas na produtividade do maracuja. No ano 2000, a
producdo era de 2.762.808 toneladas, ja no ano de 2001, essa produgdo caiu para 467.464
toneladas, uma reducdo de mais de 80%. Atualmente, em 2020, foi contabilizada a
producdo nacional em 690.364 toneladas do fruto (IBGE, 2021).

Apenas a regido nordeste produz mais de 71% de todo o maracuja do pais,
destacando os estados da Bahia e Ceara que juntos produzem 396.885 toneladas do fruto.
O estado da Bahia, que durante anos foi o maior produtor nacional, registra dados
alarmantes de perdas de produtividade. Nos ultimos 10 anos, foram mais de 50% de
perdas no estado (IBGE, 2021).

Os problemas fitossanitarios sdo 0s principais responsaveis por essas perdas de
produtividade e dano econémico na cultura do maracuja, principalmente, as doencas de
etiologia fungica, pois os patdgenos sdo facilmente disseminados e afetam sementes,
sistema radicular, caule, folhas, flores e frutos do maracuja.

A septoriose é uma importante doenca fingica de parte aérea do maracujazeiro
que se manifesta nas folhas, como pequenas manchas necréticas que evoluem para um
amarelecimento geral das folhas. Além disso, pode ocorrer desfolha precoce até mesmo
com uma Unica lesdo no limbo foliar, impactando diretamente no declinio de
produtividade de pomares de maracuja. O primeiro relato de septoriose em maracuja no
Brasil foi no estado do Ceard, em 1968, desde entdo, a doenca vem se espalhando pelas
regibes produtoras do pais.

Apesar da relevancia da septoriose na cultura do maracujazeiro, poucos sao 0s
estudos realizados com esse patdgeno no Brasil e em paises que ja relataram a doenca,
principalmente com relacdo a identificagdo de espécies. Caracterizar o patdgeno e
determinar a sua espécie é fundamental para entender a relacdo patdgeno-hospedeiro e,

a partir disso, estabelecer medidas de controle eficientes para 0 manejo da doenca.
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Atualmente ndo existe recomendacdes para 0 manejo do Septoria na cultura do
maracuja. A doenca septoriose em outras culturas, como soja, tomate, trigo e alface, é
amplamente estudada, as espécies de Septoria sdo caracterizadas, a relagdo com o
hospedeiro é conhecida e a recomendacdo de medidas de controle da doenca é eficiente.

A utilizacdo de fungicidas e produtos indutores de resisténcia sao adotados como
medidas de controle contra espécies de Septoria em diversas culturas. Além do efeito
fungitoxico, fungicidas e indutores de resisténcia promovem alteragcbes nos tecidos
vegetais, tais como nas caracteristicas morfologicas de plantas, como altura,
comprimento de raizes e area foliar; e em processos fisioldgicas, como fotossintese,
teores de pigmentos fotossintéticos e atividade enzimatica. Determinar essas alteraces
nos tecidos vegetais, durante o processo infeccioso da doenca, é de grande importancia
para identificar a eficiéncia das medidas de controle, assim como as vantagens e/ou
desvantagens das alteracdes morfofisioldgicas nas plantas.

Sendo assim, neste estudo, considerou-se a hipotese de que o patdgeno associado
a doenca septoriose em P. edulis € o Septoria passifloricola e que o uso de produtos
quimicos e indutores de resisténcia podem causar alteragdes morfofisioldgicas no
maracujazeiro que resultem em maior eficiéncia no controle. Assim, o objetivo deste
estudo é caracterizar o fungo causador da doenca septoriose em maracuja e avaliar a

eficiéncia de medidas de controle quimico e alternativo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O maracujazeiro

Dentre as centenas de espécies que compdem o género Passiflora L., destaca-se a
especie Passiflora edulis Sims, na qual se insere 0 maracuja-amarelo. Trata-se de uma
cultura de regides tropicais e subtropicais, cujos frutos sao apreciados na fabricacdo de
sucos, geleias, iogurtes, sorvetes, doces, entre outras iguarias (Meletti, 2011). Além disso,
0 maracuja contém diversos compostos com alto potencial farmacolédgico, importantes
para o tratamento de ansiedade e processos inflamatorios (Tiwary et al., 2016).

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja-amarelo, com uma area
cultivada de 46.530 hectares e uma producéo total de 690.364 toneladas (IBGE, 2021). A
cultura do maracujé possui ainda uma grande importancia social e econbmica, emprega
cerca de trés a quatro trabalhadores por cada hectare implantado, oferecendo rapido
retorno econémico aos fruticultores (Meletti, 2011; Faleiro e Junqueira, 2016).

A regido nordeste é responsavel por mais de 71% da producdo nacional, dos quais
40% representam a producdo apenas do estado da Bahia. Apesar da importancia da cultura
do maracuja na Bahia, expressivas quedas na producdo comercial vém sendo registradas
nos Ultimos anos. No inicio dos anos 2000, o estado registou a producao maxima historica
de mais de 640.000 toneladas do fruto. Nos Gltimos anos, vem sofrendo acentuada queda,
registrando, em 2011, uma producéo de 410.078 toneladas do fruto e, recentemente, no
ano de 2020, uma producdo de apenas 197.160 toneladas. Somente nos Gltimos dez anos,
a reducdo na producdo de maracuja na Bahia foi de mais de 48% (IBGE, 2021).

O estado da Bahia, a partir do final da década de 1990, tornou-se o maior produtor
nacional de maracuja, mantendo essa posicdo durante anos. O estado do Ceara
encontrava-se sempre em segundo lugar. No entanto, nos ultimos dez anos, aumentou a
producdo em mais de 75% e, no ano de 2020, o estado superou o ranking, sendo
atualmente o maior produtor nacional de maracuja, com producao de 199.725 toneladas
do fruto (IBGE, 2021).

Existem diversos fatores envolvidos na expressiva reducdo da produgdo de
maracuja, no entanto, os problemas fitossanitarios sdo de notoria relevancia, impactando
diretamente na producdo. Os danos na cultura ainda tendem a piorar, a medida que se
aumenta as areas de cultivo sem o manejo adequado, tais como o cultivo repetidamente

no mesmo local e o uso indiscriminado de defensivos agricolas (Fisher e Rezende, 2008).
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2.2 Principais doencas do maracujazeiro

Virus, bactérias, fungos, nematoides sdo alguns dos patégenos associados as
principais doencas relatadas na cultura do maracuja. Esses patdgenos afetam a planta
desde a fase de semente até a planta adulta, causando danos em raizes, caules, folhas,
flores e frutos, e impactando no estabelecimento, produtividade e longevidade da cultura
(Machado et al., 2017).

As fitoviroses sdo doencas limitantes para a cultura do maracuja, pois nao se
conhece controle quimico eficiente e/ou econémico para elas (Meletti, 2011). No Brasil,
0 cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) e o passion fruit severe leaf distortion
virus (PSLDV) sdo os dois virus considerados importantes para a cultura do maracuja,
causando danos em folhas e frutos (Nascimento et al., 2004; Ferreira et al., 2010).

As bactérias também causam doencas recorrentes em maracujazeiros, dentre as
mais relevantes, destaca-se o cancro-bacteriano, que afeta os 6rgaos da parte aérea; € a
murcha bacteriana, que afeta principalmente as raizes, sintomas causados pelos agentes
etioldgicos Xanthomonas campestris pv. passiflorae e Ralstonia solanacearum,
respectivamente (Machado et al., 2017).

As doengas fungicas sdo facilmente favorecidas por condigdes edafoclimaticas
favoraveis, prejudicando diferentes fases e 6rgdos da planta, sendo, desse modo, 0s
principais agentes causadores de prejuizos econémicos para a cultura do maracuja. O
Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum, Phytophthora parasitica, Fusarium sp. e
Rhizoctonia sp séo os principais fungos causadores de tombamento e mela de pré ou pés-
emergéncia de plantulas. Ja os patdgenos mais relevantes relacionados as doencas do
sistema vascular e radicular sdo o Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Phytophthora
nicotianae var. parasitica (Viana et al., 2003; Sussel, 2010; Machado et al., 2017).

Os fungos fitopatogénicos associados a doencas da parte aérea na cultura do
maracuja destacam-se por afetar diretamente na fotossintese, principal processo
fisiolégico de plantas, reduzindo a area foliar, aumentando a queda de folhas e,
consequentemente, reduzindo a area fotossintetizante (Sussel, 2010; Schmildt et al.,
2017).

A antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) constitui-se como um dos mais
sérios problemas para o maracujazeiro, uma vez que causa manchas foliares, rachaduras

e intensa queda de folhas. A doenca conhecida como verrugose (Cladosporium
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herbarum) afeta folhas, ramos e frutos, cujas lesGes evoluem para necrose dos tecidos.
Outro patégeno que se destaca quanto a danos e prejuizos para os cultivos de maracujé é
o0 S. passifloricola, que causa lesGes necroticas no limbo foliar, intensa absciséo de folhas
e morte da planta (Machado et al., 2017).

2.3 Septoriose

O género Septoria estd entre os patdgenos mais comuns e difundidos
mundialmente, causando doencas foliares em plantas cultivadas e ndo cultivadas
(Quaedvlieg et al., 2013), o qual foi descrito a partir do Septoria cytis, isolada de uma
leguminosa lenhosa (Cytisus laburnum), uma das primeiras espécies que apresentou
sintomas de septoriose (Farr, 1992).

Fungos pertencentes ao género Septoria formam conidioma picnidial com células
conidiogénicas holobléasticas, hialinas, de parede lisa, com proliferacdo simpodial e/ou
percorrente e conidios multisseptados hialinos, lisos, filiformes e cilindricos (Sutton,
1980).

Quanto a classificacdo taxondmica, o género Septoria pertence ao reino Fungi,
Divisdo Ascomycota, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem
Capnodiales, Familia Mycosphaerellaceae. O género Septoria chega a ter mais de 2000
taxons relacionados (Wijayawardene et al., 2021).

Trés espécies de Septoria sdo relatadas causando doencas em espécies de
Passiflora: Septoria fructigena Berk. & MA Curt. 1874; Septoria passiflorae Syd. 1939
e Septoria passifloricola Punith. 1980, sendo que a espécie S. passifloricola ocorre em
Passiflora brasiliensis (= P. alata), P. edulis, P. macrocarpa, P. quadrangularis e P.
quitensis (Punithalingam, 1980; Cline, 2006).

O primeiro relato de Septoria na cultura do maracuja foi no Equador, em 1939,
quando Sydow nomeou o fungo como Septoria passiflorae Syd. 1939 (Sydow, 1939).
Entre os anos de 1938-1939, houve uma grave epidemia de septoriose em espécies de
Passiflora edulis e Passiflora quitensis na Africa do Sul. Nessa ocasi&o, registrou-se um
homonimo do fungo como Septoria passiflorae Louw 1941 (Louw, 1941). Punithalingam
(1980) publicou uma nova descri¢do do fungo, substituindo o nome S. passiflorae Louw
non Syd por Septoria passifloricola, atualmente, sendo essa nomenclatura reconhecida

para o fungo Septoria da Africa do Sul (Cline, 2006).
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Relatos do fungo Septoria em espécies de Passiflora foram feitos em diversos
paises, como Nova Zelandia (Dingley, 1959), Kemya (Ondiekj, 1975), Austrélia (Inch,
1978), Venezuela (Punithalingam, 1980), Estados Unidos da América (Alfieri et al.,
1994), Coldémbia (Trujillo et al., 1994), Hahajima-Ilhas Bonine (Kobayashi; Takashi,
2003) e mais recentemente em Taiwan (Dai e Lin, 2021).

Um dos primeiros relatos no Brasil de septoriose foi feito por Ponte (1968), no
estado do Ceard, como uma doenca secundéria, de ocorréncia escassa. Ja em 1983, a
doenca foi descrita no Planalto Ibiapaba, no Ceard, como uma importante doenca para a
cultura do maracuja (Ponte et al., 1983). Em 1991, Yamashiro (1991) descreveu a doenca
como umas das principais doencas fungicas de maracujazeiros no Brasil.

A septoriose é considerada uma doenca de alto impacto para as regides produtoras
de maracuja do pais, por causar intenso desfolnamento e perda de produtividade, sendo
comum em viveiros e lavouras, principalmente onde é deficiente o controle quimico na
prevencdo do patogeno. Condigdes climéticas de elevada umidade e altas temperaturas
sdo favoraveis para o desenvolvimento do patgeno, sendo comum o aparecimento da
doenca no final de periodos chuvosos (Rizzi et al., 1998; Fisher e Rezende, 2008).

Os sintomas de septoriose ocorrem comumente em folhas, frutos e caule e, em
condigdes muito favoraveis ao desenvolvimento do fungo, as infecgBes podem ocorrer
em botdes florais (Costa et al., 2008). Os sinais da doenga manifestam-se na forma de
manchas, incialmente pequenas, que crescem e se coalescem, com pontos necroticos. As
manchas sdo amplamente esparsas, regulares e de forma circular ou levemente angulares,
de cor creme-clara a marrom-clara, bordos marrom-escuros e um halo amarelado,
caracteristico de manchas de septoriose. A doenca provoca um amarelecimento severo
nas folhas, que se inicia com o halo amarelado e estagios mais avancados, tornando-se
verde-claro ao redor da mancha (Peruch e Schroeder, 2018).

A doenga ainda provoca uma severa desfolha precoce e acentuada em
maracujazeiros. Uma Unica lesdo por folha é capaz de ocasionar a sua queda,
comprometendo o desenvolvimento da planta e a produtividade. A abscisao foliar pode
levar a queda dos frutos ainda verdes, quando o patdgeno ataca a planta em fase de
producdo. Quando os frutos sédo infectados, podem ocorrer lesdes pardo-claras e com halo
esverdeado, podendo coalescer e cobrir extensas areas do fruto que prejudicam o seu

desenvolvimento e maturacdo (Goes, 1998).
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No Brasil, em regides produtoras de maracuja, a septoriose destaca-se como uma
doenca comum e limitante para a cadeia produtiva do maracuja, como é o caso do estado
de Santa Catarina, estados do Cerrado Brasileiro e Bahia (Peruch e Schroeder, 2018). No
entanto, poucos séo 0s estudos com esse agente fitopatogénico. Nesse contexto, algumas
pesquisas se destacam, tais como: estudo da reacao de progénies de maracuja a septoriose
(Pinto et al., 2006); incidéncia e severidade da septoriose em diferentes gendtipos de
maracujd no Distrito Federal (De Oliveira Bueno et al., 2007); susceptibilidade de
gendtipos de maracuja a septoriose (Kudo et al., 2012); e a quantificacdo da severidade
da septoriose em frutos do maracujazeiro (Costa et al., 2019). No estado da Bahia, é

inexistente estudos com o fungo que causa essa doenca.

2.4 Processos fisiologicos

A producéo de uma determinada cultura é resultado das interagdes entre a espécie
vegetal escolhida, as condi¢cbes ambientais e 0 manejo adotado. Em plantios comerciais,
onde o objetivo € gerar receita, é necessario atingir boa produtividade, nesse sentido, é
essencial conhecer detalhadamente o sistema de producdo e, sobretudo, a fenologia,
fisiologia e ecofisiologia da cultura que se deseja produzir (Bolton, 2009).

O desenvolvimento vegetal é dado pelo acimulo de 4gua e massa seca. A matéria
seca, por sua vez, é resultado do acumulo de carboidratos, proteinas, lipidios e nutrientes
minerais. No reino vegetal, o processo pelo qual ha formacdo de matéria seca é a
fotossintese, processo bem elucidado, que permite a sintese de compostos carbonados
utilizando a luz (Taiz e Zeiger, 2013).

Os fotoassimilados constituem mais de 90% da massa seca da planta. Uma parte
desses assimilados é utilizada durante o crescimento, convertendo-se em biomassa, a
outra parte é oxidada na respiracdo e serve como fonte de energia para o crescimento e
funcionamento dos processos biolégicos (Popov et al., 2003).

As perdas e ganhos no balanco das trocas gasosas, dadas pelas taxas de
fotossintese e de respiracao, sdo diretamente influenciados pelos estresses ambientais nos
quais as plantas estdo inseridas, como mudangas de temperaturas, seca, salinidade,
radiacdo ultravioleta, 0z6nio e infeccdes patogénicas (Van Breusegem et al., 2001).

Processos infecciosos, causados por agentes fitopatogénicas, causam estresses nas

plantas, interferindo em caracteristicas fotossintéticas, tais como: trocas gasosas,
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pigmentos fotossintéticos e fluxo de CO», devido aos danos que os patdgenos podem
causar nas células do mesofilo, nas membranas, no funcionamento da maquinaria
enzimatica e na abertura e fechamento de estdmatos, por exemplo (Berger et al., 2007;
Bolton, 2009).

Estudos estdo buscando relacionar os efeitos fisiologicos da planta em situacao de
estresse causado por agentes fitopatogénicos, assim como o efeito fisiolégico da
utilizacdo de produtos quimicos para controle desses organismos em plantas. As
avaliacGes de trocas gasosas podem ajudar nos estudos dos efeitos fisioldgicos e da
capacidade fotossintética das plantas sob estresse, conferindo as eventuais reacdes
fisiologicas. As trocas gasosas sao analises qualitativa e quantitativa que medem a taxa
de assimilacéo liquida de CO., condutancia estomatica, concentracdo interna de CO> e
taxa de transpiracdo (Macedo et al., 2017; Amaro et al., 2018).

2.5 Estresse oxidativo

Plantas em situacdo de estresse exibem alteracdes fisioldgicos e metabdlicas. A
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o superéxido (Oz2 ), o
peréxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxila (OH") e o oxigénio singleto (102), é
nociva a planta, podendo inativar enzimas, danificar componentes celulares, células e
tecidos, devido a sua acédo toxica e mutagénica (Azevedo et al., 1998).

Os radicais livres sdo formados naturalmente e continuamente no metabolismo
aerdbico, como nas reac@es fotoquimicas da fotossintese e no processo respiratorio, pois
0 oxigénio tem a capacidade de agir como um redutor parcial nas reacOes de
oxidorreducdo. No entanto, em situacfes de estresse, a producdo excessiva de EROs
representa uma constante ameaca ao organismo vegetal (Carrijo, 2014).

Os organismos aerdbicos necessitam de O2 como aceptor de elétrons para a
producdo eficaz de energia. No entanto, o oxigénio é uma fonte oxidante que, muitas
vezes, tem a formacdo de oxidagBes secundarias, ndo envolvidas no metabolismo
fisiologico. Essas oxidagdes secundarias sdo justamente os EROs, que podem ter
consequéncias graves para as plantas, se 0s seus produtos ndo forem neutralizados por
um sistema antioxidante eficiente (Sorg, 2004).

Para as plantas, as principais consequéncias do acumulo de EROs estdo

relacionadas a degradacdo ou perda de funcGes de proteinas especificas, podendo ocorrer
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alteracdes no DNA, na sintese proteica, alteracdes na expressao génica e até a morte
celular, além disso, pode ocorrer oxidacdo de lipidios relacionados as membranas
celulares (Sorg, 2004).

O arsenal enzimatico, com funcdes antioxidantes, esta presente nos vegetais para
combater os radicais livres. Em situacdes de estresse, tanto bidtico quanto abiotico, a
concentracdo de EROs é maior e, consequentemente, a atividade enzimatica antioxidante
também se eleva. Entre as principais enzimas antioxidantes esté a peroxidase do guaiacol
(GPX), ja a polifenoloxidase (PPO) € uma enzima relacionada a mecanismos de defesa
ao ataque de patdgenos (Carrijo, 2014).

Em processos oxidativos em plantas, a primeira atividade enzimética de defesa é
catalisar a transformacdo do superdxido em peroxido de hidrogénio (H20;). Para
eliminacdo dos H>O3, é necessario a atuagdo de duas enzimas, a catalase (CAT) e a GPX,
que estdo presentes em todas as células de plantas, animais e microrganismos aerobicos,
catalisando a oxirreducdo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Scandalios,
2005).

A enzima GPX faz parte de um amplo grupo de enzimas peroxidases, pertencente
a classe I11 das peroxidases, formada por heme proteinas, cujo modo de acéo é oxidar um
radical especifico. A acdo da peroxidase é formada por dois ciclos, peroxidase e oxidase.
A partir do ciclo oxidase, a enzima ferrosa pode reagir como o doador de elétron e
produzir o H20», possibilitando, assim, a peroxidase voltar ao seu estado fundamental
(O’Brien et al., 2012)

Considerada como a principal enzima produtora de H>O>, sendo essa atividade
antioxidante essencial para conter os radicais livres no organismo da planta, a GPX é
importante nas reacdes de defesa das plantas, pois agem como sinalizador para outras
respostas de defesa, relacionada a patogénese, lignificacdo e reforco da parede celular
(Almagro et al., 2009).

A enzima GPX esté envolvida diretamente em diversas reacdes, como ligacdes de
polissacarideos, oxidacdo do &cido indol-3-acético (IAA), oxidacdo de fendis,
cicatrizagdo de ferimentos, defesa de patdgenos e regulacdo da elongacéao de células, além
de resposta de hipersensibilidade (HR), sintese de lignina e suberina para o espessamento
da parede celular por adi¢do de compostos fenolicos (Quiroga et al., 2000; Campos et al.,
2004; Tsai e Kao, 2004).
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A PPO é uma enzima encontrada em muitas plantas, bactérias, fungos e algas
(Thipyapong et al., 2004); em plantas superiores, localiza-se nos tilacoides dos
cloroplastos ou em outros plastideos; além de fazer parte do grupo de enzimas
relacionadas a defesa vegetal. Uma das principais caracteristicas dessa enzima € a
presenca de cobre no centro ativo, 0 que proporciona a capacidade de catalisar reacfes
envolvendo oxigénio (Mason, 1956; Bittner, 2006).

Em sua forma ativa, a PPO catalisa a hidroxilacdo de monofendis a odofendis
(cresolase) e a oxidacdo de o-difendis a o-diquinonas (catecolase). As polifenoloxidases
utilizam dois principais grupos de substratos, os monofendlicos (Citase p-cresol, tirosina
e acido p-cumaérico) e os substratos difendlicos catecol, diidroxifenilalanina e &cido
clorogénico (Vamos-Vigyazo, 1981).

A funcdo das PPOs no processo de inducdo de resisténcia esta relacionada ao
aumento da resisténcia da parede celular dos tecidos vegetais, pois participam do processo
de oxidacdo de compostos fenolicos, colaborando com a biossintese de lignina,
aumentando as barreiras fisicas contra o ataque de patdgenos (Yuan et al., 2002).

2.6 Inducéo de resisténcia

O cultivo de plantas em escala é extremamente favoravel ao ataque de
fitopatdgenos que, muitas vezes, encontram o ambiente ideal para o seu desenvolvimento.
No entanto, as plantas possuem seus préprios mecanismos de defesa para evitar 0s
processos de infeccdo, podendo ser barreiras fisicas e bioquimicas (Thakur e Sohal,
2013).

A resisténcia da planta a um agente fitopatogénico é definida pela capacidade de
atrasar ou evitar a entrada e a subsequente infeccdo do patdgeno em seus tecidos. Esse
processo indutivo de resisténcia tem sido descrito como resisténcia sistémica adquirida
(RSA) e resisténcia sisttmica induzida (RSI). Na RSA, a resisténcia desenvolve-se
sistematicamente ou de forma localizada; ja na RSI, é necessario que haja uma molécula
sinalizadora para expressao de proteinas de defesa (Oliveira et al., 2016).

O processo de resisténcia pode ocorrer logo apo6s a infecgdo pelo patdgeno ou uma
resisténcia posterior, induzida atraves de agente elicitor. Nesse sentido, quando se trata
de um ataque do patogeno, a planta pode oferecer defesas rapidas, bioquimicas e

estruturais para se proteger, ou pode, ap6s um periodo de infeccdo, apresentar um estado
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de inducéo pelos elicitores e, assim, 0 processo infecioso pode ocorrer de maneira menos
agressiva (Ragab et al., 2009).

O estresse causado pelo ataque de patogenos desencadeia a formacao de EROs,
que se constituem em um sinal para que a planta comece a acionar mecanismos de defesa
(Lehmann et al., 2015). A partir disso, mecanismos de defesa antioxidantes s&o
acionados, sinalizando respostas fisioldgicas e bioldgicas. A defesa induzida pode ser
estrutural, como formacao de papila, lignificagdo de parede celular ou bioquimicos, como
sintese e acumulo de fitoalexinas, e alteracBes enzimaticas que agem diretamente na
estrutura do patégeno e também em sitios de infeccao, diminuindo o desenvolvimento da
doencga (Schwan-Estrada et al., 2000).

Quando as plantas estdo previamente expostas a um elicitor, em uma possivel
situacdo de colonizacdo de um patdgeno, as respostas de defesa dos tecidos vegetais sdo
mais rapidas e eficientes. Para que um produto seja considerado um elicitor, deve conter
uma ou mais moléculas que ativem as respostas de defesa da planta (Romeiro e Garcia,
2009).

Para ser considerado um indutor de resisténcia em plantas, o produto deve
apresentar auséncia de efeito toxico sobre o patdgeno, necessidade de intervalo de tempo
entre a aplicacdo do agente indutor e as respostas de defesa, inespecificidade da protecéo
e auséncia de relacéo entre efeito e doses do indutor (Hammerschmidt e Kuc, 2013).

Alguns produtos disponiveis no mercado, como fertilizantes, sdo considerados
elicitores para processos de inducdo de resisténcia, pois podem reduzir o ataque de
patdgenos, assim como a severidade de algumas doencgas. Estudos indicam que o fosfito
(sal inorganico de acido fosforoso) utilizado para adubacdo inibe o crescimento micelial,
a producdo de esporos e aumenta a producéo de fitoalexinas e proteinas de defesa (King
et al., 2010; Lobato et al., 2010; Eshraghi et al., 2011).

O elemento fosforo (P) ndo ocorre na natureza de maneira isolada, pois € muito
reativo e combina rapidamente com o0s elementos oxigénio (O) e hidrogénio (H). A
molécula denominada fosfito é resultado da ligacdo de P com trés moléculas de O e uma
de H, essa forma molecular provoca influéncia na solubilidade e absor¢do do elemento
pelas plantas, assim como o seu efeito no metabolismo e na fisiologia vegetal. Ainda ndo
existe evidéncias de que a planta utiliza a molécula de fosfito como fonte de P, por isso,
o fosfito é utilizado como um ativador de defesa da planta (Mcdonald et al., 2000; Lovatt
e Mikkelsen, 2006).
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Os fosfitos possuem alta solubilidade e mobilidade, sendo rapidamente absorvidos
pelas plantas e translocados das folhas para as raizes. O uso dessas moléculas esta
relacionado a ativacdo de mecanismos de defesa, producédo de fitoalexinas e substancias
naturais de autodefesa. Essas respostas fisiologicas podem estar relacionadas a alteracGes
quimicas e hormonais em plantas (Lovatt e Mikkelsen, 2006).

A acdo do fosfito foi testada em alguns patégenos com efeito positivo, sendo
eficaz na reducdo do crescimento micelial radial e na producdo de biomassa em
organismos fitopatogénicos e na prevencdo da producdo de odsporos em Pythium
aphanidermatum e esclerddios de Athelia rolfsii (Yafiez et al., 2018). Além disso, exibiu
um efeito positivo no controle da podriddo da coroa, causada por Phytophthora
capsici em abobrinhas (Gilardi et al., 2020).

Atividades de compostos secundarios, presentes em extratos brutos e 6leos
essenciais de plantas medicinais, também se enquadram dentro do controle alternativo,
como indutores de resisténcia. Extratos e 6leos de plantas com capacidade de controle de
fitopatdgenos sdo amplamente utilizados, devido a acdo fungitoxica direta ou como
elicitores, sendo consideradas fontes de compostos biologicamente ativos em diversos
patossistemas (Stangarlin et al., 2011).

O oleo essencial de melaleuca, proveniente de folhas da arvore Melaleuca
alternifolia nativa da Australia, possui acdes ja bem estudadas e estabelecidas, como:
antisséptica, germicida e antifingica, devido aos seus constituintes como a-terpineno, p-
cimeno, 1,8-cineol e terpineno-4-ol, entre outros (Teske e Trentini, 1997).

A acdo do bleo essencial de M. alternifolia é explorada comercialmente por
empresas de insumos agricolas para controle de fungos, cujo produto comercial é
caracterizado pela presenca de trés compostos fitoquimicos, sendo eles terpinel-4-ol, Y'19
terpineno a-terpeno, nos quais podem ser observadas variagcbes em suas quantidades,
entretanto, de acordo com a 1SO 4730/2017, as mesmas devem ser maiores que 30%, 10-
28% e 5-13% (Cunha, 2019).

O produto comercial, contendo 23,8% de extrato de M. alternifolia, pode atuar
como protetor contra ampla gama de fungos, inibindo germinagdo de esporos e
crescimento micelial. Essas ac¢Oes estéo relacionadas com a integridade celular, inibigéo
da respiracdo celular, transporte de elétrons e permeabilidade de membranas (Mihajlovic
et al., 2015).
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2.7 Controle quimico

Doencas fungicas podem variar quanto a sua incidéncia e severidade, a depender
das condicdes climaticas ideais para o patogeno, da suscetibilidade das culturas e as
praticas agronémicas adotadas. Para o controle eficiente de doencas de plantas, algumas
premissas sdo fundamentais, tais como a correta identificagdo do agente fitopatogénico,
assim como os fatores que favorecem a sua ocorréncia, sobrevivéncia e disseminagédo
(Yorinori, 2000).

O uso de produtos quimicos é amplamente indicado para controle de septorioses
em diversas culturas. Inch (1978) relata uso de Mancozeb para o controle do fungo. Séo
José (1993) relata que o controle pode ser feito através de duas a trés aplicacdes de
fungicidas a base de tiofanato metilico, misturado com clorotalonil ou tiabendazole. O
uso de fungicidas a base de benzimidazol, geralmente, é recomendado, pois demonstra
eficiéncia em danos causados por septoriose em viveiros e plantas de campo. No entanto,
0 uso em mistura ou alternado com fungicidas de diferentes modos de acgéo é a estratégia
mais recomendada (Fisher e Rezende, 2008).

Embora alguns grupos de fungicidas tenham relatos de eficiéncia para controle do
S. passifloricola, no Brasil, é inexistente registros de fungicidas junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento-MAPA, para controle do patégeno na cultura do
maracuja (Agrofit, 2021).

Os produtos utilizados para controle quimico de doencas em plantas possuem
propriedades quimicas que, quando em contato com tecidos vegetais, tém a funcdo de
proteger o desenvolvimento do agente fitopatogénico na planta. Essa protecdo pode
ocorrer em estagios diferentes da relacdo patdgeno-hospedeiro (Nascimento e Santos,
2012). Dessa maneira, os fungicidas sdo classificados de acordo com a natureza quimica
e 0 modo de a¢do contra fitopatdgenos, podendo ser divididos em preventivos, curativos
e erradicantes. E quanto a mobilidade, podem ser classificados como imdveis,
mesostémicos e sistémicos (Reis et al., 2010).

Os fungicidas classificados como preventivos possuem uma agdo protetora que
inibe a germinacdo e o crescimento micelial dos fungos; os curativos atenuam os danos
logo apds a infeccdo do patogeno, além de acdo reparadora; ja os erradicantes tem funcao
direta na morte do fungo e ndo possui acdo de regeneracdo e recuperacdo dos tecidos

vegetais atacados (Reis et al., 2016).
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Em relacdo a mobilidade, os fungicidas classificados como imdveis sdo aqueles
que ndo sdo absorvidos pelos tecidos vegetais, sdo 0s produtos quimicos de contato que
ficam restritos ao local onde foram depositados. Os mesostémicos reagem com
substancias lipidicas da superficie da planta, conseguindo penetrar nos tecidos e
apresentando prolongado efeito protetor; ja os fungicidas de mobilidade sistémica sdo
absorvidos por folhas e raizes, sendo translocados por toda planta pelo sistema condutor
dos vasos do xilema e floema (Stefanello, 2017).

Entre as classificagdes dos fungicidas, existem seus principais grupamentos
quimicos. Os fungicidas protetores sdo os produtos a base de enxofre, cobre,
ditiocarbamato, dimetilditiocarbamato, dicarboximida, entre outros. Os erradicantes séo
os alifaticos alogenado e isotiocianatos de metila; e dentre os fungicidas curativos
destacam-se  0s  grupos quimicos  carboxamida, benzimidazol, triazol,
fenilamida/acilalaninato, acetamina, estrobilurina, anilinopirimidina e benzotidiazol.
Fungicidas mais modernos, como os triazois e as estrobilurinas, apresentam interfaces
para mecanismos de acdo preventivo, curativo e erradicante/antiesporulante (Rodrigues,
2006).

2.7.1 Principais caracteristicas das estrobirulinas

As estrobirulinas revolucionaram o mercado de fungicida e mudaram o conceito
de controle de doencas, pois esse grupamento quimico oferece diversas acbes e
promovem efeitos fisioldgicos positivos nas plantas. Resumidamente, a acdo antifungica
das estrobilurinas ocorre inibindo a respiracdo mitocondrial da célula vegetal, bloqueando
a transferéncia de elétrons no sitio de acdo Qo, também conhecido como citocromo bses
e, dessa maneira, inviabiliza a sintese de ATP, levando o patdgeno a morte, em razdo da
insuficiéncia energética (Schock, 2015).

Além de atuarem de maneira preventiva e curativa, afetando a germinacao de
esporos, a penetracdo, o crescimento micelial e esporulacdo, e as estrobirulinas tém
demonstrado outros beneficios fisioldgicos. Estudos indicam aumento do teor de
clorofilas, através da maior assimilacao de nitrato, pela ativacdo de enzimas NADH-nitato
redutase; maior eficiéncia de CO> e, consequentemente, maiores taxas fotossintéticas e
reducdo da respiracdo celular; produgdo do hormonio etileno, que esta associado a

senescéncia e abscisdo foliar, podendo aumentar o periodo em que a planta se mantem

28



fotossinteticamente ativa; maior crescimento em altura e didmetro, area foliar e matéria
seca; e, consequentemente, aumento na produtividade de culturas agrondmicas (Venancio
et al., 2003; Fagan et al., 2010; Schock, 2015).

2.7.2 Principais caracteristicas dos triazdis

Os fungicidas triazdis, de mobilidade sistémica, sdo absorvidos pela planta e
translocados de forma acropeta. Desenvolvidos em meados da década de 60, a partir da
molécula organica 1,2,4-triazol, possuem, além da acdo antifungica, propriedades
biorreguladoras que protegem a planta dos danos causados pelo frio, calor, seca e pelo
dioxido de enxofre (De Camargo et al., 2013).

E considerado um fungicida de elevada fungitoxidade, podendo ser de ac&o
protetora e erradicante, que impedem a germinacdo de esporos, formacdo de tubo
germinativo, crescimento micelial, formacao de apressorio e haustério e a esporulacao.
Os principais produtos encontrados que apresentam como principio ativo os triazéis sdo
ciproconazol, tebuconazol, flutriafol, epoxiconazol, tetraconazol, fluguinconazol,
miclobutanil, metconazol, difenoconazol, propiconazol e triadimenol (Rodrigues, 2006).

O efeito dos triazdis, quando aplicados em tecidos vegetais, faz com que o agente
fangico acumule esterdis, como 4,4-dimetil e 40-metil, que possuem radical 14a-metil, o
qual promove a inativacdo do processo de demetilacdo do lanosterol até compostos
intermediarios, precursores de ergosterol. Esse processo fisiologico faz com que o
fungicida ocupe os sitios ativos que sdo destinados as enzimas l4ademetilase ao
citocromo P-450, ocorrendo processo de demetilagdo. Com o aumento dos compostos
intermediarios e auséncia do ergosterol, ocorre uma desorganizacao celular e formacao
de membranas alternativas. Esse processo causa danos nas membranas do fungo,
alteracbes morfoldgicas, turgescéncia celular, vacuolizacdo excessiva, septacdo

incompleta e aparecimento de vesiculas (Smith, 2002; Rodrigues, 2009).

2.7.3 Principais caracteristicas dos benzimidazois

Os fungicidas do grupo quimico dos benzimidazodis possuem a caracteristica de se

tornarem ativos a partir da transformagdo em carbendazim. Existem os benzimidazois
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tipicos, que possuem um anel heterociclico (Carbendazim); e os atipicos, sem o anel
heterociclico, mas que também converte a carbendazim (Tiofato metilico). Embora o
carbendazim tipico tenha uma alta eficiéncia como fungicida, os produtos a base de
tiofano metilico possuem altas taxas de absorcdo pelas folhas e melhor translocacéo
sistémica (Smith, 2002).

O principio de agdo dos benzimidazoéis estd na interrupgdo do ciclo mitético dos
fungos, agindo diretamente na divisdo celular. Esse processo ocorre pelo impedimento da
formacéo da placa metafasica, pois 0 benzimidazol apresenta uma alta afinidade pelas
proteinas tubulinas, ndo permitindo a fusdo mitatica, e essa falha na separacéo de nucleos
resulta na morte celular (Rodrigues, 2009).

Os benzimidazois sdo considerados seletivos cuja base da seletividade ainda é
desconhecida, mas acredita-se que tem uma relacdo com as estruturas dos sitios de
ligacdo, permitindo que pequenas alteracbes na composicdo de aminoacidos
proporcionem seletividade entre as espécies vegetais. No entanto, esse também é o ponto
em que se confere resisténcia aos fungicidas desse grupamento quimico (Hewitt, 1998).

Para que a atividade antifungica dos benzimidazoéis seja eficiente, é necessario
grande atencdo ao pH do meio. Valores muito baixos ou muito alcalinos de pH tendem a
oferecer uma menor eficiéncia do fungicida (Smith, 2002).

Os benzimidazdis séo fungicidas de mobilidade sistémica, com atuagdo protetora
e curativa. Sao absorvidos pelos tecidos vegetais e translocados de forma acrépeta, inibem
o desenvolvimento de tudo germinativo, formacao de apressorios e crescimento micelial.
Além disso, sdo eficientes para fungos Ascomicetos, mitospoéricos e basidiomicetos
(Rodrigues, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O estudo foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia e casa de vegetacdo
pertencente ao Departamento de Fitotecnia e Zootecnia da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Vitoria da Conquista, Bahia. A caracterizacao
molecular do patégeno foi realizada em colaboracdo com o Centro de Biociéncias da

Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

3.2 Obtencéo dos isolados

Os isolados do fungo S. passifloricola foram obtidos a partir de plantas de
maracuji (Passiflora edulis Sims), naturalmente infectadas, adquiridas do campo
experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB. As folhas com
sintomas tipicos da doenca septoriose, apresentando pequenas lesGes dispersas pelo
limbo, circulares ou levemente angulares, de contorno definido, acastanhadas, com uma
auréola amarelada, foram coletadas e mantidas em condi¢cGes de camara Umida no
Laboratério de Fitopatologia — UESB, para desenvolvimento da esporulagdo do fungo.
Com auxilio de microscépio estereoscopico, foram coletados fragmentos das lesdes e
transferidas para placas de Petri contendo o meio batata dextrose dgar (BDA). As placas
foram mantidas em incubacdo, em camara de crescimento ajustada a temperatura de 25°C,
e fotoperiodo de 12 horas, até crescimento das estruturas do fungo. Foram realizadas
repicagens para multiplicacdo e manutencéo do isolado (Figura 1).

A identificacdo do fungo causador da septoriose em maracujazeiro foi realizada
por meio da observacdo de estruturas reprodutivas do patdégeno, com o auxilio do
microscopio optico, de acordo com a descrigédo feita por Quaedvlieg et al. (2013).
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Figura 1. Plantas de maracuja com sintomas de septoriose (A), identificacdo do picnidio
do fungo Septoria passifloricola pelo microscépio dptico em aumento de 100x (B) e
coldnia fangica isolada em placa de Petri (C).

3.3 Producao de mudas de maracuja

Mudas de maracuja (Passiflora edulis Sims) foram produzidas em casa de
vegetacdo, por meio de semeadura em sacos plasticos pretos de polietileno, com furos na
parte lateral inferior, nas dimensdes de 10 x 15 cm, com substratos devidamente
adubados. Foram semeadas duas sementes em cada saco plastico e, posteriormente, foi
realizado o desbaste, deixando apenas a planta mais vigorosa. As adubagdes e irrigacdes

foram realizadas de acordo com a necessidade da cultura.

3.4 Teste de patogenicidade

Mudas sadias de maracuja foram utilizadas no teste de patogenicidade. Para a
inoculacdo do patdgeno, foi preparada uma suspensao de conidios, a partir da raspagem
de colbnias do fungo em placas de Petri e diluicdo em &gua destilada. Foi utilizado um
pulverizador manual para inoculagdo da suspensdo sobre as mudas. Apos a inoculagéo,
as mudas foram mantidas em condi¢cBes de cAmara umida. Como testemunha, mudas

sadias foram mantidas sob as mesmas condi¢des das mudas inoculadas. Apos
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manifestacdo dos sintomas, estruturas reprodutivas do fungo foram observadas nos

tecidos vegetais e coletadas para novo isolamento em meio de cultura BDA.

3.5 Caracterizacdo morfoldgica

Isolados do fungo S. passifloricola, obtidos de tecidos infectados de plantas de
maracuja, foram utilizados para a caracterizacdo morfoldgica. Culturas puras foram
estabelecidas em placas com meio BDA e mantidas a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas
de claro e escuro para 0 aparecimento das estruturas reprodutivas do patdégeno. As laminas
para observacdo em microscopia foram montadas utilizando-se fucsina acida como
corante, sendo depositadas sobre ela estruturas fangicas do S. passifloricola. Cem
conidios foram examinados quanto a forma, tamanho, nimero de células, cor e apéndices,

sob um microscdpio 6tico de luz Axiostar Plus (Carl Zeiss®, Alemanha).
3.6 Caracterizacdo molecular

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas em BDA, mantidas a 28 °C,
por até sete dias em placas de Petri. Com auxilio de uma al¢a de platina, todo o micélio
foi retirado e transferido para microtubos de 2 mL, com tampa de rosca, acrescidos de 0,5
g de contas de vidro (glass beads) com dois didmetros diferentes na propor¢édo de 1:1
(acid-washed, 150-212 pm and 425-600 um; Sigma, U.S. sieve). Foi realizada a extracao
do DNA gendmico, seguindo a metodologia proposta por Oliveira et al. (2016), que inclui
homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2%, trituracdo por agitacdo em alta
velocidade através de um FastPrep, uma lavagem com cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensdo em

50 pL de 4gua ultrapura.

3.6.1 Amplificacéo, purificacéo e sequenciamento do DNA

Para amplificacdo do fator de elongagédo lalfa (EFla), foram utilizados os
iniciadores EF1-728F (Carbone e Kohn, 1999) e EF-2 (O’Donnell et al., 1998). A PCR
(Polymerase Chain Reaction) foi realizada com um volume final de 50 uL, os pardmetros
para amplificacdo e as concentracdes dos reagentes incluem os dNTPs, a Taqg DNA

polimerase, os iniciadores, agua ultrapura e o tampdo de reacdo (Oliveira et al., 2014b).
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Controles negativos contendo todos os componentes, exceto DNA, foram utilizados em
cada procedimento para detectar possiveis contaminagdes.

Todos os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1% cujas amostras foram coradas pela adi¢io de GelRed®. Os produtos de PCR, oriundos
dos fungos endofiticos, foram purificados utilizando-se a enzima ExoSAP® de acordo
com as recomendag0es do fabricante. Posteriormente, as amostras foram enviadas para a
Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento de DNA do Centro de Biociéncias da

Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

3.6.2 Analises filogenéticas

Para a andlise filogenética, as sequéncias obtidas foram preliminarmente
comparadas com sequéncias similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta
BLASTN, e, posteriormente, foram alinhadas e editadas no MEGA v.7 (Kumar et al.,
2016). A analise de Méaxima Verossimilhanga (1.000 bootstraps) foi realizada com
PhyML (Guindon e Gascuel, 2003), executados a partir do programa Topali 2.5 (Milne
et al., 2004).

3.7 Efeito in vitro de diferentes fungicidas e indutores de resisténcia no crescimento
micelial do fungo Septoria passifloricola

Foram utilizados cinco diferentes fungicidas e dois indutores de resisténcia para
0s testes in vitro no crescimento micelial do fungo S. passifloricola (Tabela 1).

Tabela 1 — Fungicidas e indutores de resisténcia utilizados nos testes in vitro e in vivo no
controle de Septoria passifloricola

Grupo quimico dos Concentracdo do i.a

fungicidas Classe Tipo de formulacéo (/)
Az_omstrobma + F_unglc_lda Suspenséo 200 g/L e 125 g/L
difenoconazol sistémico concentrada
Tiofanato-metilico Fungicida  Granulos dispersiveis 85 glkg

sistémico em agua
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Fungicida

Trifloxistrobina + Mesostamico Suspensao 100 g/L e 200 g/L
tebuconazol P concentrada
e sistémico
Tebuconazol F_unAglc'lda Concgntrgdo 200 g/L
sistémico emulsionavel
Difenoconazol F_unAglc'lda Concgntrgdo 250 g/L
sistémico emulsionavel
Composigéo dos . < Concentracdo do i.a
indutores de resisténcia Classe Tipo de formulagao (g/L)
Acido fosforosQ e F_ertlllzan_te Fdeo-SoI_ugao 560 g/L e 280 g/L
carbonato de potassio  mineral misto verdadeira
Fungicida e
Extrato de Malaleuca bacter~|C|da de Concentrado
o acdo de - 222,5 g/L
alternifolia emulsionavel
contato e

mesostémico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com
36 tratamentos, sendo sete produtos quimicos (azoxistrobina + difenoconazol, tiofanato-
metilico, trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e difenoconazol), cinco
concentracgdes (1, 10, 100, 500 e 100 ppm), mais a testemunha, com seis repeticdes, sendo
cada parcela constituida por uma placa de Petri.

Os produtos quimicos foram diluidos em série e ajustados para as concentraces
de 1, 10, 100, 500 e 1000 ppm de ingrediente ativo dos fungicidas, em meio de cultura
BDA, fundente a 45 a 50 °C. Foram vertidos 20 mL do meio, contendo cada produto
quimico e cada concentracdo em placas de Petri de 90 milimetros de diametro. Ap6s o
resfriamento, foi transferido, para o centro de cada placa, um disco de micélio de sete
milimetros de didmetro, crescido em BDA do fungo S. passifloricola, previamente
isolados, conforme descrito anteriormente. Placas contendo apenas o meio de culturae S.
passifloricola foram utilizadas como testemunha (Figura 2). As placas foram incubadas
em BOD, a uma temperatura aproximada de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por um

periodo de 30 dias.
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Figura 2. Transferéncia de disco de micélio do fungo Septoria passifloricola em placas
de Petri para testes in vitro.

As avaliacbes foram realizadas medindo-se o diametro da colénia do S.
passifloricola com o auxilio de uma régua milimetrada, em dois sentidos transversais,
obtendo-se a média do crescimento micelial da colénia. Em seguida, foi calculada a
percentagem de inibicdo (%) do S. passifloricola dos tratamentos em relacdo a
testemunha, utilizando a seguinte formula:

| = (C-T)/C x 100

Em que:

% | = Percentagem de inibicdo;

C = Didmetro do crescimento micelial da testemunha;

T = Diametro do crescimento micelial do tratamento.

Correlacionando a porcentagem de inibi¢cdo com o logaritmo da concentracdo do
fungicida, foi obtido, graficamente, o valor aproximado da dose efetiva mediana (ED50),
ou seja, a concentracdo do produto quimico necessaria para inibir em 50% o crescimento
micelial do fungo. Apds o calculo da ED50, os fungicidas foram classificados em quatro
categorias de eficiéncia, segundo escala de Edgington et al. (1971), em que:

a) ED50 < 1 ppm: altamente eficiente (AE);
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b) ED50 1 - 10 ppm: moderadamente eficiente (ME);

c¢) ED50 10 - 50 ppm: pouco eficiente (PE);

d) ED50 > 50 ppm: ineficiente (1)

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias submetidas a

analise de regressdo, utilizando o programa SISVAR, verséo 5.6.

3.8 Efeito in vivo de diferentes fungicidas e indutores de resisténcia na doenga

causada pelo fungo Septoria passifloricola em maracujazeiro

Os fungicidas e indutores de resisténcia, testados em ensaios in vitro (Tabela 1),
foram avaliados também em condicGes de casa de vegetacdo (in vivo), levando-se em
consideracdo os melhores resultados de dosagem do teste in vitro e recomendacéo de bula
de cada produto.

Os fungicidas pertencentes aos grupos quimicos azoxistrobina + difenoconazol,
tiofanato-metilico, trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e difenoconazol foram
utilizados nas concentragdes de 50, 70, 60, 80 e 20 mL /100 L de agua, respectivamente.

O indutor de resisténcia com composi¢do a base de &cidos fosforoso e carbonato
de potassio foi utilizado na concentracdo de 200 mL /100 L de &gua, ja a base de extrato

de Malaleuca alternifolia foi utilizado na concentracdo de 150 mL /100 L de agua.

3.8.1 Tratamentos com fungicidas

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC), com quatro
repeticdes e cinco plantas por parcela, em um esquema fatorial 5 x 4, sendo os tratamentos
formados por cinco fungicidas (azoxistrobina + difenoconazol, tiofanato-metilico,
trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e difenoconazol) e quatro épocas de coleta
foliares (7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a inoculacdo do fungo) e plantas-controle.

Com auxilio de um pulverizador manual, as mudas de maracuja foram tratadas
com os diferentes fungicidas, adotando-se um volume de calda de aproximadamente 50
mL muda? (Figura 3). Foram realizadas quatro aplicagbes dos fungicidas, sendo a

primeira 24 horas antes da inoculagéo do fungo e mais trés, com intervalos de 7 dias.
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Figura 3. Aplicacdo dos tratamentos em plantas de maracujazeiro.

Para inoculacdo do patdgeno S. passifloricola, foi preparada uma suspensao de
conidios, na concentragdo de 1,6 x 10° conidios mL™. Utilizou-se um pulverizador manual
para aplicacdo da suspensdo (Figura 4 A e B) e, apds a inoculacdo, as mudas foram

mantidas em condicdes de cdmara umida (Figura 4 C e D).

Figura 4. Inoculacdo do fungo Septoria passifloricola, com auxilio de um pulverizador
manual (A e B), e plantas inoculadas mantidas em condic¢des de cAmara imida (C e D).
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3.8.2 Tratamentos com indutores de resisténcia

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC), com quatro
repeticdes e cinco plantas por parcela, em um esquema fatorial 2 x 2 x 4. Os tratamentos
foram formados por dois produtos indutores de resisténcia (fosfito de potassio e extrato
de M. alternifolia), nimero de aplicacfes (plantas tratadas com uma aplicacéo e plantas
tratadas com duas aplicacdes), quatro épocas de coletas foliares (1, 2, 3 e 4 dias apés
inoculacdo do fungo) e plantas-controle.

Com auxilio de um pulverizador manual, as mudas de maracuja foram tratadas
com os produtos indutores de resisténcia, adotando-se um volume de calda de
aproximadamente 50 mL muda®. A primeira aplicacio de ambos os indutores foi
realizada 24 horas antes da inoculagdo do fungo e, em apenas um grupo de plantas, foi
realizada a segunda aplicacdo dos dois indutores de resisténcia, com intervalo de 7 dias
em relacdo a primeira aplicacéo.

Para inoculacdo do patdgeno S. passifloricola, foi preparada uma suspensao de
conidios, conforme descrito anteriormente, na concentragdo de 1,6 x 10° conidios mL™.
Utilizou-se um pulverizador manual para aplicacao da suspenséo e, apos a inoculacao, as

mudas foram mantidas em condicdes de camara Umida.

3.8.3 Avaliacdes

3.8.3.1 Severidade de sintomas da doenga

Para avaliar o efeito dos tratamentos quanto a severidade da doenca em planta de
maracuja, foram utilizados parametros de avaliacdo da severidade da doenca por meio de
escala de notas. A escala foi construida por meio da observacao do avanco da doenca em
folhas de maracujazeiro afetados pelo patdégeno (Figura 5), adotando-se notas de 1 a 5:

1 - Folhas sem sintomas;

2- Folhas com lesGes menores que 2 mm;

3- Folhas com lesGes maiores que a 2 mm com halo amarelado;

4- Folhas com lesBes maiores que 2 mm e amarelecimento;

5- Desfolha.
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As mudas foram avaliadas a partir do surgimento dos primeiros sintomas da
doenca e as demais avaliaces foram realizadas com intervalos de 7 dias, contabilizando

trés avaliacOes de severidade.

Figura 5. Escala de notas da severidade da doenca causada pelo fungo Septoria
passifloricola, em que: 1- Folhas sem sintomas; 2- Folhas com les6es menores que 2 mm;
3- Folhas com lesdes maiores que a 2 mm com halo amarelado; 4- Folhas com lesdes
maiores que 2 mm e amarelecimento; 5- Desfolha.

3.8.3.2 NUmero de folhas

A contagem do numero de folhas foi realizada em cada planta de maracuja para
determinacdo da abscisdo. A primeira contagem foi realizada na implantacdo do
experimento e as demais com intervalos de 7 dias, sempre antes dos tratamentos,

totalizando 4 avalia¢fes durante o periodo do experimento.

3.8.3.3 Caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento

A altura de planta foi determinada utilizando-se régua graduada, posicionada
paralelamente ao caule, medindo-se desde o solo até a gema apical do fuste.

As raizes foram retiradas cuidadosamente e 0 excesso de terra retirado em agua
corrente; posteriormente, com o auxilio de uma régua milimetrada, 0 comprimento foi
mensurado.

A érea foliar total foi determinada com o auxilio de um medidor de area foliar —
Area Meter (LICOR, modelo L1-3100).
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A massa seca de folhas, caule e raizes foi obtida a partir da secagem de cada uma
dessas partes em estufa, com circulacdo forcada de ar, a 70 °C £ 5, até atingir massa

constante, seguida de pesagem em balanga de precisao.

3.8.3.4 Trocas gasosas foliares

Foram avaliads as trocas gasosas em folhas completamente expandidas e maduras,
com um sistema portatil de medicdo de fotossintese, analisador de gases por
infravermelho, Li-6400 XT (LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA). A taxa

fotossintética liquida (PN), conduténcia estomaética (gS), transpiracéo (E), razéo entre as

concentragOes internas e externas de CO> (Ci/Ca) foram medidas sempre das 8h30min as
1

11h30min, sob luz saturante artificial de 1000 umol fétons m? s e concentracio

atmosférica de CO> (Ca) de 390 pmol mol™ (Figura 9).

Figura 6. Avaliacdo de trocas gasosas das plantas de maracuja aos 25 dias ap0Os
inoculacdo do fungo Septoria passifloricola.
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3.8.3.5 Extravasamento de eletrolitos

A permeabilidade das membranas foi determinada por meio do extravasamento
de eletrdlitos. Para isso, coletou-se 10 discos foliares, acondicionando-os em béqueres
contendo 10 mL de &gua destilada. As amostras foram mantidas em repouso por 24 horas,
em temperatura ambiente, e apos esse periodo foram realizadas as primeiras leituras (C1),
utilizando condutivimetro portéatil. Em seguida, colocou-se as amostras em banho maria,
a 80 °C, por 20 minutos, e aferiu-se a condutividade final (C2) apds o resfriamento das
amostras. A permeabilidade relativa foi calculada pela relagéo [C1/(C1 + C2)] x 100]
(Tarhanen et al., 1999).

3.8.3.6 Teores de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos cloroplastidicos, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e
carotenoides (Car), foram determinados em folhas completamente maduras. Discos
foliares de 5 mm de diametro foram coletados (Figura 7 A) e, imediatamente, incubados
em tubos de vidro revestidos com papel aluminio, contendo 4 mL de acetona a 80%
(VIV), por 48 h em temperatura ambiente (Figura 7 B). A absorbancia dos extratos foi
determinada em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os
teores de pigmentos cloroplastidicos, com base nos valores de absorbancia, foram
estimados, utilizando-se das equacdes propostas por Wellburn (1994).
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Figura 7. Corte de discos foliares de maracuja (A) e deposicdo dos discos em frascos
contendo acetona (B) para determinacdo dos teores de pigmentos.

3.8.3.7 Atividade das enzimas peroxidase do guaiacol (GPX) e polifenoloxidase
(PPO)

Foram coletadas amostras de folhas, retiradas do terceiro par folha completamente
expandida e madura que, imediatamente, foram congeladas em nitrogénio liquido,
liofilizadas em equipamento Liofilizador, modelo Enterprise I. Logo apds, as amostras
foram armazenadas em freezer -20 °C (Figura 8 A). As leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro leitor de microplacas, modelo Expert Plus (Figura 8 B).
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Figura 8. Liofilizacdo de amostras de folhas de maracuja para determinacéo enzimatica
(A) e leitura das amostras em equipamento espectrofotdmetro de microplacas.

A atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) foi determinada de acordo com o
método de Pirovani et al. (2008). Foram utilizadas microplacas com 96 pogos, com
capacidade para 280 pL, contendo 140 puL de tampao de reagdo peroxidase 2x [40 mmol
L-1 de guaiacol, H202 a 0.06% e fosfato de sédio (20 mmol L?, pH 6.0) ],139 uL de
tampéo fosfato (50 mmol L, pH 6.0) e 1 pL de extrato enzimatico, previamente diluido.
A varia¢do da absorbancia a 470 nm foi monitorada durante 60 s de reagdo, a 25 °C
(Figura 9).

Para a atividade de polifenoloxidase, determinou-se pela conversdo do catecol em
quinona. Amostras de tecido foliar foram maceradas, homogeneizadas em tampé&o em 2,0
ml de tampéo acetato de s6dio 100 mM, em pH 5,0. Foi utilizado o substrato catecol na
concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampéo fosfato de sodio 100 mM, em pH 6.8.
Foram utilizadas microplacas com 96 pocos e, segundo metodologia de Duangmal e
Apenten (1999), a leitura em espectrofotdmetro (420 nm) foi feita de forma direta, por

um periodo de 2 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Etapas para determinacdo de atividades enzimaticas. Maceracdo das amostras
vegetais na presenca de nitrogénio liquido (A), transferéncia de amostras para tubos
eppendorf (B), centrifugacdo de amostras (C), montagem da microplaca com as amostras
e tampdes de reacdo (D) e leitura em espectrofotdmetro das amostras (E).

3.9 Analise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos & anélise de variancia, utilizando-se o teste
F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias foram comparadas entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5 %.

As analises foram realizadas utilizando-se o sistema computacional SISVAR
(Ferreira, 2011).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacado morfoldégica e molecular do S. passifloricola

Durante o periodo do estudo, foram realizados varios isolamentos e repicagens de
colénias do fungo Septoria passifloricola em aproximadamente 200 placas de Petri. Os
isolados foram obtidos a partir de folhas de maracujazeiro com sintomas caracteristicos
de septoriose (Figura 10A). Com o auxilio de um estereomicroscépio, foi possivel
observar as lesdes causadas pelo fungo nas folhas (Figura 10B), de onde foram retiradas

as estruturas de reproducao do fungo para isolamento e obtencdo das culturas puras.

Figura 10. Sintomas de macha causada pelo fungo Septoria passifloricola em folha de
maracujid (A) e picnidios do Septoria passifloricola presente na lesdo na folha de
maracuja (B).

Quanto ao teste de patogenicidade, todas as plantas inoculadas com suspenséo de
esporos do fungo S. passifloricola apresentaram sintomas, aproximadamente, 15 dias
apos a inoculacdo. A reproducdo dos sintomas nas plantas de maracujé corresponde aos
mesmos sintomas caracteristicos de plantas observadas, que foram infectadas no campo.
Com manchas esparsas, regulares e de forma circular ou levemente angulares, de cor

creme-clara a marrom-clara, bordos marrom-escuros e um halo amarelado, caracteristico
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de manchas de septoriose, no centro das lesGes, foi observada formacdo de picnidios
(Figura 11). Ao final dos testes de patogenicidade, o fungo S. passifloricola foi reisolado,

comprovando a a¢do patogénica em maracujazeiro.

Figura 11. Plantas de maracuja com sintomas de septoriose ap0s inoculagdo com fungo
Septoria passifloricola em teste de patogenicidade.

As estruturas de 100 conidios do fungo S. passifloricola foram medidos em
microscopio de luz, com um aumento de 100 vezes, cujos tamanhos variariam de 13,0-

20,0 um de comprimento, 1,0-1,5 um de largura (Figura 12).
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Figura 12. Conidios do fungo Septoria passifloricola em meio BDA (aumento 100x).

A andlise molecular, realizada a partir da amplificacdo do fator de elongacgéo lalfa
(EF1a) utilizando os iniciadores EF1-728F (Carbone e Kohn, 1999) e EF-2 (O’Donnell
et al., 1998), permitiu identificar o isolado como S. passifloricola. As sequéncias obtidas
foram utilizadas para construcdo de uma arvore filogenética (Figura 13) e, ao comparar
as sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no GenBank, utilizando a
ferramenta BLASTN e editadas, o isolado demonstrou 100% de identidade com outros

isolados de S. passifloricola.
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Figura 13. Arvore filogenética com sequéncia de isolados de Septoria passifloricola
considerando o fator de elongacéo lalfa (EFla).

4.2 Inibicdo do crescimento micelial in vitro do fungo Septoria passifloricola na

presenca de diferentes fungicidas e indutores de resisténcia

A sensibilidade do crescimento micelial dos isolado de S. passifloricola, em
diferentes concentra¢des dos produtos quimicos a base de azoxistrobina + difenoconazol
(AD), tiofanato-metilico (TM), trifloxistrobina + tebuconazol (TT), tebuconazole (TE),
difenoconazol (DI), fosfito de potassio (FP) e extrato de M. alternifolia, estdo

apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Crescimento micelial in vitro do fungo Septoria passifloricola em diferentes
concentracdes dos produtos azoxistrobina + difenoconazol (AD), tiofanato-metilico
(TM), trifloxistrobina + tebuconazol (TT), tebuconazol (TE), difenoconazol (DlI), fosfito
de potassio (FP) e extrato de M. alternifolia (EM).

Houve interacdo significativa de todos os produtos testados e suas respectivas
concentragdes para o crescimento micelial de S. passifloricola. Na analise de regresséo,
foi possivel verificar que, para os tratamentos AD, TM, e FP, houve ajuste linear, com
reducdo de 84, 24 e 66%, respectivamente, dos tratamentos com a maior concentragao
(1000 ppm) em relacdo as testemunhas, para o crescimento micelial do fungo S.
passifloricola (Figura 14 A, B e F).
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Os tratamentos TT, TE, DI e EM se ajustaram ao modelo de regresséo quadratico
para o crescimento micelial do fungo S. passifloricola, com pontos de minimo de 10,43;
9,07; 10,33 e 9, 70 ppm, respectivamente (Figura 14 C, D, E e G).

A média geral de crescimento micelial das testemunhas foi de 5,6 cm. Conforme
as equac0es de regressao, os tratamentos AD, TT, TE, DI e EM se destacaram, devido a
utilizacdo de menores dosagens para a inibicdo de 50% do crescimento micelial do fungo
(ED50) em relacdo a testemunha, sendo considerados, de acordo com escala de Edgington

et al. (1971), medianamente eficientes na reducédo do crescimento micelial (Tabela 2).

Tabela 2 — Equacles de regressdo, valores médios de ED50 (concentracdo suficiente
para inibir 50% do crescimento micelial) e eficiéncia dos produtos, em relacdo ao
crescimento micelial in vitro do fungo Septoria passifloricola na presenca de diferentes
produtos quimicos

Produtos Equacdes de regressao ED50 E!

Azoxistrobina +

Difenoconazol y =-1,0817x + 6,4952 1,64 ME
Tiofanato-metilico y =-0,2319x + 5,7006 11,43 PE
Trifloxistrobina + y=02826x2-2,0446x + 82325 19  ME
Tebuconazol

Tebuconazol y = 0,369x? - 3,3476x + 8,25 1,8 ME

Difenoconazol y =0,2667x2 - 2,7562x + 8,1133 1,92 ME

Fosfito de potassio y =-0,7379x + 6,8394 12,4 PE

Extrato de M. alternifolia y =0,3116x2 - 3,0179x + 8,0617 0,81 AE

'Eficiéncia dos produtos quimicos sobre S. passifloricola. AE (altamente eficiente), ME
(moderadamente eficiente) e PE (pouco eficiente).

As médias para o crescimento micelial, na concentracdo de 10 ppm dos
tratamentos AD, TT, TE, DI e EM, foram de 3,5, 2,15, 1,8, 2,3 e 1,87 cm,
respectivamente. Esses valores representaram, em porcentagem, inibicdo do crescimento
micelial em relacdo a testemunha, 36,36; 61,26; 68,42; 58,04 e 69,75%, para o0 tratamento
fungicida na concentracdo de 10 ppm, para os respectivos tratamentos AD, TT, TE, Dl e
EM (Tabela 3).
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Tabela 3 — Valores médios de percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (1%) de
Septoria passifloricola na presenca de diferentes produtos quimicos

Concentragédo (ppm)

Produtos
1 10 100 500 1000
Azoxistrobina+Difenoconazol 18,18 36,36 65,45 83,64 84,55
Tiofanato-metilico 14,04 12,28 14,04 21,05 23,68
Trifloxistrobina+Tebuconazol 38,74 61,26 85,59 87,39 87,39
Tebuconazol 42,98 68,42 87,72 87,72 87,72
Difenoconazol 35,71 58,04 76,79 81,25 79,46
Fosfito de potassio 9,40 13,68 29,49 44,44 65,81
Extrato de M. alternifolia 64,71 69,75 78,15 81,51 85,71

Para as concentrac@es de 100, 500 e 1000 ppm, as médias de crescimento micelial
com tratamento AD decresceram de 1,9; 0,9 e 0,8 cm, respectivamente. No tratamento
DI, na concentracdo de 500 ppm, obteve-se 0 menor crescimento micelial, com média de
1,05 cm, representando 81,25% de inibicdo. J& os tratamentos TT e TE, a partir da
concentracdo de 100 ppm, ndo houve crescimento micelial, mantendo a média de 0,7 cm
e porcentagem de inibi¢cdo maior que 87%.

O tratamento com EM apresentou os melhores resultados de inibicdo do
crescimento micelial, na menor concentracéo, de 1 ppm, obtendo-se a ED50, em relagéo
a testemunha, com média de 2,1 cm. Ja no tratamento com o FP, a ED50 foi atingida com
concentracdo maior que 500 ppm, sendo que a reducdo do crescimento micelial foi de
43% na concentracdo de 500 ppm em relacdo a testemunha (Tabela 2 e 3).

De acordo com a equacdo de regressdo, o tratamento com o fungicida TM
demonstrou menor eficiéncia nos testes in vitro. No entanto, as médias de crescimento
micelial foram de 5,0, 4,9, 4,9, 4,5 e 4,3 cm, para as concentracfes de 1, 10, 100, 500 e
1000 ppm, respectivamente; sendo que, com a maior concentracdo, de 1000 ppm, a

inibicdo foi de 23,68%, considerada ineficiente, de acordo com os calculos da ED50.
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4.3 Efeito in vivo de diferentes fungicidas e indutores de resisténcia na doenca

causada pelo fungo Septoria passifloricola em maracujé
4.3.1 Severidade

Plantas submetidas a aplicacdo dos fungicidas exibiram notas de severidade
inferiores a testemunha aos 8, 15 e 22 dias apds a inoculagdo do patdgeno (DAI) (Figuras
15 A e 16). Aos 8 DAI, plantas submetidas a aplicacdo dos fungicidas e indutores de
resisténcia ndo exibiram sintomas. Plantas submetidas a aplicacdo de tebuconazol e
difenoconazol ndo exibiram sintomas aos 8 e 15 DAI. No entanto, aos 22 DAI, exibiram
menores notas de severidade de sintomas, quando comparadas aos tratamentos
testemunha, azoxistrobina + difenoconazol e tiofanato-metilico. Além disso, para o
tratamento trifloxistrobina + tebucanozal, a severidade manteve-se inferior a testemunha
e similar aos demais (Figura 15A).

Aos 8, 15 e 22 DAL, plantas submetidas a aplicacdo de fosfito de potassio e extrato
de M. alternifolia exibiram notas de severidade de sintomas inferiores as plantas
testemunhas e valores similares entre si (Figura 15 B).

Aos 22 DAL, plantas testemunhas exibiram nota média de severidade de sintomas
igual a 3, 0 que corresponde a lesdes foliares maiores que a 2 mm com halo amarelado.
Para as plantas submetidas a aplicacdo de difenoconazol, trifloxistrobina + tebuconazol,
tebuconazol e extrato de M. alternifolia, os valores foram de 1,2, 1,5, 15 e 1,7,
respectivamente. Ja plantas tratadas com azoxistrobina + difenoconazol e tiofanato-
metilico registraram nota média de 2 e fosfito de potéassio de 2,1, correspondendo a

ocorréncia lesdes foliares menores que 2 mm.
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Figura 15. Nota de severidade de sintomas exibidos por plantas de maracujazeiro em funcéo
dos tratamentos, aos 8, 15 e 22 dias apds inoculacdo com Septoria passifloricola. Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 16. Nota de severidade de sintomas exibidos por plantas de maracujazeiro em
funcdo dos tratamentos, aos 8, 15 e 22 dias ap0s inoculagdo com Septoria passifloricola.
Médias acompanhadas de asterisco (*) diferem da testemunha, de acordo com o teste de
Tukey (p < 0,05).
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4.3.2 Caracteristicas morfofisioldgicas

Aos 15, 22, 29 e 36 DAL, a aplicacao de difenoconazol propiciou a manutencéo de
maior nimero de folhas, quando comparadas a testemunha (Figura 17 A). Aos 36 DA,
plantas tratadas com tebuconazol também exibiram maior nimero de folhas que a
testemunha e inferior ao tratamento com difenoconazol (Figura 17 A). Nos demais
tratamentos, o nimero de folhas foi igual ou inferior a testemunha. Aos 15, 22, 29 e 36
DALI, plantas submetidas a aplicacdo de fosfito de potassio e extrato de M. alternifolia
exibiram maior numero de folhas que a testemunha e valores similares entre si (Figura
17 B).
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Figura 17. Numero de folhas de plantas de maracujazeiro inoculadas com Septoria
passifloricola em funcdo da aplicacdo de fungicidas (A) e indutores de resisténcia (B).
Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p
<0,05).

Plantas submetidas a aplicacdo dos fungicidas difenoconazol e azoxistrobina +
difenoconazol exibiram os maiores valores de area foliar, quando comparadas aos demais
tratamentos (Figura 18 A). Ja para os indutores de resisténcia, ndo houve diferencas entre

os tratamentos (Figura 18 B).
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Figura 18. Area foliar de plantas de maracujazeiro inoculadas com Septoria
passifloricola em fungéo da aplicagédo de fungicidas (A) e indutores de resisténcia (B).
Testemunha (TES), azoxistrobina + difenoconazol (AD), tiofanato-metilico (TM),
trifloxistrobina + tebuconazol (TT), tebuconazol (TE), difenoconazol (D), fosfito de
potassio (FP) e extrato de M. alternifolia (EM). Médias seguidas de letras iguais nao
diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Em geral, plantas submetidas a aplicacdo de trifloxistrobina + tebuconazol e
tebuconazol exibiram menor altura e comprimento de raiz. Plantas tratadas com
difenoconazol exibiram maior massa seca de raiz, altura e massa seca da parte aérea,
similar as plantas tratadas com azoxistrobina + difenoconazol e superior aos demais
tratamentos (Tabela 4).

A aplicacéo dos indutores de resisténcia ndo afetou as caracteristicas morfoldgicas

e de biomassa da parte aérea e raiz (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeitos de tratamentos sobre altura de plantas, comprimento de raiz, massa
seca de parte aérea e raiz em plantas de maracujazeiro inoculadas com Septoria
passifloricola

Altura de Comprimento  Massa seca da Massa seca da
Tratamentos . ; )
plantas (cm) deraiz (cm)  parte aérea (Q) raiz(g)
Testemunha 2093+135bc 16,64+0,15a 7,01 +0,24 bc 5,68 +0,93b
AZOXISrObINa + oo 100 1 45 an 1639+058a 955+ 1,14 ab 8,30 £ 0,63 b
Difenoconazol
Tiofanato- 3 504 1 30abc 1630+ 0,23a 6,02 +0,30¢ 5,96 + 0,68 b
metilico
Trifloxistrobina 1 50 057 ¢  1208+025b 6,99 + 0,86 be 7.86+0,43 b
+ Tebuconazol
Tebuconazol 15,04+ 0,72 ¢ 11,13+ 0,47 Db 6,85+ 0,72 bc 6,54 +0,37b
Difenoconazol 30,35+356a 18,20+ 1,64 a 10,66 £ 0,25 a 12,18+ 121a
Altura de Comprimento  Massa seca da Massa seca da
Tratamentos . X )
plantas (cm) deraiz (cm)  parte aérea (Q) raiz (g)
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Testemunha 20,93+1,35a 16,64 +0,15a 701+£0,24a 5,68 +0,93a
Fosfito de

potéssio 27,09+360a 17,70+1,56a 744 +102a 5,30+ 0,26 a
Extrato de M.
alternifolia 2794+201a 17,26+0,48a 7,68+0,70a 6,59+0,40 a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

4.3.3 Trocas gasosas foliares

Sob aplicacédo de tiofanato-metilico, as plantas exibiram maior taxa fotossintética
(A), guando comparadas a testemunha, com a aplicacdo de azoxistrobina + difenoconazol,
tebuconazol e difenoconazol similar a aplicacdo de trifloxistrobina + tebuconazol (Figura
19 A). A aplicacdo dos fungicidas azoxistrobina+difenoconazol, tiofanato-metilico,
trifloxistrobina + tebuconazol e tebuconazol afetou 0 comportamento dos estdmatos das
folhas de maracujazeiro, resultando em maior condutancia estomatica (gs), quando
comparadas a testemunha. Para difenoconazol, verificam-se valores de gs iguais, tanto a
testemunha quanto a azoxistrobina + difenoconazol, trifloxistrobina + tebuconazol e
tebuconazol (Figura 19 B). A transpiracdo (E) das plantas submetidas a aplicacdo de
tiofanato-metilico foi similar a dos tratamentos com azoxistrobina + difenoconazol,
trifloxistrobina + tebuconazol e tebuconazol, e maior aos demais tratamentos (Figura 19
C). A razéo entre a concentracdo interna e ambiente de CO2 (Ci/Ca) foi superior em
plantas submetidas a aplicacdo de azoxistrobina + difenoconazol e tebuconazol, quando
comparadas a testemunha. Para o0s demais tratamentos, verificou-se valores

intermediarios (Figura 19 D).
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Figura 19. Fotossintese liquida (A) [A], condutancia estomatica (gs) [B], transpiracéao
(E) [C] e razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO2 (Ci/Ca) [D] em folhas de
maracujazeiro inoculadas com Septoria passifloricola, em funcdo dos tratamentos:
testemunha (TES), azoxistrobina + difenoconazol (AD), tiofanato-metilico (TM),
trifloxistrobina + tebuconazol (TT), tebuconazol (TE), difenoconazol (DI). Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Plantas submetidas a aplicacdo dos indutores de resisténcia exibiram maiores

valores de A, gse E, quando comparadas a testemunha (Figura 20 A B e C). No entanto,

a relagédo Ci/Ca ndo revelou diferengas entre os tratamentos (Figura 20 D).
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Figura 20. Fotossintese liquida (A) [A], conduténcia estomatica (gs) [B], transpiracao
(E) [C] e razéo entre a concentracdo interna e ambiente de CO; (Ci/Ca) [D] em folhas de
maracujazeiro inoculadas com Septoria passifloricola, em fungdo dos tratamentos:
testemunha (TES), fosfito de potassio (FP) e extrato de M. alternifolia (EM). Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

4.3.4 Extravasamento de eletrélitos

A aplicacdo dos fungicidas e dos indutores de resisténcia reduziu o extravasamento
de eletrolitos das plantas infectadas por S. passifloricola, quando comparadas a
testemunha (Figura 21 A e B).
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Figura 21. Extravasamento de eletrélitos (%) em plantas de maracujazeiro inoculadas
por Septoria passifloricola em funcdo da aplicagcéo de fungicidas (A) e indutores de
resisténcia (B). Testemunha (TES), azoxistrobina + difenoconazol (AD), tiofanato-
metilico (TM), trifloxistrobina + tebuconazol (TT), tebuconazol (TE), difenoconazol
(DI), fosfito de potéssio (FP) e extrato de M. alternifolia (EM). Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

59



4.3.5 Teores de pigmentos fotossintéticos

Aos 8 DAL, plantas submetidas a aplicacéo de tiofanato-metilico exibiram teor de
clorofila total similar ao tratamento com azoxistrobina + difenoconazol, sendo superiores
aos demais tratamentos (Figura 22 A). Aos 15, 22 e 29 DAI, ndo houve diferencas entre
0s tratamentos. Ja para as plantas submetidas a aplicacao de fosfito de potéssio e extrato
de M. alternifolia, os teores de clorofila total foram superiores aos da testemunha em
todos os periodos avaliados (Figura 22 B).

Aos 8, 15 e 22 DAL, os teores de carotenoides nas plantas submetidas a aplicagdo
dos fungicidas foram maiores em relacdo as plantas testemunhas. Aos 29 DAI, plantas
submetidas a aplicacao de azoxistrobin + difenoconazol, trifloxistrobina + tebuconazol e
difenoconazol exibiram teores de carotenoides superiores a testemunha. No entanto, 0s
valores dos demais tratamentos foram intermediarios (Figura 22 C).

Para plantas submetidas a aplicacdo de fosfito de potassio, verificou-se que, aos
8 DA, houve maiores teores de carotenoides nas plantas, quando comparadas ao uso de
extrato de M. alternifolia; no entanto, quando comparadas a testemunha, os valores foram
similares. J& aos 29 DA, verificou-se maior teor de carotenoides nas plantas submetidas
a aplicacdo de extrato de M. alternifolia, quando comparadas a testemunha, néo diferindo

do tratamento com fosfito de potassio que exibiu valor intermediario (Figura 22 D).
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Figura 22. Teores de clorofila total (A e B) e carotenoides (C e D) em plantas de
maracujazeiro inoculadas por Septoria passifloricola em funcdo da aplicacdo de
fungicidas e indutores de resisténcia. Médias seguidas de acompanhadas de letras iguais
na mesma coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

4.3.6 Atividade das enzimas peroxidase do guaiacol (GPX) e polifenoloxidase (PPO)

A aplicacdo dos fungicidas, tiofanato-metilico, trifloxistrobina + tebuconazol,
tebuconazol e difenoconozal, propiciou aumento na atividade da GPX, quando
comparadas a testemunha e a aplicacdo de azoxistrobina + difenoconazol, aos 22 e 29
DAI (Figura 23 A). Destaca-se que, em todos os periodos de avaliacdo, a atividade da
GPX foi maior em plantas submetidas & aplicacéo de difenoconazol. A atividade da PPO,
nas plantas submetidas a aplicacdo dos fungicidas, manteve-se inferior ou igual as plantas
testemunhas (Figura 23 B).
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Figura 23. Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) (A) e da polifenoloxidase (PPO)
(B) em folhas de maracujazeiros em fungéo da aplicacdo de fungicidas, aos 0, 8, 15, 22
e 29 dias apos inoculacdo com Septoria passifloricola. Médias seguidas de letras iguais
néo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Plantas submetidas a aplicagdo dos indutores de resisténcia exibiram, ao primeiro
e segundo dia apos aplicacdo (DAA), maior atividade da GPX para o fosfito de potassio,
qguando comparadas a testemunha (Figura 24 A). Aos 3 e 4 DAA, verificou-se maior
atividade nas plantas sob aplicacdo de extrato M. alternifolia, quando comparadas a
testemunha e fosfito. Para atividade da PPO, ndo houve diferencas entre os tratamentos
(Figura 24 B).
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Figura 24. Atividade das enzimas glutationa peroxidade (GPX) (A) e polifenoloxidase
(PPO) (B) em folhas de maracujazeiros inoculadas com Septoria passifloricola em
funcdo dos tratamentos testemunha, fosfito de potassio e extrato de Melaleuca
alternifolia, aos 0, 1, 2, 3 e 4 dias ap6s a primeira aplicacdo. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Aos 1, 2 e 3 dias apds a segunda aplicacdo dos indutores, a atividade da GPX, nas
plantas submetidas a aplicacdo de fosfito e extrato de M. alternifolia, foi inferior ou igual
a testemunha. No entanto, aos 4 DAA, a atividade da GPX foi maior nas plantas
submetidas a aplicacdo dos indutores (Figura 25 A). Para a atividade da PPO, verificou-
se alteracdes aos 3 e 4 DAA. Aos 3 DAA, a atividade da PPO foi maior nas plantas
submetidas a aplicagdo de fosfito, quando comparadas a testemunha; e igual a aplicacéo
de extrato de M. alternifolia que, por sua vez, ndo diferiu da testemunha (Figura 25 B).
Ja aos 4 DAA, verificou-se maior atividade com aplicacdo de fosfito em comparacdo a

testemunha e extrato de M. alternifolia que ndo diferiram entre si.
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Figura 25. Atividade das enzimas glutationa peroxidade (GPX) (A) e polifenoloxidase
(PPO) (B) em folhas de maracujazeiros inoculadas com Septoria passifloricola em
funcdo dos tratamentos testemunha, fosfito de potassio e extrato de Melaleuca
alternifolia, aos 0, 1, 2, 3 e 4 dias apds a segunda aplicacdo. Médias seguidas de letras
iguais nao diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

VariagOes na atividade da GPX e PPO entre a testemunha e os tratamentos, com
fungicidas e indutores de resisténcia no tempo zero, correspondente ao periodo no qual a
aplicacdo ainda ndo havia sido realizada, evidenciando uma variagdo natural na atividade

enzimatica das plantas de maracujazeiro.
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5 DISCUSSAO

As espécies de fungos, pertencentes ao género Septoria, estdo entre os fungos
causadores de manchas foliares mais comuns e difundidos pelo mundo. Nos dltimos 150
anos, mais de dois mil tdxons foram atribuidos ao género (Quaedvlieg et al., 2013).

As caracteristicas morfologicas de espécies de Septoria estdo diretamente
associadas ao seu hospedeiro, podendo apresentar grandes variagdes, principalmente em
relacdo a formacdo morfolégica do comprimento, largura e septacdo dos conidios
(Verkley et al., 2013).

Trés espécies de Septoria sdo capazes de infectar diferentes espécies do género
Passiflora, sendo essas espécies do fungo facilmente distinguidas com base na
morfologia dos seus conidios (Cline, 2006).

No presente estudo, o fungo foi caracterizado morfologicamente através da
medicao dos conidios que variaram de 13,0 a 20,0 um de comprimento e 1,0 a 1,5 um de
largura.

De acordo com Cline (2006), os conidios de S. passifloricola variam de 14,0 a
22,0 um de comprimento ¢ 1,5 a 2,0 um de largura, ou seja, morfologicamente, 0s
conidios medidos no presente estudo se assemelham as medidas relatadas para a espécie
S. passifloricola.

Cline (2006) destaca, ainda, que os conidios da espécie S. passiflorae Syd. variam
de 35,0 a 52,0 um de comprimento e 1,5 a 2,0 um de largura, valores totalmente
diferentes dos relatados para a espécie S. passifloricola, sendo esse um parametro
morfolégico importante para a distingdo de ambas as espécies de Septoria.

Embora essas caracteristicas morfoldgicas estabelecam diferencas entre as
espécies S. passiflorae e S. passifloricola, existe uma discussdo quanto a nomenclatura e
caracterizacdo dessas duas espécies que ocorrem em maracujazeiro, pois ambas ja foram
consideradas homonimos (Punithalingam, 1980).

Em virtude dessa discussao entre as duas espécies homdnimas, a determinagédo
das espécies de Septoria associadas a maracujazeiros pelo mundo é cautelosa. Poucos
estudos foram realizados com objetivo de esclarecer essa discussao. Trujillo et al. (1994)
identificaram um isolado S. passiflorae Syd, com base nas dimensdes de conidios,
proveniente de plantas de Passiflora tripartita var. tripartita, na Colémbia, e testaram a

patogenicidade em sete diferentes espécies de Passiflora, sendo que apenas P.
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tripartita var. tripartita e P. foetida foram suscetiveis, enquanto que P. laurifolia, P.
ligularis, P. suberosa, P. edulis e P. edulis f . flavicarpa néo foram infectadas.

Punithalingam (1980) identificou que S.passifloricola ocorre apenas em
Passiflora brasiliensis (= P. alata), Passiflora edulis, Passiflora macrocarpa, Passiflora
quadrangulares e Passiflora quitensis.

Cline (2006) destaca que relatérios do banco de dados do Systematic Botany of
Mycological Resources, que associam o fungo causador de septoriose em maracujazeiro
a espécie S. passiflorae, podem, na verdade, estarem fazendo referéncia a espécie S.
passifloricola, e que, no Brasil e na Flérida, locais onde a septoriose ocorrem em
P.edulis, o patdgeno, provavelmente, € o S. passifloricola.

Com a atual caracterizacdo morfoldgica, é possivel confirmar que a espécie
causadora de septoriose em P. edulis, no Brasil, é o S. passifloricola. A confirmacao da
espécie foi realizada também através da caracterizacdo molecular, cujas sequéncias
obtidas do fator de elongacdo foram utilizadas para construcdo de uma arvore
filogenética (Figura 4). A partir dessas informac6es depositadas no GenBank e utilizando
a ferramenta BLASTN, foi possivel determinar que o isolado possui 100% de identidade
com outros isolados de S. passifloricola. Essa é a primeira caracterizacdo molecular desse
patégeno no Brasil, reafirmando que a septoriose em P. edulis é da espécie S.
passifloricola.

Feau et al (2006) destacam que existe um padréo evolutivo entre o fungo Septoria
e 0 seu hospedeiro, sendo a determinacdo da espécie fundamental para estabelecer a
relagdo patdgeno-hospedeiro e, a partir disso, definir medidas de controle eficientes, a
fim de diminuir as chances de disseminacdo do patdégeno e danos econémicos para a
cultura.

Nos testes in vitro, realizados para confirmar a acdo fungitdxica de diferentes
fungicidas e produtos indutores de resisténcia, foram estabelecidas inibi¢des do
crescimento micelial do S. passifloricola.

Silva et al. (2006) afirmam que o uso de produtos, como estratégia para diminuir
a possibilidade de estabelecimento do patégeno, é fundamental para evitar e/ou diminuir
0 processo infecioso em tecidos vegetais, assim como diminuir a severidade da doenga.

As estrobirulina, classificadas como fungicidas protetores e curativos, possuem
uma maior sensibilidade para inibicdo do micélio fungico (Balba, 2007), o que pode

justificar o menor crescimento micelial do fungo S. passifloricola.
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O modo de acdo dos inibidores da biossintese de ergosterol, como os tratamentos,
trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e dicofenazol, obteve uma eficiéncia para a
inibicdo do crescimento micelial do S. passifloricola. Esses resultados se justificam, pois
esterdis, como 4,4-dimetil e 4a-metil que possuem radical 14a-metil, promovem a
inativacdo do processo de demetilacdo do lanosterol até compostos intermediarios que
sdo precursores da sintese de esterdis fungicos. Essa auséncia de ergosterol, assim como
0 aumento de compostos intermediarios promovem uma desorganizacdo celular e
formacgéo de membranas alternativas, levando as células fungicas ao colapso (Rodrigues,
2006).

Um estudo com testes in vitro utilizando isolados do fungo Septoria petroselini,
0 agente causal da septoriose da salsa, confirmou maior eficiéncia na inibicdo do
crescimento micelial na presenca de produtos a base de tebuconazol, com um valor
de EC 50 <0,052 mg |1, seguido por azoxistrobina e trifloxistrobina, com valores
de EC 50 de 0,053 e 0,066 mg | 2, respectivamente (Tok, 2008).

Para a cultura do trigo, a mancha de septoriose (Mycosphaerella graminicola) é
uma das doencas foliares mais importantes na Irlanda. Diversos estudos sdo realizados
para testar a sensibilidade de isolados do fungo a diversos fungicidas, com a finalidade
de se evitar uma possivel resisténcia dos patdgenos a ingredientes ativos. Nas safras de
2005, 2008 e 2009, foi testada a sensibilidade dos isolados ao tebuconazol em vérias
concentracdes, mas nenhum isolado obteve valores de EC50 superiores a 10 ppm
(O'Sullivan et al., 2010).

O crescimento micelial do fungo S. passifloricola foi maior nos tratamentos com
tiofanato-metilico, quando comparado com os demais fungicidas, com valor de ED50 de
11,43. Valores elevados de ED50 também foram relatados para a sensibilidade in vitro
do fungo Septoria lycopersici, isolado do tomateiro, na presenca de tiofanato-metilico
(Baldicera et al., 2020). Na Grécia, isolados de Septoria pyricola ndo obtiveram controle
na presenca de benzimidazdis (Papas et al., 2010). Para a cultura do trigo, também foi
relatado ineficiéncia no uso de tiofanato-metilico para controle do Septoria tritici (Lucas
et al., 2015).

A baixa eficiéncia do tiofanato-metilico pode estar associada a resisténcia de
varias espécies de fungos a esse principio ativo (Frac, 2021). O tiofanato-metilico é um
fungicida de acéo sistémica que possui uma alta especificidade com alteracdo no sitio de

acao da 3-tubulina. Nos ultimos anos, a resisténcia de fungicidas tem sido discutida em
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relacdo a muitos patdgenos, sendo esse um motivo de preocupacgdo para espécies de
Septoria em diversas culturas (Estep et al., 2015).

Os ensaios in vitro com o fosfito de potassio demonstraram que o produto possui
acao fungistatica para S. passifloricola, pois o fungo reduziu o crescimento da coldnia,
quando comparado a testemunha, mas ndo cessou completamente o0 seu crescimento em
nenhuma das concentracdes. Boneti e Katsurayama (2005) explicam que o &cido
fosforoso inibe fortemente a acdo fungica em tecidos vegetais, mas possui baixa atividade
in vitro, uma vez que o &cido é extremamente fitotoxico, entretanto, quando neutralizado
por uma base, resulta em um fosfito que apresenta alta atividade fungicida sem risco de
toxidade para a planta.

O extrato de Melaleuca alternifélia contém mais de cem componentes,
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois. A formulagcdo comercial
desse biofungicida contem 23,8% do principio ativo. Em um estudo com isolados de
Pythuim aphanidermatum, o biofungicida foi testado in vitro e mostrou-se menos
eficiente, com altos valores de ED50 (Mihajlovic et al., 2015). Isolados de Alternaria
solani do tomateiro também foram testados in vitro na presenca do extrato de M.
alternifolia e valores relatados de ED50 foram elevados, quando comparados com
fungicidas triazois, também testados neste estudo. No entanto, o autor destaca o efeito
altamente supressor do extrato de M. alternifdlia contra o patdgeno e recomenda 0 uso
como um agente inibidor de sucesso contra o patdgeno da requeima do tomate
(Stepanovic et al., 2015). Resultados de ED50 superiores foram encontrados no presente
estudo para o fungo S. passifloricola. E importante destacar que se trata de um fungo
causador de doencas foliares, assim como a Alternaria solani, 0 que pode justificar o
efeito supressor no crescimento micelial do S. passifloricola.

Entre os estagios do ciclo de vida de um fungo, o crescimento micelial da colénia
indica o potencial de infeccdo, colonizacédo e, consequentemente, o desenvolvimento da
doenca no seu hospedeiro. Portanto, produtos quimicos, que possuem sensibilidade para
inibicdo do crescimento micelial, reduzem a capacidade de infecgdo do patdégeno no
hospedeiro, sendo essa determinacdo importantissima para selecdo de produtos quimicos
eficientes para controle de doencas (Michereff et al., 2005).

Nos testes in vivo, tanto os fungicidas quanto os indutores de resisténcia
reduziram os sintomas ocasionados por S. passifloricola, quando comparados as plantas

testemunhas.
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Aos 22 DAI, plantas submetidas a aplicacdo de difenoconazol e tebuconazol
exibiram as menores notas de sintomas, evidenciando menor severidade da doenga, o que
indica que as plantas tratadas com os fungicidas triazois tiveram menor incidéncia da
acao patogénica do fungo (Figuras 15 e 16). Os triazois difenoconazol e tebuconazol séo
fungicidas de amplo espectro, pertencentes ao grupo dos inibidores da enzima
esterol 14a- desmetilase, que atuam ao nivel da parede celular dos fungos, inibindo a
biossintese do ergosterol e, assim, impactando o estabelecimento do fungo nos tecidos
vegetais (Ziogas e Malandrakis, 2015).

Quanto aos dados de numero de folhas, resultados obtidos para S.passifloricola
evidenciam eficiéncia dos fungicidas na manutencdo do ndmero de folhas,
principalmente para difenoconazol, que exibiu maiores valores, e, portanto, menor
abscisao foliar em relacdo aos demais tratamentos a partir dos 15 DAI. Além disso,
plantas submetidas a aplicacdo de difenoconazol ou azoxistrobina + difenoconazol
exibiram maior &rea foliar (Figuras 17 e 18). Em plantas de tomate, a aplica¢do dos
fungicidas difenoconazol e metconazol propiciou maior eficiéncia na reducdo da
severidade dos sintomas, como a abscicéo foliar, ocasionados por Septoria lycopersici
(Baldicera et al., 2020). A aplicacdo de difenocanazol também ocasionou maior
eficiéncia no controle de Septoria scrophulariae em plantas de Scrophularia (Wang et
al., 2009).

Os tratamentos com produtos indutores de resisténcia, com maior tempo de
contato das plantas com o inéculo do fungo, aos 22 DAI, obtiveram menores notas de
severidade da doenca em relagdo a testemunha. A partir dos 15 DAI, a manutencdo do
namero de folhas também se manteve com os tratamentos com fosfito de potéssio e
extrato de M. alternifolia em relacdo a testemunha. Tais resultados se explicam, pois
embora o fosfito de potéssio seja comercializado, devido ao seu valor nutricional,
também possui agdo antifungica (Havlin; Schlegel, 2021). A acdo antiflngica e
antibacteriana dos fosfitos envolvem efeitos diretos, como inibicdo da esporulagédo
fangica ou reducgdo na taxa de desenvolvimento; e indiretos, por meio da estimulagéo de
mecanismos de defesa da planta (Deliopoulos et al., 2010). J& 0 modo de acéo do extrato
de M. alternifolia envolve a perda da integridade da membrana e inibi¢do da respiragao
celular e do transporte de ions (Carson et al., 2006; Shao et al., 2013). A aplicacéo de

Timorex Gold, um fungicida que tem como principio ativo o extrato de M. alternifolia,
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demonstrou alta eficacia e forte atividade curativa contra a Sigatoka negra na banana e o
oidio em pepino (Reuveni et al., 2020).

Valores reduzidos de altura e comprimento de raiz, verificados nos tratamentos
trifloxistrobina + tebuconazol e tebuconazol, podem ser explicados pelo efeito do
principio ativo dos triazois em plantas (Tabela 4). Os fungicidas triazdis podem inibir o
crescimento de plantas, pois atuam na segunda fase da sintese de giberelina, ou seja, na
oxidacdo do ent-caureno a GA12-aldeido (Pacentchuk et al., 2018). O fornecimento de
triazdis via solo também resultou em retardo de crescimento de plantas de milho (Khalil
et al., 1990) e de tomate (Jakl et al., 2021). Por outro lado, o difenoconazol, que também
é um triazol, teve um efeito positivo no crescimento das plantas de maracujazeiro.

Além de promover um efeito direto contra fungos, fungicidas podem alterar os
varios processos fisioldgicos das plantas. Neste estudo, plantas tratadas com tiofanato-
metilico exibiram taxa fotossintética similar ao tratamento trifloxistrobina + tebuconazol
e superior aos demais tratamentos, o que pode estar relacionado ao efeito similar a
citocinina verificado em benzimidazois e seus derivados (Thomas, 1974) que pode
resultar em retardo da senescéncia das folhas e menor degradacéo das clorofilas (Triphati
et al., 1982). A aplicacdo combinada de fungicidas triazélicos e estrobilurinas também
apresenta efeitos anti-senescentes que tém sido atribuidos aos niveis aumentados de
citocininas e poliaminas, reducdo da formacdo de etileno e aumento da atividade
antioxidante (Wu; Tiedemann, 2001; 2002; Zhang et al., 2010). Os maiores teores de
clorofila total, verificados os 8 DAI nos tratamentos com tiofanato-metilico e
trifloxistrobina + tebuconazol, corroboram essas informagdes (Figura 22).

Os tratamentos com tiofanato-metilico, trifloxistrobina + tebuconazol e
tebuconazol tiveram diferencas significativas em relacdo a testemunha, para o0s
parametros de fotossintese liquida, condutancia estomatica, transpiracdo e razdo entre a
concentracéo interna e externa de CO, indicando que, com os tratamentos, houve uma
maior intensificacdo de trocas gasosas (Figura 19). Em plantas de trigo, a aplicacdo do
inibidor da succinato desidrogenase, isopirazam, em uma mistura com o triazol
epoxiconazol, também aumentou a eficiéncia do PSII e potencializou as trocas gasosas
(Ajigboye et al., 2014). Ja em plantas de feijdo, a aplicacdo dos fungicidas
piraclostrobina, tebuconazole e tebuconazole + trifloxistrobina aumentaram os niveis de

fotossintese, porém n&o alteraram a conduténcia estomatica (Demant; Maringoni, 2012).
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Nos demais tratamentos com fungicidas, a reducéo na fotossintese ndo se deve a
limitacdo de COy, tendo em vista que a relagdo Ci/Ca ndo diferiu em relacdo ao
tratamento com tiofanato-metilico. Dessa forma, esses efeitos podem estar relacionados
a alteragcdes na fase bioquimica da fotossintese. Embora autores relatem um impacto
negativo da aplicacdo de fungicidas na fotossintese das plantas (Petit et al., 2012; Singh;
Sahota, 2018), esses efeitos deletérios, geralmente, sdo verificados apenas sob utilizacdo
de doses acima do recomendado (Junqueira et al., 2021).

A regulacdo positiva das trocas gasosas, sob aplicacdo de fosfato de potassio e
extrato de M. alternifolia, provavelmente, esta relacionada ao aumento nos teores de
clorofila total que contribui para aumentar a captacdo de energia luminosa. Em plantas
de feijoeiro infectadas por Sclerotinia sclerotiorum, a aplicagéo de fosfito de Zn e Cu
regulou positivamente as trocas gasosas e 0s teores de pigmentos fotossintéticos,
reduzindo, consequentemente, danos induzidos pelo fungo ao aparato fotossintético
(Fagundes-Nacarath et al., 2018). A utilizagdo do extrato de M. alternifolia em folhas de
manjericdo também aumentou o teor de clorofila (Fetouh, 2015).

Patdgenos que causam lesdes foliares podem interferir no aparato fotossintético
em funcdo da destruicdo de tecidos, bem como pelas alteracdes produzidas no
metabolismo da area foliar remanescente (Stangarli et al., 2000). Dessa forma, valores
reduzidos de taxa fotossintética, condutancia estomatica e transpiracdo, nas plantas
testemunhas, podem revelar uma resposta a infeccao por S.passifloricola, como relatadas
em outros patossistemas (Fagundes-Nacarath et al., 2018; Novaes et al., 2019).
Possivelmente, a infeccdo pelo fungo ocasionou aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que promove desregulacdo das células-guarda, ocasionando
o fechamento estomatico e limitacGes na gs, e reduzindo, consequentemente, o influxo
de CO2, como evidenciado pela reducdo da relagdo Ci/Ca nas plantas testemunhas, que
resulta em reducdo da taxa fotossintética.

A producdo de EROs é uma resposta comum a infecgdo por patdégenos, nessas
condigdes, 0 aumento da atividade antioxidante, promovida por enzimas e compostos de
baixo peso molecular, como os carotenoides, tem papel crucial para a manutencdo da
integridade celular (Foyer; Noctor, 2013). Caso 0 aumento de EROs néo seja precedido

pelo aumento da defesa antioxidante, ocorrem danos as estruturas celulares.
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O maior extravasamento de eletrolitos nas plantas testemunhas indica que a
integridade da estrutura da membrana celular foi danificada em funcéo da infecgdo por
S.passifloricola. Além disso, essas plantas exibiram menor defesa antioxidante,
evidenciada pelos teores reduzidos de carotenoides e baixa atividade da GPX (Figura 22
e 23). Por outro lado, a aplicacdo dos fungicidas, além de promover a reducdo da
severidade da doenga, aumentou o0s teores de carotenoides, o que contribui para
neutralizacdo das EROs.

Apesar da atividade antioxidante ter sido avaliada apenas em funcdo da GPX e
dos teores de carotenoides, os fungicidas estrobilurinas, triazois e benzimidazois tém
demonstrado potencial para aumentar a atividade antioxidante das plantas (Amaro et al.,
2020; Zhang et al., 2010).

Em todos os periodos avaliados, a atividade da GPX foi maior nas plantas
submetidas a aplicacdo de difenoconazol, o que apoia seu papel na inducéo de respostas
de defesa das plantas de maracuja a septoriose. Nas plantas submetidas a aplicacéo dos
fungicidas, a atividade da PPO se manteve inferior ou igual as plantas testemunhas.
Contudo, a polifenoloxidase é elevada em tecidos infectados e tem grande importancia
para as plantas, com envolvimento nos mecanismos de defesa ou na senescéncia (Agrios,
2005). Dessa forma, a atividade da PPO pode estar mais relacionada a infeccéo flngica,
e ndo é afetada pela aplicacdo dos fungicidas avaliados. Em folhas de seringueira
infectadas por Neopestalotiopsis cubana, Thaochan et al. (2020) verificaram ndo haver
diferencas na atividade da PPO entre plantas-controle e as tratadas com o benzimidazol
e carbendazim.

Apobs a segunda aplicacdo dos indutores de resisténcia, verificou-se aumento na
atividade da GPX, principalmente aos 4 DAA de fosfito de potassio e extrato de M.
alternifélia, e maior atividade da PPO sob aplicacdo de fosfito de potassio. Varios
estudos tém demonstrado que os fosfitos sdo Uteis para o controle de vérias doengas, 0
que se deve tanto ao seu efeito direto no crescimento do patégeno, como a capacidade de
ativar mecanismos de defesa da planta (Burra et al., 2014; Dalio et al., 2014; Liu et al.,
2016; Fagundes-Nacarath et al., 2018). Além do seu efeito antifungico direto (Shao et
al., 2013; Reuveni et al., 2020), componentes do extrato de M. alternifolia estdo
relacionados a inducdo de respostas de defesa das plantas. Em frutos de morango, o
tratamento com extrato de M. alternifolia e com terpinen-4-ol, principal componente do
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extrato, aumentou a atividade de enzimas-chave da via fenilpropanoide e das enzimas
peroxidases e PPO, resultando em aumento de fendlicos totais e lignina (Li et al., 2020,
2021).
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6 CONCLUSOES

De acordo com a caracterizacdo morfologica e molecular, a espécie que causa a
septoriose em Passiflora edulis é a Septoria passifloricola.

Nos testes in vitro, os fungicidas trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e
difenoconazol tiveram inibicdo do crescimento micelial acima de 50% entre a
concentracdo de 1 e 10 ppm, sendo considerados medianamente eficientes. O produto
indutor de resisténcia & base de Melaleuca alternifolia foi considerado altamente
eficiente nos testes in vitro.

Nos testes in vivo, os fungicidas azoxistrobina + difenoconazol, tiofanato-
metilico, trifloxistrobina + tebuconazol, tebuconazol e difenoconazol, e dos indutores de
resisténcia, fosfito de potassio e extrato de Melaleuca alternifolia reduziram a severidade
dos sintomas ocasionados por S. passifloricola.

Os produtos indutores de resisténcia aumentaram os teores de clorofila e
regularam positivamente as trocas gasosas. Os tratamentos com fungicidas aumentaram
0s teores de carotenoides.

Dentre os fungicidas avaliados, o difenoconazol apresentou a maior eficiéncia na
reducdo da severidade dos sintomas causados por S. passifloricola, além disso, promoveu
maior crescimento das plantas, menor abscisdo foliar e aumento na atividade da

peroxidase do guaiacol (GPX).
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