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1. INTRODUCAO

A macieira (Malus x domestica Borkh) destaca-se no cenario nacional pelo
volume e area comercializada. Atualmente, a producéo de macas é uma atividade
consolidada no Brasil com grande importancia sécio-econ6mica no pais. Dentre os
estados produtores no Brasil, destacam-se Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Parand e Sdo Paulo (MELLO, 2006). Um dos fatores que mais compromete o
aumento da producdo desta cultura sdao as chamadas doencas de verdo que
causam podridao de frutos, entre elas a podriddo branca (Botryosphaeria dothidea,
sin. B. berengeriana), a podriddo amarga (Colletotrichum gloeosporioides, C.
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acutatum), e a podridao “olho-de-boi” (Cryptosporiopsis perennans) (VALDEBENITO
SANHUEZA, 2001).

A Mancha Foliar da Glomerela (MFG; sinonimia Mancha Foliar da Gala), foi
observada pela primeira vez em 1983 em pomares de macieira no estado do Parana
1983 (LEITE JUNIOR et al., 1988) e posteriormente se disseminou na regi&o sul do
Brasil atingindo, inclusive, altitudes acima de 1.400 metros (KATSURAYAMA;
BONETI et al., 1999). A MFG ¢é causada principalmente por Colletotricum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc, porém outras espécies do género, entre elas
C. acutatum J.H. Simmonds e Colletotrichum sp., podem estar associadas a
doenca, sendo, contudo, pouco frequentes (BONETI et al., 2002). Longos periodos
de molhamento foliar, alta umidade relativa do ar e temperaturas elevadas séo as
principais condi¢Bes predisponentes a doenca (CRUSIUS et al., 2002; HAMADA,
2005). Desde entdo, a frequéncia da doengca vem aumentando, sendo que
atualmente ocorre em praticamente todas as regides. Devido ao intenso
desfolhamento que provoca, a MFG causa sérios prejuizos e, atualmente representa
uma das principais doencgas de macieira (BONETI et al., 2002). Os sintomas iniciais
da doenca sdo manchas vermelho-arroxeadas, ja visiveis 48h ap6s o inicio da
infec¢c@o, que evoluem para manchas necroticas com formato irregular. As folhas
lesionadas amarelecem e caem precocemente, entre oito a dez dias apds o
aparecimento dos primeiros sintomas em temperaturas acima de 20°C (CRUSIUS et
al., 2002).

Nas doencas que se manifestam em pos-colheita e causam maiores perdas
de macas no Brasil se inclui a podriddo olho-de-boi cujo agente causal foi
identificado como Cryptosporiopsis perennans/Pezicula malicorticis) (VALDEBENITO
SANHUEZA et al., 2004). A presenca deste patdgeno foi documentada somente em
1996. Entretanto, supfe-se que o fungo tenha se estabelecido no pais com
antecedéncia a constatacdo visto que ele tem sido isolado de cancros antigos de
macieiras com mais de 20 anos. Contudo, é provavel que de igual forma que outras
regides do mundo que registraram a presenca desta doenga em pomaceas, outras
espécies de Cryptosporiopsis ocorram no pais. Isto somente podera ser definido em
levantamentos mais abrangentes que os feitos até o presente. A podriddo olho-de-
boi nas magds é marrom-clara com o centro amarelo-palido, de forma mais ou
menos circular, as vezes com margens marrom-escuras ou avermelhadas,
deprimida, de textura firme e desenvolvimento lento. Internamente, os tecidos séo de
cor marrom amarelado e firme. Sintomas da doenca sdo observados ao redor de
lenticelas e ferimentos, na cavidade peduncular e calicinar e ao redor dos carpelos.

Esta doenca foi relatada em macds nos USA em 1890 e ocorre em USA
Europa e Asia e no Chile. O nome comum deste sintoma tem sido modificado com o
tempo e local de detecgdo da moléstia. Assim, inicialmente, foi conhecida como
“podriddo amarga” e a seguir como podriddo do tipo “alvo de tiro”, “podridao por
"Gloeosporium™ e, no presente, como podriddo olho-de-boi, pela semelhanca do
alvo com o olho do boi. A etiologia da podriddo olho-de-boi tem sido bastante
discutida e, nos anamorfos citados se encontram espécies dos géneros

Gloeosporium e Cryptosporiopsis e nos teleomorfos, inicialmente as espécies foram
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incluidas no género Neofabraea, posteriormente no género Pezicula e mais
recentemente, novamente colocadas no género Neofabraea. Ao analisar os dados
taxondmicos publicados, Ogawa e English (1991), concluiram que C. perennans
seria 0 anamorfo de P. malicorticis. Posteriormente, estudos morfolégicos e
fisiolégicos de Cryptosporiopsis publicados por Dugan et al. (1993) concluiram que
as duas espécies de Cryptosporiopsis descritas na literatura, C curvispora e C.
perennans, ndo tinham diferencas consistentes, e deveriam ser consideradas
sinbnimos. Este critério foi adotado para a descrigdo do patdgeno no Brasil

A primeira constata¢do da podridao “olho-de-boi” no Brasil ocorreu nos ciclos
vegetativos de 1995 e 1996 em magcéds das cultivares Fuji e Golden Delicious,
colhidas em pomares dos municipios de Tainhas, Caxias do Sul, Vila Oliva e Vacaria
no Rio Grande do Sul e em Fraiburgo, Santa Catarina (VALDEBENITO SANHUEZA,
2001). A podridao “olho-de-boi” destaca-se atualmente como uma das principais
doencas poés-colheita na cultura da maca, ocorrendo em todas as regides produtoras
do Brasil, causando perdas que variam entre 13 e 16% do total dos frutos de refugo.

O agente causal da podridéo “olho-de-boi” foi identificado em 1996 no Brasil
como Cryptosporiopsis perennans (Zeller e Childs) e sua posi¢cdo taxondmica foi
confirmada no Instituto de Micologia da Holanda (CBS), mas sup8e-se que o fungo
tenha se estabelecido no pais com antecedéncia a constatacdo, visto que ele tem
sido isolado de cancros antigos de macieira com mais de 20 anos (VALDEBENITO
SANHUEZA et al., 2004). E provavel que de igual forma que outras regides do
mundo que registraram a presenca desta doenga em pomaceas, outras espécies de
Cryptosporiopsis ocorram no Brasil. Esta doenca também ocorre na Europa, Asia,
Chile, EUA, porém o nome comum da doenga tem sido modificado com o tempo e o
local de detecgdo da moléstia (VERKLEY, 1999).

O tema “Caracterizacdo e controle das doencas de verdo”, para a cultura da
macieira, neste Projeto, foi tratado em oito experimentos, os quais séo apresentados
e detalhados a sequir.

Comparacdo do método Elisa com dois métodos de coleta de conidios de
Colletotrichum gloeosporiodes em Vacaria, RS

Estudos do processo de infeccdo desta doenca mostraram que o periodo
latente € muito curto e os sintomas podem surgir até 48h apds o inicio da infecgdo. A
doenca afeta apenas as cultivares de macieiras descendentes da ‘Golden Delicious’.
Desta maneira, a ‘Gala’, uma das principais cultivares plantadas no sul do Brasil,
apresenta alta suscetibilidade, enquanto a ‘Fuji’, outra cultivar importante, ndo é
afetada (BONETI et al., 2002).

A pulverizacdo das macieiras com fungicidas com acdo preventiva, repetida
em intervalos de dez dias sempre que houver acimulo de 30 mm ou mais de chuva,
contando a partir da ultima pulverizacdo, € o método mais utilizado para o controle
da MFG, porém, ndo é muito eficiente quando a pressdo de inoculo é muito alta
(BONETI et al., 2002). Sistemas da Alerta para a doenca estdo disponiveis para a
regido de S&o Joaquim (SC) e em Vacaria (RS) pelo sistema SISALERT-MACA, mas
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as vantagens destes sistemas sdo reduzidas pelo fato de ndo se contar com
produtos com acgéo curativa e pala falta de métodos para detecc¢éo do patégeno.

Estudos de deteccdo de propagulos de patégenos que se disseminam pela
agua tém sido feitos por diversos autores. Pusey (1989) e Fitzel e Peak (2008)
descrevem o uso de coletores de agua que chuva que escorre pelos ramos de
plantas frutiferas para monitoramento do patégeno. Este experimento teve por
objetivo estudar, comparativamente, o sistema Elisa (comercializado para detec¢éo
de Colletotrichum) e a coleta de agua de chuva e lavagem de folhas para monitorar
a presenca do patégeno nos pomares.

Comparacédo de modelos de previsdo da mancha da gala.

O emprego de taticas de resisténcia, no controle da doenca é ainda
inexistente de modo que o uso de fungicidas, a intervalos maximos de 10 dias se faz
necessario. Estratégias de controle de doencas dentro da agricultura de preciséo
sdo verificadas na adogéo de sistemas de alerta, j& adotadas em diversas culturas
em paises desenvolvidos e que recentemente experimenta impulso no Brasil
(BERTON; MELZER, 1989; MACHARDY, 1996). Sistemas de previsdo auxiliam os
agricultores na tomada de decisdo, uma vez que indicam os periodos de condi¢des
favordveis ao desenvolvimento das doencas e, assim, 0s momentos mais
apropriados para a realizacdo das pulveriza¢des. Simulagbes em laboratério e casa-
de-vegetacdo permitem selecionar varidveis meteoroldgicas simples e de facil
obtengdo como temperatura do ar, precipitagdo, periodo de molhamento foliar,
umidade relativa, insola¢do, entre outras, na construcdo de um modelo, este,
normalmente uma equag¢do matematica (ZADOCKS; SCHEIN, 1979).

Face & necessidade de um controle racional da Mancha Foliar da Gala, na
regido do Alto Vale do Rio do Peixe alguns métodos de alerta para a Mancha da
Gala foram avaliados (BECKER et al., 2004), necessitando de um estudo mais
aprimorado da viabilizagdo destes, com transmissdo de dados teletransmitidos de
maneira a agilizar o processo de tomada de decisdo do momento adequado a
protecdo da cultura com fungicidas.

Caracterizacéo do efeito dos fosfitos e de indutores de resisténcia sobre
a MFG

A pulverizac@o das macieiras com fungicidas com agéo preventiva repetidos
em intervalos de dez dias, sempre que houver acimulo de 30 mm ou mais de chuva,
contando a partir da Gltima pulverizagédo € o método mais utilizado para o controle da
MFG, porém, ndo sdo muito eficientes quando a pressédo de inoculo é muito alta
(BONETI et al., 2002). Sistemas da Alerta para a doenca estédo disponiveis para a
regido de S&o Joaquim, pela CIDASC, e de Vacaria, pelo sistema Sisalert-maca,
mas as vantagens destes sistemas sado restritas pelo fato de ndo se contar com
produtos com acgéo curativa. Por ndo se conhecer fungicidas com acéo curativa,
recomenda-se que os tratamentos sejam efetuados preventivamente, no mais tardar
a partir da constatacdo das primeiras lesdes. Dentro do contexto do manejo
integrado e baixa pressédo de indculo, fertilizantes a base de fosfitos vém sendo
empregados no controle de doencas de plantas frutiferas como o oidio (GEELEN,
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1999), e a sarna (BONETI; KATSURAYAMA, 2005) em macieira e a podriddo do pé
em mamoeiro (DIANESE et al., 2007). Segundo Cohen e Coffey (1986), os fosfitos
tem acidez caracteristica, ja que o ion fosfito (HP032') € oriundo do acido fosforoso
(HsPOg3), sdo compostos ndo fitotdxicos e apresentam alta atividade fungicida na
planta. O fosfito é translocado sistematicamente na planta via floema e xilema,
sendo que sua absorcao pela planta € via floema através da associagdo deste com
fotoassimilados. Ele é uma forma ndo metabolizavel de fésforo que é absorvida
rapidamente pelas folhas, podendo permanecer e acumular na planta por até 150
dias (GUEST; GRANT, 1991; MALUSA; TOSI, 2005).

Existem controvérsias sobre o modo de agéo dos fosfitos sobre doengas de
plantas. Foi relatado que eles podem atuar diretamente sobre o patégeno (FENN;
COFFEY,1984) e/ou pela inducdo de resisténcia (SAINDRENANT et al., 1988).
Recentemente em trabalhos com macieira, Aradjo et al. (2008) mostraram o efeito
curativo de 24 com fosfito de potassio O0-40-20 (3 pL/mL), e reduziram em 90 %
na severidade da doenca, em relacdo a testemunha. Ja aplicacdes preventivas do
produto aos 6 ou 3 dias antes da inoculacdo, ndo diminuiram a severidade da
doenca. Boneti e Katsurayama (2005) avaliaram fosfitos de potassio no controle da
sarna (Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter), em condi¢des de casa-de-vegetacao,
e obtiveram controle dessa doenca quando com o produto foi pulverizado 7 dias
antes da inoculagdo. A indugdo de resisténcia € um método moderno na protecéo de
plantas e mostra-se uma alternativa menos agressiva a saude humana e ao
equilibrio de agroecossistemas. Entre os indutores, polissacarideos obtidos de algas
marinhas, tal como a ulvana tem demonstrado potencial para elicitar respostas de
defesa em plantas, em particular & MFG em macieira com pulverizacdes seis dias
antes da inoculacdo com C. gloeosporiodes em casa-de-vegetacdo (ARAUJO et al.,
2008).

Ha relatos de campo e da literatura (BRACKMAN et al., 2005; DIANESE et
al., 2007; SONEGO et al., 2003), formulacées de fosfitos comercializados podem
apresentar eficiéncia diferente no controle de doencgas. Apesar disso e do seu uso
intensivo na pomicultura brasileira, inexiste atualmente uma avaliacdo da eficiéncia
de fosfitos no controle da MFG. Desta forma, o objetivo deste experimento foi avaliar
0s mecanismos de acgdo dos fosfitos e do polissacarideo algal ulvana.

Sobrevivéncia, fisiologia e variabilidade de isolados de
Cryptosporiopsis sp. associados a doenga olho-de-boi em macieira

A etiologia da podriddo “olho-de-boi” tem sido bastante discutida. Nos
anamorfos citados, se encontram espécies do género Gloeosporium e
Cryptosporiopsis e nos teleomorfos as espécies foram incluidas no género
Neofabraea, posteriormente no género Pezicula, e mais recentemente colocadas
novamente no género Neofabraea (JONG et al., 2001 apud MAFFIOLETTI, 2007).
Quatro espécies do género Neofabraea sdo conhecidas como causadoras da
podridao “olho-de-boi” em macés: N.malicorticis (Jacks), N.perennans (Kienholz), N.
alba (Guthrie) e Neofabraea sp. nov, esta determinada por Jong et al. (2001 apud
HENRIQUEZ et al., 2004).
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Neofabraea malicorticis  (Cryptosporiopsis curvispora) € encontrada
principalmente em areas Umidas do Noroeste do Pacifico e causa o cancro
antracnose em macieira. A leste do Pacifico se encontra Neofabraea perennans
(Cryptosporiopsis perennans), causando o cancro perene da macieira. Neofabraea
alba (Phlytema vagabunda) tem sido documentada na América do Norte, Europa,
Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia causando podrid&o “olho-de-boi” em magas.
Ja a nova espécie, Neofabraea sp. nov. é representada por isolados da Nova Escdcia,
Canada e Portugal (VERKLEY, 1999; HENRIQUEZ et al., 2004; GARIEPY et al.,
2005).

N. malicorticis e N. perennans sdo consideradas uma Unica espécie na Europa,
enquanto que na América do Norte sdo consideradas espécies distintas (HENRIQUEZ
et al., 2004). Morfologicamente, N. malicorticis produz macroconidios e microconidios
curvados ou em forma de virgula, jA N. perennans produz macroconidios e
microconidios retos ou levemente curvados. Em &reas onde se encontra N.
malicorticis e N. perennans juntas, isolados com conidios de tamanho intermediéario e
morfologia entre as duas espécies sdo ocasionalmente encontrados (GARIEPY et al.,
2005). Apenas macroconidios curvados sao produzidos por N. alba. A nova espécie,
Neofabraea sp.nov produz microconidios e macroconidios semelhantes aos da N.
perennans (HENRIQUEZ et al., 2004).

Diferengas morfologicas entre os patégenos que causam a podriddo “olho-de-
boi” em macéa sdo sutis e muitas vezes coincidem, dificultando a correta identificacéo
do agente causal (HENRIQUEZ et al., 2004). Porém, espécies causadoras da
podridao “olho-de-boi” sédo tradicionalmente diferenciadas com base em caracteres
morfologicos e fisiolégicos. Caracteristicas como coloracdo e aspecto de colbnias,
dimensdes e septagdo de conidios, formagdo de cancros e viruléncia de isolados tém
sido usadas para diferenciar espécies morfologicamente préximas como Neofabraea
malicorticis e N.perennans (DUGAN et al.,, 1993; GARIEPY et al., 2005). Outras
caracteristicas fisiolégicas como susceptibilidade a temperaturas e atividade
enzimatica em substratos soélidos especificos também sdo usadas no processo de
identificacdo de novas espécies. Em particular, a atividade enzimatica demonstra a
maior ou menor capacidade de fungos em produzir enzimas como lipases, proteases,
amilases, entre outras. Este € um método simples para diferenciar espécies ou
caracterizar isolados de uma mesma espécie. A andlise da produgdo enzimatica de
fungos em meio solido proposta por Hankin e Anagnostakis (1975) é considerado um
método simples e rapido para a identificacdo de variantes genéticas em uma
populagdo, pela presengca ou auséncia de enzimas especificas, havendo a
possibilidade de associacao entre a producédo de enzimas extracelulares do patégeno
e seu grau de viruléncia com o hospedeiro (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

O objetivo deste experimento foi caracterizar morfo-fisiologicamente onze
isolados de Cryptosporiopsis spp através da caracteristica morfoldgicas das culturas
crescidas em diferentes meios, morfologia e dimensbes (relagdo
comprimento/largura) dos conidios, sensibilidades a temperaturas (4, 5, 30 e 31°C),
atividade enzimatica, patogenicidade em frutos sadios e inducdo da formacédo de
cancros para obtencéo da fase sexuada de apotécio do fungo.
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Etiologia e caracterizagdo da infeccdo das macéds por Cryptosporiopsis
perennans

Devido ao longo periodo de incubagdo da doenca, resultante de infecgdes
latentes iniciadas em qualquer fase de desenvolvimento dos frutos (EDNEY et al.,
1960), as estratégias de manejo da POB séo enfocadas na aplicacdo de fungicidas
no periodo final de maturacdo dos frutos (BRYK, 2001; HENRIQUEZ et al., 2008).
Para essa situagdo, o uso de fungicidas deve visar a reducdo da densidade de
inoculo na superficie dos frutos nos periodos de maior risco de infeccdes
(SPENCER; WILKINSON, 1958). Apesar da protegdo com fungicidas, fracassos no
controle dessa doenga sdo recorrentes, principalmente em anos com ambiente ou
fonte de inoculo favoraveis a epidemia (HENRIQUEZ et al., 2008). Assim,
tratamentos erradicantes na fase de dorméncia das plantas visando a reducéo do
inoculo podem ser uma préatica importante uma vez que a poda seletiva para a
eliminacdo de ramos doentes € de dificil execucdo devido a grande demanda de
ma&o-de-obra e tempo (LALANCETTE; ROBISON, 2002). Para a POB, os relatos de
tratamentos de inverno na literatura limitam-se ao uso de fungicidas mercuriais ou a
base de arsénio, ndo registrados para a cultura da macieira no sul do Brasil, ou em
relatos de experimentos com infec¢des induzidas por inoculagéo artificial restringindo
as analises a producdo de esporos, sem a quantificagdo de danos (EDNEY et al.,
1960; HENRIQUEZ et al., 2006). Apesar do consenso quanto & importancia da
populacdo epifita na superficie dos frutos no desenvolvimento de podriddes,
especificamente aquelas com periodo latente (EMERY et al., 2000), ndo ha, até
onde se conhece relatos da quantificacdo da populagdo de Cryptosporiopsis sp.
nessas condigbes e 0 impacto de sua reducgdo, por tratamentos erradicantes, no
controle da doenga.

O objetivo deste experimento foi determinar um meio seletivo para C.
perennans, avaliar estratégias de manejo da POB com base no controle do inoculo
inicial utilizando diferentes fungicidas com efeito erradicante que visam a reducéo do
risco e aumento da eficiéncia do controle da doenga em pomares tratados, bem
como avaliar o potencial de uso de sais de fosfitos para o controle da podrid&do olho-
de-boi, bem como estudar o seu modo de acdo no patdégeno e sua influéncia na
atividade enzimatica em macas inoculadas artificialmente.

Analise por microscopia de varredura do processo de infeccdo das
magcas por Cryptosporiopsis perennans

A utilizacdo da técnica de microscopia de varredura para conhecer e
documentar as caracteristicas da relacdo patdégeno-hospedeiro é uma das
demandas para criar novas estratégias de controle dos patdgenos. Para analises de
frutos colonizados por fungos fitopatogénicos, varios métodos de preparacdo de
amostras sdo descritos na literatura, os quais apresentam eficiéncia para
visualizagdo de materiais biolégicos (HAYAT, 1972; SILVEIRA, 1989). Entretanto,
devido a condicdo natural hidratada, todas as amostras bioldgicas apresentam
relativa complexidade de processamento. O objetivo deste experimento foi
caracterizar a colonizacdo da epiderme de mag¢d por C. perennans utilizando

microscopia de varredura, presentes na superficie de magas inoculadas.
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Avaliacdo do efeito de protetores solares

As frutas mais suscetiveis ao dano de sol sdo aquelas que se encontram na
periferia da planta, localizadas em ramos fracos e muito longos, que logo se curvam
devido ao seu préprio peso (YURI et al., 2000a; YURI, 2001). Os frutos que se
desenvolvem na sombra ou com luz indireta sdo mais suscetiveis a queimadura de
sol quanto mais tarde sdo expostos a radiagdo solar em periodos de alta
temperatura, comparados com aqueles que recebem radiagdo solar durante todo
seu crescimento. Estes Ultimos sdo capazes de gerar um mecanismo de resisténcia
ao dano relacionado com proteinas do citoplasma (YURI et al., 2000a e b; YURI,
2001; PISKOLCZI et al., 2004). A fruta vai perdendo a capacidade de resistir a altas
temperaturas na medida que se aproxima da maturagéo de colheita, isto pode dever-
se a um problema metabdlico préprio da mesma ou da menor possibilidade que tem
de dissipar calor, dado que a relagdo superficie/volume da fruta diminui
consideravelmente a partir de dezembro (YURI, 2001).

Este experimento teve como objetivos: a) Avaliar durante a temporada de
2007/2008 o efeito das aplica¢des do produto RAYNOX® na pré-colheita, de carater
preventivo, em macas das cultivares Fuji e Pink Lady® na incidéncia e severidade do
dano de sol, na qualidade da fruta e comportamento pos-colheita; b) Verificar de que
forma a radiacdo que chega ao fruto influencia na queima, e em qual momento
ocorre o dano de sol e, se for possivel integrar ao Sistema de Alerta (SISALERT); c)
Avaliar o efeito do tratamento RAYNOX® sobre duas doencas de verdo da magca:
Cryptosporiopsis perennans e Botryosphaeria dothidea.

Avaliacdo do efeito da temperatura e periodo de molhamento foliar na
severidade da Mancha Foliar da Gala (MFG).

A Mancha Foliar da Gala é uma doenca da macieira tipicamente brasileira.
Sob temperatura elevada, acima de 20°C, o sintoma nas folhas surge 45 h apés a
inoculagcdo, na forma de manchas difusas de cor marrom. As folhas infectadas
podem ficar inteiramente marrons e cair por desidratacdo (temperatura elevada), ou
amarelecer e cair em seguida (temperatura amena). Nos frutos, as lesdes sdo
deprimidas, circulares, de 1 a 2 mm de diametro, de cor marrom-clara a marrom-
escura. Além disso, o periodo de incubacdo é mais longo, de 4 a 5 dias. O sistema
de controle da MFG atualmente em uso consiste na aplicacdo preventiva de
fungicidas de contato, a partir do final da floracdo da macieira (outubro) até o
periodo pés-colheita da magd (margo). Isto resulta em grande numero de
pulverizac¢des, principalmente de fungicidas do grupo dos ditiocarbamatos.

Alguns estudos foram realizados visando o desenvolvimento de um modelo
de previsdo desta doenca. O modelo (empirico) descrito por Bleicher et al. (1995)
relaciona a epidemia da MFG a ocorréncia de temperatura = 18°C e periodo de
molhamento foliar (PMF) = 14 horas ou 10 h ou mais de UR = 90% quando, entdo
seria considerado um dia favoravel (DF). E o controle seria recomendado quando
ocorrerem 4 ou mais DF nos ultimos 10 dias. Katsurayama et al. (2000), com os
dados meteorolégicos coletados nas principais regides pomicolas de Santa Catarina,
desenvolveram um modelo (empirico) de previsdo e controle da MG baseado na
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ocorréncia de 3 ou mais dias consecutivos de chuva, temperatura 215°C e PMF 210
h. Becker et al. (2004), ap6s 4 anos de ensaios de campo, concluiram que o modelo
desenvolvido por Katsurayama et al. (2000) é mais eficiente que o sistema
convencional de tratamento fitossanitario, pois permite uma reducéo significativa no
namero de pulverizagdes, sem prejuizo do nivel de controle da doenca ou da
gualidade da maga. Mais recentemente, Becker (2007) comparando varios modelos
de previsdo concluiu que o modelo de Fitzell (FITZELL et al., 1984) é mais eficiente
gue o modelo acima na redugao da doenca nas folhas e frutos. Entretanto, 0 modelo
de Fitzell aumentou em 50% o namero de pulverizacdes.

Mais tarde, Katsurayama e Boneti (2006) ajustaram o modelo empirico acima
para contemplar as temperaturas <15°C, bem como os PMF 220 h/dia e, com isso,
caracterizar mais precisamente os periodos criticos da doenga. No novo modelo, o
valor diario de severidade (VDS) passou de O ou 1 para valores entre 0 e 2, em
escala de 0,5 unidade, e a recomendacdo de controle quando a SVDS dos 3 dias
consecutivos atingir 2,5 unidades. Crusius et al. (2002) desenvolveram, em ensaios
em condi¢des controladas, um modelo para previsdo da MG baseado na interagao
entre a temperatura e o periodo de molhamento foliar na severidade da MG (modelo
indutivo). Trabalhos subsequentes indicaram a necessidade de ajustar este modelo,
tanto para PMF menores que 12 h, quanto para temperaturas inferiores a 14°C.

Este experimento teve como objetivo contribuir para o aperfeicoamento do
modelo de previsdo da MG através da quantificagdo em condi¢Bes controladas do
efeito da temperatura e periodo de molhamento foliar na severidade da MFG
(modelo indutivo).

2. METODOLOGIA

Experimento 1: Comparagdo do método Elisa com dois métodos de
coleta de conidios de Colletotrichum gloeosporiodes
em Vacaria, RS

1.1. Avaliagdo do Kit Adgen Identikit para Colletotrichum sp

Folhas da cultivar Maxi Gala foram inoculadas por aspersdo com suspensdes
de conidios do isolado CNPUV/Va de C. gloeosporioides, obtido pela raspagem de
uma colénia do fungo cultivada em meio BDA por 20 dias. O fungo foi isolado de
uma magca proveniente de S&o Joaquim, SC. Na inoculagéo foi utilizado um volume
de 4 ml por folha/planta. Apos a inoculacdo as folhas foram coletadas assim que
secas. O tempo de inoculacdo e coleta das folhas foi de aproximadamente de 45
minutos. Para o teste ELISA, seguiu-se o protocolo proposto pelo fabricante. As
amostras foram consideradas positivas quando se observou absorbancia duas vezes
superior ao controle negativo.
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1.2. Deteccdo de propagulos que colonizam gemas, segmentos de
ramos, flores e frutos.

O estudo foi conduzido em uma area de macieiras ‘Pink Lady® com histérico
de infeccdo da mancha foliar da Gala. As estruturas foram colocadas em uma
solugdo de 4gua esterilizada (AE) e Tween 80 0,001%, expostas ao ultra-som por 30
segundos e a suspensdo agitada e amostras transferidas para placas de Petri
contendo o meio BDA Acidificado. As placas foram incubadas por cinco dias a
temperatura de 22 °C e fotoperiodo de 12 horas. Na avaliagdo contou-se o nimero
de colbnias de C. gloeosporioides em cada placa seguindo da identificagdo com
auxilio de microscopia.

1.3. Determinacdo do patégeno na agua de chuva que escorre nas
macieiras

Coletores de &gua de chuva foram desenvolvidos com garrafas abertas na
base e colocadas invertidas abracando os troncos das macieiras de forma a coletar
a agua escorrida da parte aérea das plantas. A partir de outubro de 2007,
quinzenalmente, foi coletada a &gua dos coletores. A suspensdo foi agitada e
amostras transferidas para placas de Petri contendo o meio BDA acidificado e em
meio semi-seletivo. Incubaram-se as placas por cinco dias a temperatura de 22 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Na avaliacdo, contou-se o nimero de colbnias de C.
gloeosporioides em cada placa, seguindo da identificagdo com auxilio de
microscopia. A seguir, foram instalados quatro coletores de &gua de chuva no
periodo de setembro de 2008 a fevereiro de 2009, onde foram feitas coletas
quinzenais e preparada cultura de amostras. Nas coletas de 4gua das garrafas foi
observada a ocorréncia de sintomas nas plantas dos coletores e nas duas plantas
vizinhas.

Experimento 2: Comparacdo de modelos de previsdo da Mancha
Foliar da Gala

O experimento foi conduzido em pomar de Royal Gala/M9/Maruba (quatro
anos), no espagamento de 1,5m x 3,5m. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com seis tratamentos e quatro repeticbes e a parcela
formada por nove plantas, com &rea util de cinco plantas centrais. A avaliagcdo do
progresso da doenca foi feita nas cinco plantas e em quatro ramos (opostos) por
planta a cada sete dias a partir da brotagdo das folhas e nos frutos por ocasido da
colheita destes. Os seguintes modelos foram avaliados:

1) Modelo Australiano (FITZELL et al., 1984): [Y=-16,114+1,120T-0,0225T2
+1,0862 Int]; (PMF)

2) Modelo Z(VSD + cMFG) 7dias, iniciado com chuva =22mm (BECKER, 2007)
3) Modelo EECd (BECKER; MONDARDO, 2004)

[Y=60,92 / 1+(16,2859*(exp(-0,2449*M))) x 0,9698*(((Tm-15)*-
0,00524)*((34,01-Tm)*-0,2515))]; (PMF)
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4) Modelo VSD=13 (PMF)
5) 2 PC iniciado com chuva 22mm (modelo padrao); (PMF)

6) Testemunha controle padrdo 7/7 dias

Observacdes:

1) T; Tm= temperatura média no periodo de molhamento. t ; M= periodo
de molhamento (horas com pmf)

2) Periodos de molhamento separados por tempo < 6 horas com UR
>65% serdo combinados.

3) O fungicida ndo seréa reaplicado se o periodo critico ocorrer no prazo
de sete dias da Ultima pulverizagédo.

4) Restabelecer a pulverizacdo se no prazo de 7 dias da ultima
pulverizagdo o somatério da precipitagéo (chuva) for = 30mm.

5) Pulverizacdo, com aparelho costal motorizado, marca Maruyama, com
caneta de trés bicos modelo Yamaho HV-3.

6) Auvaliar o inicio da primeira lesdo com 3, 5 e 7 dias ap0ds cada PC.

7) Pulverizacdo adicional no controle da sarna (dodine) e de insetos
(fenitrothion; methidathion) quando necessaria e na dosagem
recomendada pela CTPIM.

Para a pulverizacéo do ciclo 2007/08 foi utilizado o fungicida metiram 70%
(300g pc/hl) de acordo com a ocorréncia de periodos criticos para cada um dos
cinco sistemas de alerta comparados ao sistema de calendario. O volume de
calda/ha foi crescente (500-1000L) conforme o enfolhamento da planta. Para a
pulverizagdo do ciclo 2008/09 foi utilizado o fungicida mancozeb 80% (Manzate 240g
pc/hl) de acordo com a ocorréncia de periodos criticos para cada um dos cinco
sistemas de alerta comparados ao sistema de calendario. O volume de calda/ha foi o
de ponto de escorrimento conforme o enfolhamento da planta.

No periodo de dorméncia das plantas foi executada as atividades de
manutencdo do pomar como poda de inverno e eliminagdo de ramos doentes,
tratamentos quimicos com fungicidas erradicantes (calda sulfocélcica e cuprica,
rogadas, aplicagdo de inseticidas para controle de pulgdo lanigero. Na entrada da
primavera a conducgéo do pomar foi dada pela fixagao de plantas e arqueamento de
ramos. A quebra de dorméncia foi feita com aplicacdo de dormex e 6leo mineral. Na
segunda quinzena de setembro a estagdo agrometeoroldégica e termo-higro-
umectégrafo foram re-instalados no pomar para inicio da coleta de dados. No
terceiro dia, a estagdo agrometeoroldgica parou de funcionar e os dados de
temperatura, molhamento foliar e umidade relativa foram registrados apenas pelo
termo-higro-umectografo. A precipitacdo pluviométrica foi registrada a partir de uma
estacdo agrometeorolégica distante 200 m do pomar.
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Diariamente os dados climatolégicos sdo anotados e avaliados nos diferentes
modelos de alerta. Para cada periodo critico relativo ao modelo em questao é feita a
pulverizacdo das parcelas que constituem o respectivo tratamento. Avaliacdes a
cada trés, cinco e sete dias sdo conduzidas apdés cada periodo critico para
determinar o inicio dos primeiros sintomas. Apds a detec¢do do primeiro sintoma as
avaliacbes sdo semanais para determinacdo do progresso da Mancha Foliar da
Gala.

Experimento 3: Caracterizacdo do efeito dos fosfitos e de indutores
de resisténcia sobre a MFG

3.1. Mecanismos de resisténcia inata e adquirida a infeccdo de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc em macieira
(Malus domestica Borkh?*).

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia no Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Florianopolis
SC. Plantulas de macieira suscetiveis foram pulverizadas até o ponto de
escorrimento (aproximadamente 4 mlL/plantula) com auxilio de uma pistola de
pintura acoplada a um compressor de ar aos seis dias antes da inoculagdo (DAI).
Plantulas suscetiveis (testemunha) e resistentes foram pulverizadas com &gua
destilada. As plantulas tratadas permaneceram em bancadas da casa-de-vegetacao
até serem inoculadas. Seis dias apdés a pulverizagdo com agua ou ulvana as
plantulas foram inoculadas com uma suspenséo de 3x10° conidios/mL do isolado
MANE147 de Colletotrichum gloeosporioides até o ponto de escorrimento. Apos a
inoculagdo, as plantulas permaneceram em cadmara Umida no escuro a 100% UR e
2045 °C por 24h.

A severidade da MFG foi avaliada diariamente de quatro a dez dias pds-
inoculagdo (DPI), baseada na estimativa visual da porcentagem de tecido necrosado
de cada folha. Na dltima avaliagdo de severidade aos 10 DPI todas as folhas foram
destacadas e escaneadas para estimar a area foliar necrosada da MFG usando o
Software Quant V.1.01. Com os dados da severidade visual, calculou-se area abaixo
da curva do progresso da doenca (AACPD). A severidade da MFG foi avaliada
separadamente na 1% e 4 folha expandida (folhas superiores) e nas 5%, 6%, 7% e 8%
(folhas inferiores).

Retiraram-se dois discos da 2% e 3% folhas expandidas, de plantulas de
macieira suscetiveis tratadas com agua ou ulvana e resistentes com auxilio de um
vazador (8 mm diametro) as 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculacédo (HAI). Os discos
foliares coletados foram processados para a realizagdo de analise microscopica,
conforme metodologia descrita por Stadnik e Buchenauer (2000) em microscopio
Optico, binocular, no aumento de 400X (modelo FWL1500, Feldemann Wild Leite,
Brasil). A porcentagem de germinagédo foi determinada em 100 conidios sobre os
discos foliares. Para obtengdo do extrato protéico utilizou-se a 22 e 32 folha
expandida/plantula de acordo com metodologia adaptada de Brisset (2000); Faize
(2006) e Hassan e Buchenauer (2007) as 24, 48 e 72 HAI. O teor de proteinas totais
foi determinado por meio do método de Bradford (1976).
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A atividade da peroxidases (POX) foi medida espectrofotometricamente
conforme metodologia adaptada de Stadnik e Buchenauer (2000). Para tal, 100 yL
do extrato protéico foram adicionados em 2,9 mL de tampao acetato de sédio (50
mM; pH 5,5), contendo guaiacol 0,25% (v/v) (Sigma, EUA) e perdxido de hidrogénio
100 mM  (Merck, Alemanha). Os valores de absorbancia da reagdo foram
registrados a cada 30 s durante 3 min a 30°C por meio de um espectrofotbmetro a
470 nm (modelo 700 Plus, Femto, Brasil).

A atividade de glucanases (GLU) foi determinada utilizando-se como
substrato o composto ‘carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante’ (CM-curdlan-RBB,
Loewe Biochemica, Alemanha), de acordo com metodologia adaptada de Wirth e
Wolf (1996) e Brisset et al. (2000). Em microtubos de 2 mL (Axygen, USA) foram
adicionados 200pL de CM-curdlan-RBB (4,0 mg.mL™) e 200 pL de tampao acetato
de sédio (200 mM; pH 5,0) que foram agitadas em vortex na velocidade de 2111 rpm
por 5 s (modelo AP56, Phoenix, Brasil) e incubadas & 40°C em banho-maria por
10min. Apds a adi¢do de 400 pL de extrato foliar em cada microtubo a mistura foi
agitada novamente em vértex e entdo incubada a 40°C em banho-maria por 2 h. As
amostras tiveram suas reacdes interrompidas pela adicdo de 200 pL de HCI 2N e
mantidas no gelo por 10 min. Findo este procedimento, as amostras foram
centrifugadas por 10.000 g/10min (modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha). As
absorbancias dos sobrenadantes das amostras foram determinadas a 600nm em
espectrofotdbmetro. O delineamento experimental foi completamente casualisado,
com 5 repeti¢cBes/tratamento para as 24, 48 e 72 HAI. Para as analises de variancia
foi utilizado software Statistica 6.0 — Stat Soft®, versdo 2001. O teste de regressao foi
calculado através do software Sisvar (UFLA), versdo 2001.

3.2. Avaliacdo do efeito dos fosfitos sobre a MFG, através da técnica de
TLC e Bioatografia

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia no Centro de
Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Florianopolis
SC. Foi utilizado o fosfito de potassio: Phés-k 0-40-20/Oxiquimica Agrociéncia,
0%(N)-40%(P»0s)-20%(K20) na seguinte concentragdo 150mL/100L. A solucéo de
fosfito de potéssio foi pulverizada sete dias antes da inoculagéo (DAI) em plantulas
de macieira até o ponto de escorrimento. Metade das plantulas tratadas com fosfito
aos 7 DAI permaneceram sobre bancadas de casa-de-vegetagdo, enquanto outra
parte foram inoculadas com uma suspensdo de 3x10° conidios/ml de C.
gloesporioides (Isolado MANE147). Apés a inoculacao, as plantulas permaneceram
em camara Umida no escuro a 100% UR e 24 °C por 24 h.

Para extracdo dos compostos antifingicos dos extratos foliares utilizou-se a
22 e 32 folha expandida das plantulas, inoculadas ou ndo com C. gloeosporioides. As
folhas coletadas foram acondicionadas em papel aluminio e mantidas sob gelo e, em
seguida, armazenadas a -20°C até o momento da avaliagdo. Para extracdo dos
compostos antifiingicos os extratos foram homogeneizados em alcool etilico e
concentrados em evaporador rotativo a 40°C, e processados de acordo com a
metodologia de Stadnik e Bettiol (2007). Em resumo, para determinar a atividade
antifingica das frag6es nas cromatofolhas foi utilizado Alternaria brassicicola. Para
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isto, ap6s sete dias de crescimento, as culturas do fungo foram raspadas e a
suspensdo de esporos obtida foi filtrada. Esta suspenséo foi diluida em meio liquido
BDA (1:1; 1/1) a 40°C. Por fim, as cromatofolhas foram pulverizadas com uma
suspenséo de 10° esporos de A. brassicicola. Apds 48 h de incubacgéo a 25°C, foram
observadas zonas de inibicdo fungica (halos brancos, visto que o fungo possui
coloracdo escura. O delineamento usado nos experimentos foi o completamente
casualizado, com cinco repeticdes/tratamento.

3.3. Avaliacdo de formulagBes de fosfito de potassio no controle pds-
infeccional de Colletotrichum gloeosporioides em macieira

Os trabalhos foram realizados em laboratério e em casa-de-vegetagdo, na
Estacao Experimental de Fruticultura de Clima Temperado da Embrapa Uva e Vinho.
As plantas foram incubadas com 100% de umidade, para se ter uma maior abertura
dos estdbmatos. Findo este periodo, as mudas foram inoculadas com uma
suspensao de 3x10° conidios/mL do isolado CGF1 de C. gloeosporioides e mantidas
no escuro a 100% UR e 22°C por 48h.

As mudas foram tratadas as 48 horas apés a inoculacdo (HAI): com as
doses de registro dos seguintes fosfitos, com suas respectivas marcas e
formulagcbes e doses p.c.. (a) 40-20: Bio 40-20/Biosul Fertilizantes, 0%(N)-
40%(P205)-20%(K20), 150mL/100L; e (b) 40-20: Phos-k 0-40-20/Oxigquimica
Agréciencia, 0%(N)-40%(P,0s)-20%(K20), 150mL/100L. Plantas testemunhas foram
tratadas com agua destilada. Avaliou-se a severidade da MFG conforme Aradijo et al.
(2008), estimando-se visualmente a porcentagem de tecido necrosado de quinze
folhas de um ramo aos cinco, seis, sete, oito e dez dias apos a inoculagédo (DAI).
Com estes dados, calculou-se area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD). O delineamento usado nos experimentos foi o completamente
casualizado, com e trés repetigfes/tratamento. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia, seguido do teste de separacdo de médias SNK (0<0,05), com
os softwares Statistica 6,0 — Stat Soft®, versao 2001.

Experimento 4:  Sobrevivéncia, fisiologia e variabilidade de isolados
de Cryptosporiopsis sp. associados a doenc¢a olho-
de-boi em macieira

4.1. Isolamento e caracteristicas das coldnias e conidios dos isolados
em diferentes meio de cultura

A. Isolamento dos isolados de Cryptosporiopsis sp

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Uva e Vinho em Vacaria — RS. Os isolados foram obtidos de frutos com
sintomas de podriddo “olho-de-boi” em macgéas de diferentes pomares da regido Sul
do Brasil.

Para o isolamento, os frutos foram desinfetados superficialmente com alcool
etilico hidratado 92° e lavados com agua destilada esterilizada. Fragmentos de
tecidos com a podriddo olho-de-boi foram retirados das margens das lesGes e
colocados em meio de cultura BDA contido em placas de Petri. As placas foram
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mantidas a 21 °C com fotoperiodo de 12 horas. Ap6s o crescimento das coldnias,
culturas monospodricas de cada isolado foram transferidas para tubos de vidro com
BDA e preservados a 4°C. As coldnias dos isolados foram inicialmente cultivados
em BDA e incubadas durante 14 dias com fotoperiodo de 12 horas e temperatura
de 21°C. Nas placas de Petri com os diferentes meios de cultura foi substituido um
disco central com 5 mm de didmetro por outro com o0 mesmo didmetro com o micélio
de cada isolado. As placas foram mantidas a 21 °C com fotoperiodo de 12 horas. Os
isolados utilizados neste experimento fazem parte da colegdo monosporica de
Cryptosporiopsis sp da Embrapa Uva e Vinho (Tabela 1). Em todos os experimentos
utilizou-se isolados monospéricos com 15 dias (Figura 1).

Tabela 1. Origem dos isolados de Cryptosporiopsis spp

Cdédigo dos isolados Local de origem Ano de coleta
Cp1l Sao Francisco de Paula /RS 2002
Cp2 Sao Francisco de Paula/ RS 2002
Cp3 Sao Francisco de Paula/ RS 2002
Cp4 Vacaria / RS 2002
Cp5 Fraiburgo / SC 2003
Cp6 Vacaria / RS 2002
Cp7 Vacaria / RS 2003
Cp8 Vacaria / RS 2003
Cp9 Fraiburgo / SC 2002
Cp 10 Fraiburgo / SC 2002
Cp1ll Vacaria / RS 2002

Figura 1. Isolado monosporico de Cryptosporiopsis sp. em meio BDA.
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B. Aspecto e coloragéo de coldnias em trés meio de cultura

Os meios de cultura testados formam: a) BDA acidificado - Batata-Dextrose-
Agar (10 g de dextrose, 18 g de agar, 300 mL de caldo de batata e 700 mL de agua
destilada) acidificado com &cido latico a pH 4,5 antes de verter; ¢) V8 - meio de agar
com suco V8 (200 mL de V8 (Campbel Soup Company), 3 g de CaCOs3, 17 g de
agar e 800 mL de &gua destilada) e, c) extrato de malte 4gar (25 g de extrato de
malte, 17 g de agar e 1000 mL de agua destilada)

As avaliag@es finais do didmetro das col6nias foram feitas aos 13° dias de
incubacdo com registro de dois didmetros perpendiculares feitos com paquimetro
digital (Mitutoyo) bem como aspecto e coloracdo de colbnias (Figura 2). As
avaliacdes de forma, dimensdo (comprimento e largura média de 50 esporos por
isolado e meio de cultura) e producéo de conidios foram determinadas em um disco
de 1,5 cm de diametro retirado da regido central de cada colénia ao 13° dia de
incubacdo. Os conidios foram retirados dos discos de cada meio de cultura com
bastéo de vidro e 4gua, e suspendidos em agua destilada esterilizada com Tween-
80, 0,001%, e a contagem de conidios em camara de Neubauer.

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualisado com
5 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri. Os dados
foram analisados como experimento fatorial (9 isolados e trés meios de cultura). Foi
realizado teste F seguido de contraste de médias (p<0,05) para as variaveis
diametro das colénias e producdo de conidios (DEMETRIO, 2001). Todas as
pressuposi¢Ges para a andlise de variancia foram devidamente testadas de acordo
com Banzatto e Kronka (2006).

Figura2. Colbdnia de Cryptosporiopsis sp com 15 dias de idade (A), detalhe dos
circulos de 10mm de diametro (B), repicagem dos discos para as placas
contendo os diferentes meios (C), cAmara de crescimento BOD (D),
placas no interior da camara de crescimento BOD (E), mensuracdo do
crescimento micelial com paquimetro digital (F).
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C. Caracterizagdo morfoldgica dos isolados

Utilizando as placas de Petri do teste anterior (crescimento micelial),
observou-se a colora¢éo da colénia de cada isolado em cada um dos trés meios.
Adotou-se a observagdo da coloragdo da col6nia, da borda e do reverso da col6nia
(Figura 3). As cores atribuidas as colbnias foram através de comparagfes em um
padréo de cores (PANTONE®). Apobs estas observacdes agruparam-se os isolado
semelhantes.

A B

Figura 3. Detalhe da coldnia de Cryptosporiopsis sp (A) e reverso da col6nia (B) em
meio BDA

D. Dimensionamento dos conidios dos isolados no meio de cultura BDA

Para a observagdo dos conidios no microscépio 6ptico utilizou-se uma régua
micrométrica e ocular de 40x (Figura 4). Mediu-se entéo o diametro e a largura de 50
conidios de cada isolado (Cpl a Cpll), e para fazer a conversdo para micra (p)
multiplicou-se o resultado obtido por 2,5. Foi calculada a relagdo
comprimento/largura dos conidios, determinando-se a forma dos conidios segundo
Feitosa et al. (1977) modificado: Ccc= cilindrico muito curto, relagdo menor que 2.50;
Cc= cilindrico curto, relagdo entre 2.50 e 3.00; C= cilindrico, relagdo entre 3.00 e
3.50; CIf= cilindrico a levemente fusiforme, com relagdo entre 3.50 e 4.00 e; Cf=
cilindrico a fusiforme, com relagao entre 4.00 e 4.50.

Figura4. Detalhe da régua micrométrica utilizada para a observacao dos conidios
de Cryptosporiopsis sp.
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4.2. Viruléncia dos isolados em ramos e frutos de macieiras
A. Viruléncia em ramos de macieiras

Discos de micélio de 10 mm de diametro foram retirados das margens das
culturas monospdricas com 15 dias de crescimento (3 discos/isolado), os mesmos
foram colocados em placas de Petri vazias e esterilizadas e este material foi levado
ao campo. Com o auxilio de um bisturi esterilizado, fez-se ferimentos nos ramos de
macieira e no local colocou-se o disco de micélio de cada isolado (3
repeti¢cdes/isolado) os mesmos foram cobertos com algoddo umedecido em agua
destilada e esterilizada e cobertos com algodao e fita adesiva. Quinzenalmente eram
feitas observagdes com auxilio de uma lupa manual, com o objetivo de encontrar a
fase sexuada do patdgeno ja que esta nos auxiliaria na identificacdo de espécie dos
isolados estudados.

B. Viruléncia dos isolados em magcas

Desinfestacdo dos frutos: frutos sadios da cv. Fuji e Pink Lady foram
desinfestados com hipoclorito de sédio e alcool e enxaguados com agua destilada
(AD). Apos, secou-se os frutos com papel toalha. Para avaliar a viruléncia dos
isolados foram estabelecidos dois experimentos 0s que sdo apresentados a seguir

Acéo 1: Inoculagédo de frutos com ferimentos .Retirou-se com o auxilio de um
perfurador, um disco de 10 mm de didmetro de cada lado do fruto da cv. Fuji e Pink
Lady. Discos de micélio de 10 mm foram extraidos das margens das culturas
monospdricas de Cryptosporiopsis spp e transferidos para os frutos perfurados. Os
discos de micélio foram cobertos com algoddo umedecido em agua destilada e
esterilizada (ADE) e fita adesiva. Os frutos foram colocados em cémara Umida
dentro de bandejas plasticas revestidas com papel imido e redes plasticas, cobertas
com saco plastico. Os frutos foram mantidos a 22°C sob iluminagdo continua. As
avaliacdes foram feitas com 15 e 21 dias apds a inoculagdo onde se mediu o
diametro das lesGes com auxilio de um paquimetro. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com duas repeticdes por isolado. Cada
repeticdo foi constituida de um fruto inoculado em dois pontos.

Acdo 2: Inoculacéo de frutos sem ferimentos: Frutos da cv. Pink Lady foram
marcados apenas de um lado com auxilio de uma caneta de retroprojetor para
destacar o local contendo lenticelas onde seria feito a inoculagéo. Discos de micélio
de 10 mm de diametro foram extraidos das margens das culturas monospdricas de
Cryptosporiopsis spp e transferidos para o local do fruto que continha o circulo de
lenticelas marcado. Os discos de micélio foram cobertos com algoddo umedecido
em agua destilada e esterilizada (ADE) e fita adesiva. Os frutos foram colocados em
camara Umida dentro de bandejas plasticas revestidas com papel umido e redes
plasticas, cobertas com saco plastico. Os frutos foram mantidos a 22°C sob
iluminagdo continua. As avaliagbes foram feitas com 15 e 21 dias apés a inoculacéo
onde se contou o nimero de lenticelas com lesdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 5 repeticbes por isolado. Cada repeticdo foi
constituida por um fruto inoculado em um lado.
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4.3. Atividade enzimética dos isolados

Onze isolados foram avaliados quanto as suas atividades pectolitica,

lipolitica, amilolitica, proteolitica, RNAse e DNAse utilizando as técnicas descritas
por Grove et al. (1992). Discos de micélio do fungo com 0,5 cm de diametro,
retirados da borda de colénias com 15 dias foram transferidos para placas de Petri
contendo cada um dos meios sélidos citados acima, vedadas e incubadas a 22°C
por 15 dias.

A.

Atividade pectolitica: utilizou-se 0 meio contendo extrato de levedura, agar,
pectina e solucdo salina. Ajusta-se o pH em 7,0 com NaOH para a deteccdo de
liase e para a deteccao de poligalagturase se ajusta o pH para 5,0 com HCI.
Apos o periodo de 15 dias de incubagdo do fungo neste meio, foi adicionado
sobre 0 mesmo uma solugéo de brometo de hexadeciltrimetilamonio 1%. Esta
solugdo forma halos de degradacdo ao redor das col6nias quando a reagéo é
positiva.

Atividade lipolitica: utilizou-se o meio contendo 10g de peptona, 5g de NaCl,
0,01 g de CacCl,, 20 g de agar, 1000 ml de &gua destilada e pH ajustado para
6,0. O Tween-20 (1 ml para cada 100 ml de meio) foi autoclavado separado e
adicionado ao meio momentos antes de verté-los as placas de Petri. A
atividade das enzimas lipoliticas das colbnias foi observado devido a formagéo
de cristais de sais de célcio em torno das mesmas.

Atividade amilolitica: a habilidade para degradar amido foi determinada em
meio nutriente-agar, acrescido de 0,6% de amido soluvel e pH 6,0. Apds 15
dias de incubacgédo do fungo, foi adicionado em cada placa de Petri solugédo de
iodo. A area amarelada ao redor da colbnia, em contraste com o meio azulado,
indicou a atividade amilolitica.

Atividade proteolitica: o meio € formado por agar e gelatina (0,4%). O pH do
meio deve ser ajustado para 6,0 com HCI. Ap6s 15 dias de incubacéo do fungo
a avaliacdo deve ser feita adicionando-se solu¢do saturada de sulfato de
amonio (10 g/100ml agua) sobre as coldnias. A reacao sera positiva se houver
a formacao de zonas claras ao redor das coldnias.

Atividade de RNAse: o meio é formado por 5 g de glicose, 5 g de KH2PO4, 2 g
de NacCl, 0,05 g de FeSQO4, 0,5 g de MgS04.7H20, 15 g de agar, 5 g de caseina
hidrolisada e 2 mg/ml de Torula Yeast RNA. O pH do meio deve ser ajustado
para 6,0 com NaOH. Apo6sl5 dias de incubacdo, a avaliacdo é feita
adicionando-se HCI 1N sobre as colonias.O resultado sera positivo se houver a
formacgéo de zonas claras ao redor das colbnias.

Atividade de DNAse: o meio é formado por 42 g/L de Difco Dnase Agar. O pH
do meio deve ser ajustado para 6,0 com HCIl. Apds 15 dias de incubacado a
avaliacdo deve ser feita adicionando-se HCI 1N sobre as coldnias. O resultado
sera positivo se houver a formagéo de zonas claras ao redor das coldnias.

A avaliagdo consistiu na medicao de dois didmetros ortogonais da col6nia e

guando a reacéo foi positiva mediu-se também o halo de degradagéo.
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4.4. Caracterizagao fisioldgica quanto a susceptibilidade a temperaturas

Discos de micélio de 10 mm de diametro foram extraidos das margens das
culturas monosporicas crescidas em BDA e transferidas para novas placas contendo
BDA. Para cada isolado foram utilizados trés repeticdes. As cAmaras de crescimento
(BOD) utilizadas foram reguladas com as seguintes temperaturas: 3°C, 4°C, 5°C,
30°C, 31°C. O crescimento micelial foi estimado, com auxilio de paquimetro digital,
através da leitura das médias entre os dois diametros ortogonais das colbnias, no
periodo de 5, 15 e 21 dias ap6s a incubagao.

Experimento 5: Etiologia e caracterizagcdo da infeccdo das macds
por Cryptosporiopsis perennans

5.1. Determinag¢do de meio seletivo para C. perennans

A necessidade de se obter um meio que fizesse possivel a detecgdo de
propagulos do patégeno exigiu o desenvolvimento desta ferramenta nédo disponivel
na literatura ainda. O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Uva e Vinho, Unidade de Fruticultura Temperada, sendo avaliado o
crescimento de C. perennans em diferentes meios de cultura. Os meios utilizados
foram os seguintes: BDA (0,018% agar; 0,01% dextrose; caldo de batata 2%); BDA +
Tetraciclina 12,5 pg.mL™ (BDA-T); BDA + Tetraciclina 12,5 yg.mL™ + Nistatina 25
pg.mL™ (BDA-TN); BDA + Tetraciclina 12,5 pg.mL™" + Nistatina 25 pg.mL™ +
Iprodione 1 ug.mL™ (BDA — TNI1); BDA + Tetraciclina 12,5 ug.mL™ + Nistatina 25
pg.mL™ + Iprodione 2 pg.mL™* (BDA — TNI2); BDA pH 4,5 (ajustado com &cido
lactico), BDA pH 4,5 + Tetraciclina 12,5 ug.mL’l (BDApH-T); BDA pH 45 +
Tetraciclina 12,5 pug.mL™ + Nistatina 25 pg.mL™ (BDApH-TN); BDA pH 4,5 +
Tetraciclina 12,5 ug.mL™ + Nistatina 25 pg.mL™ + Iprodione 1 pg.mL™ (BDApH —
TNI1); BDA pH 4,5 + Tetraciclina 12,5 pg.mL'l + Nistatina 25 pg.mL'l + Iprodione 2
pg.mL™ (BDApH — TNI2). Utilizou-se Tetraciclina como inibidor de bactérias,
Nistatina de leveduras e Iprodione de fungos epifitos associados aos tecidos de
macieira.

O material biolégico constou de um isolado do patégeno estudado
(CNPUV/Va/Cp5 pertencente a colecédo do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Uva e Vinho. As suspensdes de conidios foram preparadas com o auxilio de um
hemacitdmetro, sendo que se utilizou uma suspensdo com uma concentracdo de 1 X
10? conidios.mL™ para cada placa de Petri foi transferida uma aliquota de 100 pL
das suspensdes de conidios. As placas foram incubadas a 20 °C e fotoperiodo de 12
horas. A seguir macés Fuji foram inoculadas e lavadas para detectar o patégeno. A
suspensédo obtida foi cultivada no meio selecionado. As variaveis analisadas foram
ndmero e tamanho das colbnias, sendo que o tamanho das coldnias foi tomado em
duas direcdes (transversal e perpendicular a um eixo imaginario). As avaliacdes
foram ap6s 7 e 14 dias da inoculagdo. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes. A variavel nimero de
colénias foi transformada para log X com base 10 (LITTLE; HILLS, 1972). Para a
comparacdo de médias utilizou-se o Teste de Tukey com 5% de significancia. A
analise estatistica foi feita com auxilio do programa SANEST.
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5.2. Controle da podridao ‘Olho de Boi’, da ‘Fuligem’ e da ‘Sujeira de
Mosca’ através de tratamentos erradicantes no periodo de
dorméncia da macieira

Os experimentos foram conduzidos em dois ciclos consecutivos, 2006/2007 e
2007/2008, em um pomar comercial localizado no municipio de Vacaria (28°29°'27”’S,
50°56’09”"W). O pomar foi implantado no ano de 1997 com a cultivar ‘Pink Lady®‘
enxertada sobre porta-enxerto EM-9. As anadlises laboratoriais foram feitas no
Laboratério de Fitopatologia da Estacdo Experimental de Fruticultura de Clima
Temperado da Embrapa Uva e Vinho, Vacaria, RS.

As pulverizagbes foram feitas durante a fase de repouso das plantas, cerca
de 20 dias antes da data prevista para a superacdo da dorméncia. As aplicacdes
foram feitas com pulverizador costal manual com vazao de 0,55 L.planta™, atingindo
0 ponto de escorrimento, tendo-se um volume de parte aérea copa de 3 m?®. Foram
avaliados os seguintes fungicidas (p.c., dose p.i.) para o controle erradicante de
Cryptosporiopsis sp.: 1) calda sulfocélcica 30 °Bé (3,0%); 2) oxicloreto de cobre
(Cuprogarb, 0,5%); 3) hidroxido de cobre (Garra, 0,3%); 4) 6xido cuproso (Cobre
Atar, 0,3%) e; 5) testemunha (sem aplicacdo). Todas as parcelas receberam,
durante o ciclo vegetativo, os tratamentos fungicidas aceitos no sistema de Producdo
Integrada de Macds (Producdo Integrada de Frutas, Ministério da Agricultura -
MAPA) (www.agricultura.gov.br) tendo como base na tomada de decisdo, alertas de
risco emitidos pela plataforma SISALERT (www.sisalert.com.br) para o controle das
doencgas. A estagdo automatica da rede SISALERT estava posicionada a 1 km do
local do experimento e coleta as variaveis: pluviosidade (mm), temperatura (minima,
méaxima e média, °C) e umidade relativa do ar (%).

Amostras de ramos, de um e de dois anos de idade, e de gemas floriferas
foram coletadas em dois momentos: imediatamente antes da aplicacédo e 48 h ap6s
a aplicagdo. Foram amostrados dez segmentos de 1 cm de comprimento de ramos
assintomaticos e 25 gemas florais por parcela, que foram acondicionados em sacos
de papel e em seguida analisados. Subamostras de 10 g de tecido das gemas e dos
ramos foram submetidos a lavagem em solug¢éo aquosa com Tween 80 (0,001%) em
sonicacdo por 1 min. Apos, aliquotas de 100 pL da suspensdo resultante foram
semeadas em meio semi-seletivo para Cryptosporiopsis sp.. As placas foram
incubadas a 22 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds 15 dias de incubagéo, foi avaliado o
ndamero de unidades formadoras de coldnias (UFC) por placa. Para avaliar a
capacidade de monitoramento e de estimativas de danos, foi realizada analise de
regressao entre o niumero de UFC de Cryptosporiopsis sp..g de tecido vegetal'1 de
gemas floriferas com a perda total observada, combinando os dados dos dois ciclos
considerados. Para avaliar o efeito dos tratamentos erradicantes sobre o in6culo
primario a relagdo entre UFC.g'1 antes e apos as aplicacdes foi usada para se obter
a reducéo relativa no numero de propagulos pelos tratamentos, por meio da formula:
IC (%) = [(UFC.g%1 - UFC.g™)/ UFC.g'1]*100; onde; UFC.g™.1 corresponde ao
namero de propagulos recuperados das amostras antes da aplicacéo e UFC.g'lt o]
namero de propagulos recuperados das amostras apés a aplicacdo. A avaliagdo da
dinamica temporal da densidade de indculo na superficie das macas, foi feita em
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amostras de lavagem obtidas de intervalos de aproximadamente 15 dias iniciados
aos 30 dias apds a queda das pétalas e estendendo-se até o momento da colheita.
Amostras de oito frutos assintomaticos foram obtidas de cada parcela testemunha. O
nimero de UFC.fruto™ foi plotado no tempo.

No momento da colheita foram coletados, aleatoriamente, 150 frutos da area
util da parcela para as avaliagdes de incidéncia de POB em quatro categorias de
frutos: i) coletados aleatoriamente no momento da colheita; ii) assintomaticos
incubados a 25 °C por 30 dias ap6s a colheita; iii) assintomaticos armazenados em
camara frigorifica a 3 °C e 95% UR por trés meses apos a colheita (HENRIQUEZ et
al., 2008); e iv) caidos na superficie do solo na &rea de projecdo da copa. A
estimativa das perdas totais foi feita pelo somatério apenas das avaliacdes de
incidéncia nas categorias i, iii e iv, descritos acima, uma vez que as infec¢Bes
latentes constituem a fracdo potencial de perdas. A incidéncia de POB foi
comparada nos dois ciclos e entre cada categoria de fruto avaliado para o ciclo. Para
tal, utilizou-se a equacéo proposta por Lalancette e Robison (2002) considerando a
taxa de incidéncia da podriddo entre dois anos consecutivos; onde valores positivos
correspondem ao incremento anual na incidéncia da doenca.

A andlise de retorno financeiro pelo uso dos tratamentos de inverno para o
controle de POB levou em consideracéo o custo de aplicagdo (maquinario, mao-de-
obra e produto), o valor de mercado do kg de maca e as perdas ocasionadas pela
POB. Com isso, foi obtido o beneficio das aplicaces (receita - despesa) e a relagdo
entre R$investido/R$retorno pelo controle da doenga tomando por base a incidéncia
e as perdas da testemunha. Os valores de custo para aquisi¢cdo de fungicidas e da
aplicacéo foram obtidos junto a equipe técnica responsavel pelo manejo do pomar.

Os experimentos foram delineados em blocos casualizados com cinco
repeticbes. Cada unidade experimental foi composta por seis plantas onde as quatro
centrais constituiram a parcela Gtil. Nos estudos in vitro cada repeticao foi composta
por trés placas de Petri. Para a analise de variancia e separacdo de médias, quando
significativa, foi utilizada a diferenca minima significativa (DMS) (P < 0,05) seguindo
o modelo linear (PIEPHO, 1999). Para a comparacédo das incidéncias entre os ciclos
utilizou-se o teste-T (Ho: taxa= 0; Ha: taxa # 0) onde as taxas indicam se os niveis de
doenca mudaram entre os ciclos; assim, taxas negativas e positivas indicam
decréscimo e incremento da intensidade da doencga, respectivamente, de um ciclo
para o ciclo seguinte (LALANCETTE; ROBISON, 2002). As analises foram
realizadas com auxilio do programa estatistico SAS (Verséo 9, SAS Institute, Cary,
NC) sendo as analises de regressao e a confec¢do dos graficos realizados com o
programa SigmaPlot (Versdo 11).

5.3. Utilizag&o de fosfito de potassio no controle da podridao ‘Olho de
Boi’ em magas Pink Lady®

O experimento foi instalado em um pomar comercial de 12 anos da cv. ‘Pink
Lady®’ enxertada sobre MM-9, em uma densidade de 2.857 plantas/ha, localizado no
municipio de Vacaria, RS. Aplicacdes de fungicidas foram feitas em dois momentos
de aplicacéo: logo antes da colheita (24 h anteriores) com Unica aplica¢é@o de fosfito
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de potéssio 00-40-20 em mistura com captana (Orthocide 50%) na dose de 1,2 g/L,
e uma testemunha sem aplicacdo; e uma série de pulverizag@es iniciadas aos 45
dias anteriores a colheita, quando foram testadas as seguintes combinacdes: 1)
Fosfito de potassio 00-40-20 (40% P,0. e 20% K,0) na dose de 2 mL/L; 2) Fosfito
de potassio 00-30-20 na dose de 2 mL/L; 3) Fosfito de potassio 00-40-20 na dose de
2 mL/L em mistura com captana (Orthocide 50%) na dose de 1,2 g p.al/L; 4) Fosfito
de potassio 00-30-20 (2 mL/L) em mistura com captana (Orthocide 50%) na dose de
1,2 g/L; 5) captana (Orthocide 50%) na dose de 1,2 g/L e; 6) testemunha, sem
aplicacdo de fungicidas. Os tratamentos foram reaplicados a cada sete dias ou
gquando a precipitacdo total no periodo excedeu 30 mm. As colheitas foram
realizadas na primeira semana de junho e na Ultima semana de abril, para as duas
épocas, respectivamente.

No momento da colheita, 90 frutos foram amostrados ao acaso nas parcelas
experimentais, anotando-se a incidéncia de POB (%). Os frutos assintomaticos, em
namero de 30, foram utilizados para a deteccédo de infecgBes latentes pela imerséao
em &gua por 6 h seguida de incubagéo a 25 °C. A incidéncia (%) de POB nos frutos
foi avaliada apdés 15 e 30 dias do inicio da incubagdo (DAI). Os demais frutos
assintomaticos foram armazenados em camara frigorifica (3°C e 95% UR do ar)
durante trés meses para posterior avalia¢cdo da incidéncia de POB (%).

Frutos assintomaticos coletados no momento da colheita foram lavados com
agua destilada esterilizada (ADE) e Tween 0,001% e submetidos a sonicacéo por 1
min. Cada amostra foi composta de oito frutos. Para a deteccdo e quantificacdo do
patégeno, uma aliquota da suspensdo resultante foi distribuida em meio semi-
seletivo para o desenvolvimento de Cryptosporiopsis sp. contendo antibidticos e
iprodione (SPOLTI et al.,, 2010). As placas foram incubadas por 21 dias sob
fotoperiodo de 12 h e temperatura de 22 °C, seguido da avaliagdo do niumero de
unidades formadoras de coldnias (UFC) do patégeno por placa, e por fruto com sete
placas por repeticao.

Frutos assintomaticos foram obtidos no momento da colheita (abril) nas
parcelas experimentais e frigorificados a 1°C por um més. Foram utilizadas duas
metodologias para avaliar o efeito do residual dos tratamentos de pré-colheita: i)
frutos intactos foram submersos em 400 mL de uma suspensédo de conidios (1x108
conidios/mL) obtida pela raspagem de col6nias do isolado Cp 5 de Cryptosporiopsis
sp. crescidas em BDA por 14 dias a 22 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds a imersdo os
frutos incubados por 48 h em camara Umida a 20 °C. Em cada fruto, uma regido
contendo 15 lenticelas foi delimitada para a avaliagdo do estabelecimento das
infeccbes. Apods, as magds foram acondicionadas em bandejas plasticas e
frigorificadas até o término do experimento. Em intervalos de 14 dias, a partir do
armazenamento, os frutos foram avaliados quanto ao desenvolvimento de sintomas
da POB. Foram realizadas seis avaliagdes utilizando-se o nimero de lenticelas
necrosadas ou podriddo na area previamente definida para o célculo da area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) por integracdo trapezoidal. Uma vez que
0s mesmos nao foram submetidos a procedimentos de desinfestacdo, foi adotado
um controle negativo para cada tratamento (frutos imersos em ADE) procedendo da
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mesma forma que nas inoculagdes com o patdgeno; ii) magas assintomaticas foram
inicialmente submetidas a desinfestagdo com hipoclorito de sodio (1%) e alcool (v/v)
em solugdo aquosa seguido da lavagem dos frutos com ADE e secas em fluxo
laminar.

Em cada fruto foram feitos quatro ferimentos circulares com diametro igual a
5 mm na regido equatorial das macas retirando-se a epiderme da mesmas. Sobre 0s
ferimentos, foram colocados discos de BDA, um em cada, contendo micélio de
colénias do isolado Cp 5 Cryptosporiopsis sp. O local da inoculagéo foi protegido
com algoddo umedecido em ADE fixado ao fruto com fita adesiva. Imediatamente
ap6és a inoculacdo, a macés foram acondicionadas em bandejas plasticas e
armazenadas a 20 °C e fotoperiodo de 12 h. Ap6s sete dias da inoculacdo mediu-se
o tamanho da podriddo (mm) com paquimetro digital em duas posicdes
perpendiculares, repetindo As medi¢Bes a cada trés dias até o dia 21. Nos ensaios
foram utilizados quatro repeticbes sendo cada uma composta por trés frutos,
inclusive o controle negativo com disco de BDA sem o patdgeno.

Foi utilizada a metodologia descrita para C. gloeosporioides (1), e
concentragdes de fosfito de potassio 00-40-20 corrigido em pH 2 e pH 7 (0; 0,0625;
0,125; 0,250 e 0,500 pL/mL), suplementado em BDA, anotando-se o didmetro das
colénias (mm) para o calculo do indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM), expresso em mm/dia. Adicionalmente, uma aliquota de uma suspensao de
conidios (1x102 conidios/mL) foi distribuida em placas de Petri com as mesmas
concentracgdes de fosfito de potassio e incubada por sete dias, quando se registrou o
numero de UFC e o tamanho das coldnias.

Ap6s um més de armazenamento, os frutos foram avaliados quanto ao teor
de solidos soluveis totais (SST - °Brix), firmeza de polpa, teor de amido, pH e acidez
titulavel. O teor de SST foi obtido através de refratdmetro manual a partir da leitura
do suco de 10 frutos por repeticdo. Para a avaliacdo da firmeza da polpa foi usado
um penetrdmetro manual com ponteira de 11 mm, realizando-se leituras em dois
pontos do fruto; face exposta e ndo exposta ao sol, apds a retirada da casca, em 10
magcas por repeticdo. O teor de amido foi determinado pela reagc&o iodo-amido de
cinco frutos por repeticdo. Para a avaliagdo do pH utilizou-se uma solugdo ao 10 %
de suco de cinco macgds em agua destilada para cada repeticéo e a leitura feita em
peagametro (Digimed DMPH 2). Para a quantificagcao da acidez titulavel, realizou-se
titulometria com NaOH a 0,1 N até pH 8,1 a partir de uma solugdo de 10% de suco
de cinco magéds em agua destilada para cada repeticéo.

Para avaliar a atividade da Peroxidase (PO) foi pesado um grama de polpa
com a casca, retirada em um corte vertical até o centro da fruta, do lado oposto a
inoculagdo e, imediatamente congelada a -25 °C. As amostras foram
homogeneizadas a temperatura maxima de 4°C em 10 mL de tampdao fosfato 0,05 M
(pH 7,0), contendo 1 mg de polivinilpirrolidona-10. O homogeneizado foi filtrado,
centrifugado a 4000 g por 20 minutos sob refrigeracdo, e o precipitado foi
descartado. O sobrenadante foi conservado em gelo e usado para as determinagfes
de peroxidase. A Atividade de Fenilalanina Amonia-Liase (FAL) Foi determinada nos

extratos brutos dos frutos preparados de acordo com a versdo modificada.
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Os experimentos de campo foram conduzidos em blocos casualizados com
quatro repeticBes. Cada parcela experimental foi composta por seis plantas, com
quatro plantas centrais Uteis. Os experimentos em condi¢cdes controladas foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. Para cada concentracdo de
fosfito de potassio em BDA e combinagéo de pH foram utilizadas cinco repeticdes
sendo o experimento repetido trés vezes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Waller-Duncan k-ratio t, com K=100
e P<0,05 com auxilio do pacote estatistico SAS (versédo 9). O ensaio da atividade
enzimatica nos frutos teve delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes
e arranjado em esquema fatorial 6x2x2 para PO (tratamentos em pré-colheita x
inoculagdo com Cryptosporiopsis sp. x data de quantificacdo) e no esquema 6x2
para FAL, eliminando neste caso o fator data e as médias discriminadas pela
diferen¢a minima significativa (DMS, P<0,05).

Experimento 6:  Andlise por microscopia de varredura do processo de
infeccdo das macas por Cryptosporiopsis perennans

6.1. Avaliar lesdes de C. perennans em frutos inoculados utilizando
microscopia eletréonica de varredura

Foram utilizadas macgas ‘Maxi Gala’ (calibre 198), com quatro meses de
armazenamento em atmosfera controlada (AC), e magéas ‘Fuji Kiku’ (calibre 198) com
7 meses de armazenamento em AC. Os frutos foram selecionados e inoculados
artificialmente em dois locais, com discos de micélio ou com papel filtro contendo
suspensédo (1 x 10° conl'dios.mL'l) de C. perennans. O local inoculado foi coberto
com algoddo umedecido, fixado com fita adesiva. Para ‘Maxi Gala’, a incubagéo
ocorreu em luz fluorescente continua (luz do dia) a 22°C, durante os periodos de 48
horas e 7 dias, para frutos inoculados com suspensao de conidios e com discos de
micélio, respectivamente. As magas ‘Fuji Kiku’ foram incubadas por 13 dias sob luz
fluorescente continua (luz do dia) com discos de micélio do patégeno. Em trés frutos
homogéneos de cada método de inoculacdo foram coletadas amostras de tecido
contendo lenticelas (2,0 x 2,0mm da na regido inoculada), as quais foram
estabilizadas por fixacdo quimica.

Na formulacéo do fixador (Karmovisk), foram ajustadas as condi¢8es ideais
de concentracdo, pH e molaridade. O fixador foi aplicado a temperatura ambiente,
por imersao. O tempo de acao do fixador correspondeu ao periodo de duas horas. A
pos-fixacéo foi feita com tetroxido de 6smio (OsO4) tamponado a 1%, durante uma
hora, para garantir a estabilizacdo da forma (CASTRO, 2002). Ap6s a fixacéo, o
material foi desidratado em banhos duplos de etanol a 30, 50, 70, 80, 95 e 100%.
Posteriormente o alcool foi substituido por gas carbonico liquefeito, no aparelho de
ponto critico.

Todas as amostras foram colocadas no suporte porta-amostras do
microscopio (stub), considerando a melhor orientacdo em relagdo ao feixe de
varredura e do coletor de elétrons secundéarios. Foram identificadas e metalizadas
com ouro, depositado pelo processo de “sputtering” para que os atomos atingissem
toda a superficie do material. Para se obter informacdes da topografia da superficie,
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foram utilizados elétrons secundarios (baixa energia) para captagdo das imagens,
provenientes da interacdo do feixe primario com a camada de ouro que recobre o
espécime. O material foi avaliado em um microscopio de varredura ZEISS modelo
DSM 940A. Foram usadas tensdes aceleradoras de 10 KV. As amostras foram
visualizadas com ampliagbes de 200 e 1000 vezes para ‘Fuji Kiku' e ‘Maxi Gala’,
respectivamente.

6.2. Avaliar lesdes de C. perennans em frutos inoculados utilizando
microscopia eletrénica de transmisséo

O procedimento inicialmente desenvolvido seguiu as etapas descritas no item
6.1. As amostras a serem analisadas foram colocadas em blocos de resina para
microscopia de transmissdo. Atualmente estdo sendo realizados cortes em
ultramicr6tomo o que permitird sua avaliagdo em por microscopia eletrdnica de
transmisséo.

Experimento 7:  Avaliacdo do efeito de protetores solares

7.1. Avaliacdo do efeito de RAYNOX® no Controle de Queimadura de Sol
em macas ‘Fuji’ e ‘Pink Lady’

Macieiras da cultivar ‘Fuji’ com porta-enxerto M.9 uniformes e com boa
condigéo fitossanitaria foram usadas para a instalacdo do experimento 1 em um
pomar da empresa RASIP, localizada em Vacaria, RS. O espacamento entre plantas
foi de 4 metros entre filas e 1 metro entre plantas. No experimento 2 foram utilizadas
macieiras da cultivar Pink Lady® com porta-enxerto M.9, uniformes e em boas
condigdes fitossanitarias, localizadas em um pomar da empresa AGROPECUARIA
SCHIO, localizada em Vacaria, RS. O espagamento entre plantas foi de 4 m entre
filas e 1 m entre plantas. A orientagdo das plantas em ambos os pomares foi
Norte/Sul, de modo que os frutos localizados ao leste recebiam o sol durante a
manha e os frutos localizados a oeste recebiam o sol da tarde.

Foram testados dois tratamentos de protetor solar RAYNOX, 2.5 % e 5.0 %,
com 5 aplicagbes antes da colheita (Tabela 2), usando como padréo para inicio das
aplicacdes 35 milimetros de didmetro da fruta e temperaturas acima de 27°C por
mais de 5 horas ou acima de 30°C por mais de 3 horas. Os dados de didmetro da
fruta foram registrados semanalmente, pois a frequéncia de aplicacéo foi conforme o
crescimento do fruto, uma vez que o produto ndo é lavado pela agua da chuva, mas
com a mudanca na epiderme perde-se a prote¢do. Deve-se lembrar que o
crescimento dos frutos envolve estadios de divisdo celular, elongacéo das células e
formacgé&o dos espacos intercelulares.

Foi adicionado abrandador na agua porque a presenca de carbonatos de
calcio provoca a coagulagdo quando ndo usado. Antes de cada aplicacdo foi
verificada a dureza da agua de aplicacdo para calcular a quantidade de ablandador
necessario. As aplicagdes respeitaram no minimo trés dias antes ou trés dias depois
da aplicacéo de cloreto de célcio na area, pois este pode causar fitotoxidez. Conway
et al. (1995) sugerem que as paredes celulares se saturam de ion célcio, ou seja, ha
um limite de sitios de ligagdo. Desta forma, maiores concentracdes de cloreto de
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calcio na solug&o resultam em aumento no contetdo total de célcio livre, porém ha
um menor aumento de célcio ligado a parede celular, podendo resultar em injurias
aos frutos, além de fitotoxidez.

Cada planta recebeu 625 mL da calda distribuidos uniformemente na planta
com um pulverizador ‘costal’. Cada tratamento foi composto de 16 plantas, divididos
em 4 parcelas de 4 plantas em cada area. As parcelas foram sorteadas ao acaso,
deixando plantas de bordadura no contorno.

Tabela 2. Datas de aplicagBes, temperatura de polpa e epiderme nas datas de

aplicacbes
CULTIVAR
PINK LADY® FUJI
DATA oC oC DATA °C °C
polpa ambiente polpa ambiente

19.12.2007 24,0 21,0 19.12.2007 24,0 20,0
28.12.2007 26,0 27,5 28.12.2007 28,1 27,5
24.01.2008 31,3 28,3 24.01.2008 28,8 27,2
12.02.2008 29,2 27,7 12.02.2008 27,5 27,3
07.03.2008 36,5 33,2 07.03.2008 - -

6.2. Exposicéo controlada das magas

Ensacamento de frutos ‘Fuji’- pomar RASIP - expostos ao sol - Data:
18/01/2008

Um total de 12 plantas localizadas na mesma area foram utilizadas, mas fora
do experimento com RAYNOX. 12 frutos mais expostos ao sol da tarde de cada
planta foram ensacados na mesma data, mas foram desensacados em duas datas
diferentes. Com previsdo de temperaturas acima de 27°C por mais de 5h ou de 30°C
por mais de 3h, um terco dos frutos foi desensacado e assim sucessivamente nas
datas posteriores.

Desensacamentos:

1. Data: 07/02/2008
e 48 frutos ‘Fuji’ foram desensacados as 8h45min.
e Data de ensacamento desses frutos: 08/02/2008 na primeira hora da
manha (9h).
2. Data: 15/02/2008
e 48 frutos ‘Fuji’ foram desensacados as 8h45min.
e Data de ensacamento: 16/02/2008 as 9h.
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Experimento 8: Avaliacdo do efeito da temperatura e periodo de molhamento
foliar na severidade da MFG

Para o ensaio foram utilizadas macieiras da cv. Gala com haste Unica,
mantidas em casa-de-vegetagdo em vasos de 2 litros. Colletotrichum
gloeosporioides utilizado no presente ensaio foi o isolado homotalico Cg.197,
coletado em 1992 em Frei Rogério, SC, da folha de ‘Gala’ e mantido em meio de
BDA. O indculo foi produzido transferindo-se discos de micélio (6 mm de diametro)
cultivado em meio de BDA (39 g/L, Merck), para o meio liquido de dextrose (1%) e
batata (200 g/L) e mantido sob agitagéo (mesa agitadora orbital da Tecnal, mod. TE-
141 a 60 rpm), no escuro (20°C) durante 4 dias. A suspensao de conidios foi, entéo,
ajustada para 1 x 10° conidios/mL e a face adaxial das folhas inoculada com um
pulverizador manual (Tokyo Sansyo Glass Spray SN-60). Ap6s a inoculagdo, as
plantas foram mantidas na cAmara de inoculacéo (Growth Cabinet mod. TDH-1.28,
Tokyo Thermo Tec Corp.; UR>98%; no escuro) durante 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 42,
48, 54, 60, 66 e 72 h a temperatura de 12°, 14°, 16°, 18°, 20°, 22°, 24° e 26°C de
acordo com o experimento. Completados os periodos estabelecidos, as plantas
(4/tratamento) foram transferidas para um fitotron (NK System Biotron mod. NC-
220S; Nippon Medical and Chemical Instruments Co., Ltd.) a 50% de UR, 9.000 lux e
mesma temperatura do ensaio, onde foram mantidas durante 30 min para
interromper o molhamento e, entdo, transferidas para a sala de crescimento
regulado na mesma temperatura do ensaio (T +0,5°C, 14 h de fotofase e UR
ambiente).

A avaliacdo da severidade da MG foi feita nas 5 folhas apicais da planta,
determinando-se a porcentagem de area foliar doente. O intervalo entre a inocula¢do
e a avaliagdo variou de 4 dias para as temperaturas mais altas (24° e 26°C) até 9
dias para as temperaturas mais baixas (12° e 14°C). Para analisar a confiabilidade
dos dados de cada ensaio, estes foram submetidos & analise de regressédo linear
para cada temperatura estudada utilizando o programa SAEG. J4 a interacdo entre o
efeito da temperatura e PMF na severidade da doenca foi analisada com o programa
SAS (SAS, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento 1: Comparacdo de método Elisa com dois métodos
de coleta de conidios de Colletotrichum
gloeosporiodes em Vacaria, RS

3.1.1. Avaliacdo do Kit Adgen Identikit para Colletotrichum sp

Apenas a amostra da suspensédo 1 X 10° conidios/ml, a partir de 5 horas de
revelacdo, foi positiva. A mesma suspensdo inoculada ndo apresentou 0 mesmo
resultado (Tabela 3). Suspens@es com concentragao inferiores a 1 X 10° conidio/ml,
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nas condi¢cdes deste teste, ndo foram detectadas pelo kit. Além disto, o controle
positivo do kit diluido 10 x apresentou valor semelhante ao ndo diluido.

O Kit conseguiu detectar com eficiéncia média os conidios de C.
gloeosporioides associado a mancha foliar da Gala, suspensos em agua, contudo,
ndo foi util para verificar a presenga de propagulos do patdégeno nas folhas mesmo
nas concentracdes maiores.

Tabela 3. Eficiéncia do Kit Adgen Identikit-Colletotrichum sp para monitorar C.
gloeosporioides, associado @ mancha foliar da Gala

Horas de revelagcdo — Absorbancia 405 nm

Amostra 1 2 3 4 5 22 24

Controle negativo do Kit 0,079 0,081 0,081 0,085 0,087 0,092 0,091
Controle positivo do Kit 0,176 0,266 0,365 0,462 0,537 1,418 1,428
Agua 0,080 0,077 0,079 0,091 0,090 0,081 0,082
Controle positivo do Kit (diluicdo 10™) 0,163 0,231 0,319 0,420 0,486 1,354 1,376
Suspenséo C. gloeosporioides 1 x 10 0,095 0,083 0,085 0,090 0,092 0,103 0,103
Suspenséo C. gloeosporioides 1 x 10° 0,091 0,090 0,088 0,094 0,099 0,143 0,143
Suspenséo C. gloeosporioides 1 x 10° 0,097 0,112 0,128 0,151 0,168 0,357 0,359
Folha inocula com agua 0,086 0,087 0,083 0,088 0,091 0,099 0,097

Folha inocula (C. gloeosporioides 1 x 10°) 0,081 0,083 0,082 0,086 0,089 0,097 0,092
Folha inocula (C. gloeosporioides 1 x 10°) 0,073 0,079 0,081 0,082 0,082 0,081 0,080
Folha inocula (C. gloeosporioides 1 x 10°) 0,084 0,083 0,082 0,088 0,088 0,091 0,092

3.1.2. Deteccdo de propagulos que colonizam gemas, segmentos de
ramos, flores e frutos

O método foi eficiente para detec¢do do patdégeno nas gemas (12 x 102 ufc/g
de gema) e constatou também o patégeno nos ramos do ano, nas flores e frutos de
2 cm (2,1 x 10? ufc/g; 2,5 x 10? ufc/g e 1,8 x 10? ufc/fruto, respectivamente).
Contudo, a pesar de eficiente, este método, provavelmente ndo seria adequado para
uso pelos produtores pelo tempo que levaria a coleta e a incubacgao das amostras.

3.1.3. Determinagcdo do patégeno na agua de chuva que escorre nas
macieiras

Na avaliacdo feita na primavera de 2007 se constatou que o método foi
simples de conduzir, efetivo quando associado ao uso de meio semi-seletivo e o
patégeno somente se detectou quando surgiram os primeiros sintomas (fevereiro de
2008). No ciclo 2008 / 2009 ndo se constatou o patégeno ao longo do ciclo e
também nao foram constatados sintomas.
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3.2. Experimento 2: Comparacdo de modelos de previsdo da Mancha
Foliar da Gala

Ciclo 2007/08:

Os primeiro sintoma, em plantas ndo pulverizadas (testemunha absoluta),
ocorreu em 29/9/07. A primeira pulverizagdo em todos os tratamentos ocorreu em
26/9, no estadio fisiolégico da planta E/E2 e as pulverizagdes subseqiientes foram
determinadas pelos parametros de alerta especificos para cada sistema ou modelo
(tratamento 1 a 5) em comparacdo com o sistema padrdo, a cada 7 dias (tratamento
6).

O numero de pulverizacdes (Tabela 4) considerando aquela anterior a ultima
colheita (11/02/08) e aquelas até o final do ciclo (31/03/08) diferiu entre os
tratamentos sendo que nos sistemas de alerta houve redugdo de pelo menos uma
pulverizacdo durante o ciclo. No tratamento 4 (VSD=13) houve reducdo de 52,6%
de pulverizacdes até a colheita e em 50% até o final do ensaio experimental. Nos
demais tratamentos houve reducéo de pulverizagdo de 5,26% a 36,8% até a colheita
e de 3,84% a 30,7% até o final do ciclo.

O maior intervalo entre pulverizagdes ocorreu no tratamento 4, quando o
valor VSD=13 foi atingido no maximo 3 vezes em outubro. Nos tratamentos 1, 2, 3 e
6 houve pulverizagBes em até 5 vezes mensais e no tratamento T5 , no maximo 4
pulverizacdes. O volume de calda utilizado nas pulverizages foi de 500L/ha até
12/01/08 e ap6s, de 1000 L/ha. Na Tabela 4 se observa que os dados climaticos de
precipitacdo mensal do periodo de setembro de 2007 a margo de 2008 sao inferiores
em 0,27% até 49,7% a média histérica da precipitacdo em 47 anos, a excecao de
outubro e novembro em que a precipitagdo foi 20,7% e 35,6% maior,
respectivamente. Esta condi¢do climética proporcionou um periodo seco na maior
parte do ciclo perfazendo 55,32% do total de dias do ciclo (17/9/07 a 31/3/08) com
umidade relativa minima inferior a 60% (Figura 5). Foram realizadas 20 avaliacbes,
uma por semana, em cinco plantas com quatro ramos marcados, cada uma, da
incidéncia da Mancha Foliar da Gala (MFG).

A incidéncia da MFG durante o ciclo foi mensurada pela area abaixo da curva
do progresso da doenca (AACPD) e ndo houve diferenca significativa entre
tratamentos para esta variavel. Os primeiros sintomas em plantas pulverizadas
foram observados a partir de 01/11/2007, com incidéncia lenta, porém crescente até
03/01/2008. A partir desta observacdo a progressdo assume configuracdo
exponencial (Figura 6) atingindo o nivel de 80% em todos os tratamentos, exceto T1
e T6 que mantiveram nivel de 72%. A progressdo exponencial pode ter sido causada
pelas condigbes de ambiente verificadas entre 24/12 e 04/01 em que todos os dias,
exceto dois, ocorreram precipitacées.

A queda de folhas provoca pela doenca foi mensurada pela porcentagem de
folhas remanescentes nos ramos. Para esta variavel ndo foi observada diferenca
significativa entre tratamentos (Tabela 5). Em relacdo aos frutos, a incidéncia da
MFG variou de 38,8% a 56,71% entre tratamentos com as menores incidéncias
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observadas em frutos dos tratamentos T6 (38,48%) e T3 (42,28%), entretanto estas
diferengas nédo foram significativas pelo teste F. Os resultados sugerem que a falta
de controle da doenca mesmo no tratamento padréo a cada 7 dias e entre os demais
tratamentos pode ser relacionada mais ao baixo volume de calda (500 L/ha) utilizada
durante a primavera e inicio do verdo associada a baixa umidade relativa do ar com
consequente menor deposicao de particulas do Metiram sobre a planta do que a sua
acao fungicida sobre Colletotrichum spp.

Tabela 4. Precipitacdo mensal e meédia histérica, nimero de ocorréncias de dias
favoraveis (DF) e periodos criticos (PC) para a Mancha Foliar da Gala
com a respectiva pulverizacdo mensal do fungicida necessaria para
conter a epidemia durante o ciclo vegetativo (setembro/2007 a
margo/2008). EECd/portao.

Variavel Set  Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Total

Pp.Mens." 79,2 219,7 1934 1439 1039 82,9 50,8 873,8
Pp Hist® 153,0 182,0 140,6 1443 1758 1650 131,3 1092,0

N°DF’més 9 15 11 13 12 13 10 83

N° PC'meés 7 11 4 9 9 9 7 56

Tratamento Pulverizacéo efetuada mensalmente (n°)
T1 1 4 3 4 5 4 4 25
T2 1 5 2 3 3 4 3 21
T3 1 5 3 4 4 4 3 24
T4 1 3 1 2 2 2 2 13
T5 1 3 2 2 3 4 3 18
T6 1 5 3 4 5 4 4 26

" Precipitagdo (mm) mensal.

? precipitagdo (mm) da média mensal histérica de 46-47 anos.

¥ Dia favoravel & ocorréncia de infeccdo por Colletotrichum spp.

“ periodo critico, formado por dois dias favoraveis (DF) consecutivos.
* Contados a partir do dia 17/9/2007

*/ Contados até o dia 31/03/2008
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Figura5. Umidade Relativa Minima (%) diaria durante o ciclo de observacédo de
17/9/2007 a 31/3/2008 na cultivar Royal Gala. Epagri/Estacdo
Experimental de Cacador, SC.
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Figura6. Progresso da Mancha Foliar da Gala em plantas de macieira cv. Royal
Gala sob cinco sistemas de alerta (T1, T2, T3, T4 e T5) de pulverizagéo,
comparados ao sistema padrdo (T6) com pulverizagdo a cada sete dias.
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Tabela 5. Numero de pulverizagbes de fungicidas, area abaixa da curva de
progresso da doenga (AACPD), porcentagem de desfolha e incidéncia da
Mancha Foliar da Gala em frutos sob diferentes sistemas de alerta e de
calendario fixo em macieira (Malus domestica) cv. Royal Gala.

Tratamento’  N° Pulverizacées?  AACPD® % Desfolha® % MFG Fruto®

T1 18(25) 16,66 6,71 6,33
T2 15(21) 20,32 6,45 7,15
T3 18(24) 19,43 6,39 6,23
T4 09(13) 17,92 6,45 7,08
T5 12(18) 19,55 7,02 7,31
T6 (19)26 17,28 6,20 5,95
CV% 14,05 20,01 15,94
F ns ns ns

T1=modelo Fitzell; T2= modelo VSD+cMFG; T3=modelo EECd; T4=VDS(13). T5=modelo 2PC;T6= 7/7 dias;
*Numero de pulverizagBes até a colheita; entre paréntesis até o final do experimento.AACPD-Area abaixo da
curva do progresso da doenca até a pos-colheita final de frutos em 15/02;; “Porcentagem de desfolha
transformado em raiz quadrada. 5 Incidéncia da doengca em frutos, na colheita, transformados em raiz
quadrada +1.

Acéo 2: Ciclo 2008/09

O primeiro sintoma no pomar ocorreu em 17/10/08 (estadio fenol6gico G-H)
em planta ndo marcada para avaliagao. Nas plantas e ramos marcados 0s primeiros
sintomas foram observados em 03/11/08 (frutificacdo efetiva) quando a doenca se
estabeleceu. As pulverizagBes no pomar foram determinadas pelos parametros de
alerta especificos para cada sistema ou modelo (tratamento 1 a 5) em comparagao
com o sistema padréo, a cada 7 dias (tratamento 6).

A primeira pulverizagdo nos tratamentos T1 e T3 ocorreu em 02/10/08
guando o modelo gerou o alerta de pulverizagéo no estadio fisiolégico da planta F-G.
Para o T2, a primeira pulverizagdo ocorreu em 06/10, no estadio F2-H; Para T6,
ocorreu em 08/10 no estadio F2-H; para T4, em 13/10, no estadio G-H e por fim o
T5, em 16/10 (Tabela 6). O nimero de pulverizagdo (Tabela 7) considerada aquela
anterior a colheita em 27/01/09 e aquelas até o final do ciclo (07/03/09) variou entre
0s sistemas. Com sistemas de alerta houve reducdo de uma a sete pulverizacdes
até a colheita e de uma até nove a nove durante todo ciclo.
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O modelo EECd proporcionou uma economia de 10% e o de Fitzell, de 5% se
considerado o periodo de pulverizagGes até a colheita. Se consideradas todas as
pulveriza¢cdes o modelo EECd possibilitou reduzir em 15,3% e o de Fitzell em 3,8%.
Nos demais, apesar da maior reducéo de pulverizacdo, houve perda de eficiéncia de
controle da doenca (Tabela 6). Nos meses de novembro, dezembro e margo os
valores de precipitagdo (chuva em mm) mensal do periodo de 01/09/08 a 31/03/09
sdo inferiores a média histérica da precipitacdo em 48 e os demais meses foram
superiores, principalmente outubro, janeiro e fevereiro. No més de setembro, exceto
no tratamento padrdo, nenhum sistema indicou necessidade de pulverizagao.

No decorrer do ciclo, o sistema T1, seguido de T3 foram aqueles que
indicaram uma maior frequéncia de pulverizacdo e superaram o método padrdo nos
meses de outubro e janeiro. (Tabela 7). A condicdo climatica no més de outubro
com um longo periodo de molhamento foliar e chuvas freqiientes proporcionou as
condicdes necessarias ao processo infeccioso do Colletotrichum spp e o
aparecimento dos primeiros sintomas, entretanto novembro e dezembro ndo foram
favoraveis e o progresso da doenca foi lento até janeiro quando a incidéncia teve
projecdo logaritmica (Figura 7). A incidéncia da MFG durante o ciclo foi mensurada
pela area abaixo da curva do progresso da doengca (AACPD) e houve diferenca
significativa pelo entre tratamentos para esta variavel. O modelo EECd (T3) e o de
Fitzell (T1) n&o diferiram do controle padréo (Tabela 8).

O progresso da doenca ocorreu em duas fases distintas; na primeira fase, os
primeiros sintomas em plantas marcadas foram observados a partir de 03/11/2007,
com incidéncia lenta, porém crescente até proximo a colheita. A partir da colheita,
numa segunda fase, a progressao assumiu configuracdo exponencial (Figura 8). A
linearizacdo dos dados destas progressdes foi melhor representada pelo modelo
logistico com coeficiente de determinacao R*? superior a 0,822.

A taxa de progresso da doenca representada pelo parametro “r’ (Tabela 8)
variou entre tratamentos tendo o modelo de Fitzell ndo diferido do padrdo. A
severidade da MFG foi avaliada por meio de escala diagraméatica (notas de 0 a 5) em
100 folhas de cada uma das 3 plantas centrais das parcelas. A estes valores foi
aplicado a formula de Townsend e Heuberger para obter o indice de severidade (IS).
Houve diferenca significativa entre os tratamentos. O controle padréo proporcionou a
menor severidade e nao diferiu do modelo EECd (T3), os demais diferiram daquele.
Os modelos Fitzell (T1) e 2PC(T5) ndo diferiram do T3 (Tabela 5). Os valores da
incidéncia da MFG em frutos foram transformados em raiz quadrada e variou de 4,32
a 6,70. A menor incidéncia foi observadas em frutos provenientes do tratamento
padrdo (T6) seguido do modelo EECd (T3) e o modelo de Fitzell que ndo diferiram
entre si.
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Tabela 6. Data do inicio, término e nimero das pulverizagdes utilizadas em pomar
de macieira (Malus domestica) cv. Royal Gala sob diferentes métodos de
controle da Mancha-Foliar da Gala.

N Data inicio Data término o,
Tratamento N°Pulverizagdes
pulverizagdo pulverizagdo
T1 02/10/08 06/03/09 19(25)
T2 06/10/08 06/03/09 14(18)
T3 02/10/08 27/02/09 18(22)
T4 13/10/08 06/03/09 13(17)
T5 16/10/08 27/02/09 13(17)
T6 22/09/08 06/03/09 20(26)

TT1=modelo Fitzell; T2= modelo VSD+cMFG; T3=modelo EECd; T4=VDS(8). T5=modelo 2PC;T6= 7/7 dias;
2Numero de pulverizagdes até a colheita (entre parénteses até o final do experimento).

Tabela 7. Precipitacdo mensal e média histdrica, nimero de ocorréncias de dias
favoraveis (DF) e periodos criticos (PC) para a Mancha Foliar da Gala
com a respectiva pulverizacdo mensal do fungicida necessaria para
conter a epidemia durante o ciclo vegetativo (setembro/2008 a
margo/2009). EECd/portéo.

Varivel Set Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Total

Pp. Mens." 159,7 289,3 1360 103,2 1952 172,0 323 1087,7

Pp Hist.” 1515 182,8 141,8 1443 174,7 163,3 129,6 1088,0

N°DF’més 1 20 10 16 19 17 7 90

N°PC'més 0 15 6 12 17 13 6 69

Tratamento Pulverizacéo efetuada mensalmente (n°)

T1 0 6 4 5 5 4 1 25

T2 0 4 4 3 3 3 1 18

T3 0 6 5 4 3 4 0 22

T4 0 4 3 3 3 3 1 17

T5 0 3 3 4 4 3 0 17

T6 1 5 5 5 4 5 0 26

" Precipitagdo (mm) mensal.

2 Precipitacdo (mm) da média mensal histérica de 47-48 anos.
¥ Dia favoravel a ocorréncia de infecgéo por Colletotrichum spp.

“ periodo critico, formado por dois dias favoraveis (DF) consecutivos.

* Contados a partir do dia 01/9/2008
=/ Contados até o dia 16/03/2009
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Figura 7. Precipitacdo diaria (mm); periodo de molhamento foliar (horas) e
temperatura média (°C) durante o molhamento, registrados no local do
pomar de macieira cv. Royal Gala. Cacador, SC.2008-2009.
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Figura 8. Curva do progresso da incidéncia da Mancha Foliar da Gala, em folhas
de macieira cv. Royal Gala em resposta ao regime de pulverizacdes
determinado pelos sistemas de alerta e comparados ao padrdo de
pulverizagdo. A seta indica a data de colheita dos frutos para analise de
incidéncia da doenga.
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Tabela 8. Numero de pulverizagbes da area abaixa da curva de progresso da
doenca, porcentagem de desfolha e incidéncia da Mancha Foliar em
frutos sob diferentes sistemas de alerta e de calendario fixo em macieira
(Malus domestica) cv. Royal Gala.

Tratamento® AACPD? Taxa “r’° Is* FMFG

T1 42,89 BC 00326 BC 3671 C 531 BC
T2 53,68 A 0,0494 A 47,35 AB 6,17 AB
T3 39,75 C 0,0376 B 32,40 CD 4,95 BC
T4 53,18 AB 0,0507 A 52,08 A 5,68 AB
T5 50,57 AB 0,0367 B 37,71 BC 6,70 A
T6 3456 C 00259 C 2391 D 432 C
C.V(%) 15,65 16,52 17,19 15,91
D.M.S (Fischer) 10,704 0,0096 9,852 1,314

T1=modelo Fitzell; T2= modelo VSD+cMFG; T3=modelo EECd; T4=VDS(13). T5=modelo 2PC;T6= 7/7 dias;
2AACPD-Area abaixo da curva do progresso da doenca até o final do ensaio em 09/03/09, transformados em
raiz quadrada; 3parametro do modelo logistico; “Severidade da doenca transformada em indice (IS) pela
férmula de Townsend e Heuberger; *Incidéncia da doenca em frutos, na colheita, transformados em raiz
guadrada. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Fischer (P=0,05).

3.3. Experimento 3: Caracterizagcdo do efeito dos fosfitos e de

indutores de resisténcia sobre a MFG
Efeito da ulvana sobre a severidade da MFG

As folhas superiores foram mais suscetiveis a C. gloesporioides do que as
inferiores (Figura 9). Pela analise de variancia fatorial os fatores posicao de folhas e
tratamento com ulvana apresentaram efeito significativo. Porém, a interacéo entre
posicédo de folhas x tratamento n&o foi significativa a 5% de probabilidade para as
variaveis: area foliar necrosada e AACPD. As folhas superiores de plantulas
testemunhas apresentaram 6,2% de area foliar necrosada aos 10 DPI e 50,8 de
AACPD. Plantulas suscetiveis tratadas 6 DAl com ulvana apresentaram reducdo
significativa de 49% para area foliar necrosada e 38% para AACPD em relacédo a
testemunha (Figura 9). Nas folhas inferiores, a area foliar necrosada da MFG em
plantulas testemunhas foi de 2,5% aos 10 DPI e 17,7 de AACPD. A pulverizagédo
preventiva com ulvana em folhas inferiores ndo reduziu a &rea foliar necrosada
(2,1%) e AACPD (13,8), comparado a testemunha pelo teste-t a 5% de probabilidade
(Figura 9).
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Figura 9. Efeito de ulvana sobre a &rea necrosada (%) aos dez dias apds a
inoculagdo com Colletotrichum gloeosporioides (a) e area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) (b) em folhas superiores e inferiores de
plantulas de macieira. Na andalise estatistica os dados foram
transformados para raiz (x)+1. Colunas com mesmas letras mindsculas e
mailsculas indicam que n&do ha diferencga estatistica pelo teste t (p< 0,05)
gquanto ao efeito sobre folhas superiores e inferiores, respectivamente.

Efeito sobre a germinagéo de conidios

A porcentagem de conidios germinados em plantulas testemunha as 24, 48 e
72 HAI foi de 72, 61 e 85%, respectivamente. A germinacdo em plantulas tratadas
com ulvana foi de 65, 78 e 70%, enquanto que em plantulas resistentes foi de 66, 62
e 41%, as 24, 48 e 72 HAI, respectivamente (Figura 10). Pela andlise de regressao
ndo houve diferenca estatistica para a germinacdo de conidios entre os diferentes
intervalos de tempo analisados (Figura 10). Porém, quando se comparou 0S
tratamentos as 72 HAI, a germinacdo de conidios em plantulas resistentes foi 62%
inferior & testemunha. As 24 e 48 HAI, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade (Figura 10).
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Figura 10. Germinagdo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides sobre a
superficie foliar de plantulas de macieira suscetiveis tratadas com agua
ou ulvana e resistentes as 24, 48 e 72 horas apés a inoculacdo. Pontos
com mesmas letras mindsculas indicam que ndo ha diferenca estatistica
pelo teste Tukey (p<0,05). n.s. = N&o significativo. N.S. = indica nédo
significativo pela andlise de regresséo.

Atividade de peroxidases em plantulas

A atividade de POX em plantulas testemunhas as 24, 48 e 72 HAI foi de 1,54;
4,58 e 1,21 unidades de densidade 6ptica/mg de proteina/min, respectivamente. A
atividade em plantulas tratadas com ulvana foi de 2,44, 5,76 e 4,27, enquanto que
em plantulas resistentes foi de 5,84, 4,99 e 4,16 unidades de densidade 6ptica/mg
de proteina/min, as 24, 48 e 72 HAI, respectivamente (Figura 11). A analise de
regressdo revelou diferenga estatistica na atividade da POX entre os diferentes
intervalos de tempo analisados para plantulas testemunhas e tratadas com ulvana.
Entretanto, para plantulas resistentes a analise de regressdo nao foi significativa
(Figura 11).

A atividade de POX em plantulas resistentes 24 HAI foi 279% maior das
testemunhas. Plantulas tratadas com ulvana néo diferiram das testemunhas. As 48
HAI ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. A atividade de POX as 72
HAI em plantulas tratadas com ulvana e resistentes foram de 253% e 244%,
respectivamente maior em relagéo as testemunhas (Figura 11).
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Figura 11. Atividade de peroxidases (POX) em plantulas de macieira suscetiveis
tratadas com agua ou ulvana e resistentes as 24, 48 e 72 horas apos a
inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides. Pontos com mesmas
letras mindsculas e maidsculas indicam que ndo héa diferenca estatistica
pelo teste Tukey (p<0,05). n.s. = N&o significativo. *Dentro da equacéo
indica diferenga significativa, enquanto N.S. (ndo significativo) pela
analise de regressao.

Atividade de glucanases em plantulas

A atividade de GLU em plantulas testemunhas as 24, 48 e 72 HAI foi de 4,01,
2,31 e 2,82 unidades de densidade Optica/mg de proteina/min, respectivamente. A
atividade em plantulas tratadas com ulvana foi de 4,32, 3,18 e 3,10, enquanto que
em plantulas resistentes foi de 5,71, 2,78 e 3,66 unidades de densidade 6ptica/mg
de proteina/min, as 24, 48 e 72 HAI, respectivamente (Figura 12). A analise de
regressdo revelou diferenca estatistica na atividade da GLU entre os diferentes
intervalos de tempo analisados para plantulas tratadas com ulvana. Entretanto, para
plantulas testemunhas e resistentes a andlise de regressdo néo foi significativa
(Figura 12).

A atividade maxima de GLU foi verificada no intervalo 24 HAI. Porém, ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos pela andlise de variancia a 5% de
probabilidade as 24, 48 e 72 HAI (Figura 12).
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Figura 12. Atividade de glucanases (GLU) em plantulas de macieira suscetiveis
tratadas com agua ou ulvana e resistentes as 24, 48 e 72 horas apés a
inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides. n.s. = N&o significativo a
5% de probabilidade. *Dentro da equagéo indica diferenca significativa,
enquanto N.S. (n&o significativo) pela analise de regresséo.

Efeito de tratamento preventivo com fosfito

Nenhum composto fungitoxico foi detectado pela técnica de cromatografia de
camada fina, a partir de amostras de folhas previamente tratadas com fosfito.

Efeito pds-infeccional dos fosfitos de potassio 0-40-20 (N-P-K)

Mudas testemunhas apresentaram 18% de severidade e 60 de AACPD.
Somente o fosfito de potassio (b) 40-20, aplicado curativamente as 48 HAI reduziu
significativamente a MFG em relagdo a testemunha, isto é, em 37% a AACPD e 40%
da é&rea foliar necrosada aos dez DAI (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do tratamento pds-infeccional (48 h apds a inoculagdo), com a
formulacdo 0-40-20 (N-P-K) de fosfitos de potassio sobre a
percentagem de &rea foliar necrosado aos 10 dias apds a inoculagéo
(Colletotrichum gloeosporioides) e area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) em mudas de macieira. Na analise estatistica os
dados foram transformados para raiz (x). Colunas com mesmas letras
mindsculas e mailsculas indicam que nédo héa diferencga estatistica pelo
teste de SNK (a<0,08). T:Testemunha apenas &gua. Coeficiente
variagao para (% é&rea foliar necrosada): 12,6 % e (AACPD): 11,8%.

3.4. Experimento 4: Sobrevivéncia, fisiologia e variabilidade de
isolados de Cryptosporiopsis sp. associados a
doenca olho-de-boi em macieira

3.4.1. Aspecto e coloracdo das colbnias em trés deferentes meio de
cultura e caracterizagdo dos conidios de Cryptosporiopsis sp.

Houve variagdo quanto a morfologia e coloragédo das coldnias (Figura 14). As
colénias nos trés meios de cultura apresentavam margem lisa, micélio aéreo bem
desenvolvido, medianamente cotonoso a cotonoso. Algumas coldnias produziram
micélio aéreo denso e floculoso com a presenca de zonas concéntricas. A coloragéo
do micélio aéreo variou de cinza-esverdeado a levemente rosado. Em algumas
colénias foi observado com micélio central submerso avermelhado e margem
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levemente rosada (Figura 14, BDA-A-5). A maior variagdo de coloracdo foi
observada no lado inverso das colbénias. No meio V8, variou de amarelo-
avermelhado a vermelho-parpura, no meio AEM de rosa a variagdes de laranja-
avermelho a purpura e no meio BDA acidificado de cinza-esverdeado a vermelho
alaranjado.

Nos trés meios de cultura testados, ndo houve diferenca significativa quando
as dimensdes médias de macroconidios e microconidios. As colbnias produziram
nos trés meios de cultura macroconidios curvos, hialinos, unicelulares, com
extremidades arredondadas a levemente pontiagudo e com dimensdes variando de
4-7 x 15-30um e microconidios cilindricos, retos e alguns, levemente curvados nas
pontas com apice arredondado e dimensdes variando de 1-2 x 5-8um.

Houve interacdo significativa entre os fatores isolados e meio de cultura de
modo que foram realizados dois testes de média dentro de cada isolado e meio de
cultura (Tabela 9). Houve diferenga significativa quanto ao crescimento micelial e
produgdo de microconidios (p<0,05) para os nove isolados de C. perennans nos
meios de cultura avaliados (Tabela 9). No meio de cultura V8 foi observado o maior
crescimento micelial das colénias para todos os isolados, exceto para o isolado 5,
gue teve o menor valor entre todos. O menor desenvolvimento micelial das col6nias
foi observado para o isolado 5 no meio de cultura BDA- acid (Tabela 9). Dos nove
isolados avaliados somente os isolados 4, 5 e 9 n&o diferiram significativas no
desenvolvimento micelial das col6nias nos meios BDA-acid e AEM, e somente o
isolado 6 néo diferiu no seu crescimento micelial quando comparado nos meios de
cultura AEM versus V8.

Houve diferenca significativa na quantidade de conidios produzidos pelos
diferentes isolados no meio de cultura V8, destacando o isolado 2 com a maior
esporulacéo (Tabela 9). O meio de cultura V8 sob regime de fotoperiodo de 12 hs é
0 mais eficiente no crescimento micelial e produgdo do conidios de C. perennans.

Meio de cultura contendo alta concentracdo de carboidratos pode estimular o
crescimento micelial, mas ndo a esporulagcdo (MOORE-LANDECKER, 1972). Ja
meios com baixo teor de carboidratos, mas com extratos vegetais, normalmente
estimulam a esporulacdo de varios fungos (DHINGRA; SINCLAIR, 1995), sendo o
que foi observado para C. perennans em relagdo ao meio V8 (Tabela 9). A
variabilidade do patégeno é confirmada pelos resultados obtidos por Dugan et al.
(1993), que mostraram que o estimulo diferencial observado em alguns isolados, por
um dos meios de cultura, nem sempre se mantém constante quando da variagéo de
fotoperiodo. O maior estimulo ao desenvolvimento das colbnias, bem como a
producao de esporos, exercido pelos meios de culturas V8 e AEM, para a maioria
dos isolados, justifica a sua escolha isoladamente ou associados, sendo
recomendado o seu uso nos estudos futuros deste patdgeno no Brasil.



66 R. M. Valdebenito Sanhueza et al.

Figura 14. Aspecto e coloracdo de colbnias (esquerda: parte superior das placas;
direita: lado inverso das placas) de isolados de Cryptosporiopsis
perennans, isolados de frutos de macieira, ao 13° de incubagéo. V8
(meio V8 agar); MALTE (extrato de malte agar); BDA A (batata-
dextrose-agar acidificado); 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9 (nimero do isolado).

Tabela9. Médias de crescimento micelial e producdo de microconidios de
Cryptosporipsis perennans em diferente:s meio de cultura aos 13° dias
apos a inoculagao.

25,6 Cb 33,7 Ba 32,0 Ba 47,5 Cc 126,1Ca 64,2Cb
37,0 Aa 38,9 Aa 39,4 Aa 66,2 Bd 1242Ca 555Cc
20,0 Cc 28,2 Ba 24,5 Cb 30,7 Dc 14555Ba  81,0Bb

Crescimento micelial (mm) Esporulag&o microconidios x 10"/ mL
Isolados Meio de cultura’
BDA-acid V8 AEM BDA V8 AEM

1 29,0 Bb 33,4 Ba 31,6 Ba 41,1 Cc 1152Ca 66,0Ch
2 30,9 Bb 34,5 Ba 30,0 Bb 23,7 Dc 186,0 Aa 95,7 Ab
3 33,9 Aa 33,0 Ba 28,8 Bb 45,1 Cc 89,7Da 77,0Bb
4 30,1 Bb 31,6 Bb 37,1 Aa 16,0 Ec 100,5Da 32,7Db
5 17,1 Dc 27,8 Ca 23,5Cb 27,0 Dc 66,2Eb 81,7Ba
6 34,1 Ab 39,6 Aa 38,3 Aa 79,0 Ab 94,2 Da 38,5Dc
7
8
9

CV% 6,2 4,9 4,7 11,2 9,4 7,8

TBDA-acid= batata dextrose agar acidificado; V8= V8-agar; AEM= extrato de malte. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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3.4.2. Suscetibilidade a diferentes temperaturas

Com a temperatura de 3°C ndo houve crescimento micelial de nenhum dos
onze isolados em nenhuma das datas de avaliacdo (5, 15 e 21 dias) (dados néo
mostrados). O efeito da temperatura a 5°C foi a variavel que mais contribuiu para
diferenciar os isolados entre si, sendo que a temperatura de 30°C foi a variavel que
mais contribuiu para diferenciar o isolado Cp5 dos demais (Tabela 10).

3.4.3. Caracterizagdo enzimatica

Os onze isolados de Cryptosporiopsis sp mostraram capacidade de produzir
as enzimas amilolitica, Rnase, lipolitica e pectolitica pH5. Houve diferenciacéo dos
isolados na producgéo das enzimas proteolitica, Dnase e pectolitica pH7 (Tabela 11).
A maior ou menor capacidade de fungos em produzir enzimas em substratos
especificos, permite diferenciar isolados de uma mesma espécie de forma simples
(PATERSON; BRIDGE, 1994 apud LIMA et al, 2003). E possivel, que a atividade das
enzimas lipase, amilase e protease, possa estar diretamente relacionada com o nivel
de viruléncia dos isolados. Essa associacdo entre viruléncia e atividade enzimética
pode desempenhar um importante papel na interacdo patdgeno-hospedeiro
(BOCCHESE et al., 2003). Pelos resultados obtidos, sugere-se que Cryptosporiopsis
sp tem a capacidade de utilizar amido e lipidios como fonte de energia. Admite-se
também, que durante o periodo de incubacdo no hospedeiro, o fungo libera enzimas
(amilases, proteases) que ativamente degradam os componentes presentes no
tecido infectado do hospedeiro.

Tabela 10. Crescimento micelial médio (CMM) de onze isolados de Cryptosporiopsis
sp a diferentes temperaturas — 21 dias apds a incubacao

Isolado CMM 4°C! |solado CMM 5°C! Isolado CMM 30°C! Isolado CMM 31°Ct

6 18,33 A 6 22,59 A 7 26,27 A 6 2297 A
8 17,22 AB 7 21,43 B 6 2493 B 8 18,77 B
7 16,65 AB 3 19,84 C 8 19,02 C 7 18,64 B
4 15,66 BC 4 19,77 C 4 18,51 CD 4 15,44 C
3 15,62 BC 8 18,85D 3 17,76 DE 11 15,40C
1 14,50 CD 2 16,72 E 2 17,23 EF 2 15,39C
9 14,00 CDE 11 15,15F 9 16,79 EF 9 1492 C
11 13,84DE 5 14,72 FG 11 16,62 F 3 13,81 D
10 13,73 DE 9 12,27 G 1 15,37 G 10 13,30 DE
2 12,55 EF 10 13,17 H 10 14,18 H 1 12,52 E
5 1181 F 1 0,00 1 5 12,471 5 1245 E
CVv 3,88 CVv 1,67 CVv 1,98 CVv 1,99

1Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey 5%
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Tabela 11. Caracterizagdo enzimética de onze isolados de Cryptosporiopsis sp.

Meio enzimatico

Isolado Proteolitica  Amilolitica  Dnase Rnase Lipolitica Pecto Pecto

pHS5 pH7
Cpl positiva Positiva Negativa positiva Positiva Positiva Positiva
Cp2 negativa Positiva Negativa positiva Positiva Positiva Positiva
Cp3 negativa Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva
Cp4 positiva Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva
Cp5 negativa Positiva Negativa positiva Positiva Positiva Positiva
Cpb6 negativa Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva
Cp7 positiva Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva
Cp8 positiva Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva
Cp9 negativa Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva negativa
Cp 10 negativa Positiva Negativa positiva Positiva Positiva negativa
Cp 11 positiva Positiva Positiva  positiva Positiva Positiva Positiva

3.4.4. Patogenicidade dos isolados

O teste de patogenicidade revelou a suscetibilidade das magas cv. Fuji e
cv.Pink Lady aos onze isolados (Cpl a Cpl1l) de Cryptosporiopsis sp., independente
da inducdo de ferimento ou ndo. Valdebenito Sanhueza et al. (2004), ja havia
demonstrado ndo haver diferenca na suscetibilidade das cultivares Fuji e Pink Lady a
nove isolados (Cpl a Cp9) de Cryptosporiopsis sp. Quinze dias apés a inoculagéo
ja havia sintomas caracteristicos da podriddo “olho-de-boi” nas frutas das duas
cultivares testadas. Todos os isolados apresentam a podriddo morfologicamente
igual nas duas cultivares testadas, porém, na cultivar Fuji a média do tamanho da
podridao é superior do que na cultivar Pink Lady. Resultado semelhante foi relatado
por Valdebenito Sanhueza et al. (2004). Nos experimentos onde fez-se ferimentos, o
isolado Cp9 foi o que apresentou maior viruléncia nas cultivares Pink Lady e Fuiji
(Tabela 12). J& no experimento sem ferimento, feito apenas com a cultivar Pink
Lady, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os isolados (Tabela 13).

Os apotécios ndo foram encontrados a campo em nenhuma das inoculagbes
feitas, entretanto, todos os isolados apresentaram a formacg&o de cancros. Em outubro
de 1956, o apotécio pertencente a Pezicula malicorticis foi encontrado em macieiras
no Leste da Holanda, estas haviam sido inoculadas com micélio de Gloeosporium
perennans em outubro de 1955. O diametro do apotécio encontrado foi de 0,4-1,6mm,
e a sua formacdo foi favorecida por periodos de umidade antes do verdao (BOLAY,
1956).
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Tabela 12. Patogenicidade de isolados de Cryptosporiopsis sp em frutos com
ferimento cv Pink Lady e Fuiji.

Isolado Pink Lady (mm)* Isolado Fuji (mm)?*
9 28,44 A 9 33,20 A
4 26,38 AB 10 28,31B
10 25,34 ABC 5 28,27 B
11 25,10 ABC 8 27,34 B
8 24,11 ABC 6 25,30 BC
6 22,68 ABC 3 23,81 BCD
5 21,88 BC 7 21,52 CD
3 20,33 BCD 11 19,15 DE
7 19,68 CD 4 19,15 DE
1 15,64 D 2 14,62 EF
2 14,66 D 1 13,98 F
CV 9,42 CcVv 7,07

1 Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na vertical pelo teste de Tukey (5%)

Tabela 13. Patogenicidade de isolados de Cryptosporiopsis sp em frutos
sem ferimento cv Pink Lady.

Isolado lesdes/lenticelal
Cp9 5,00 a
Cp 6 4,00 a
Cp5 4,00 a
Cp8 3,66 a
Cp2 3,66 a
Cp11 3,33a
Cp7 3,33 a
Cp3 3,00 a
Cp 10 2,66 a
Cp4 2,00 a
Cpl 1,00 a
(Y 48,01

1 Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na vertical pelo teste de Tukey (5%)
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3.5. Experimento 5: Etiologia e caracterizagdo da infeccdo das macas
por Cryptosporiopsis perennans

3.5.1. Determinacdo de meio seletivo para C. perennans

No ensaio para avaliacao dos inibidores de contaminantes, ndo foi observado
crescimento de C. perennans nos meios suplementados com nistatina na dose de
25pg.mL'1. O desenvolvimento de C. perennans foi estatisticamente igual (P>0,05)
ao observado no meio BDA acidificado e nos com meios com tetraciclina em pH
neutro (Figura 15A e Figura 15B). Segundo Miller (1932), C. perennans apresenta
desenvolvimento em BDA, numa faixa de pH entre 2,2 e 11,3. Dessa forma, a ampla
faixa de pH para o crescimento de C. perennans pode explicar a similaridade no
crescimento micelial em BDA e BDA pH 4,5.

O menor tempo necessario para a realizacédo das avaliacOes foi de sete dias,
pelo uso dos meios BDA acidificado e BDA+tetraciclina. A diminuigdo das doses de
nistatina permitiu o crescimento de C. perennans apenas na menor concentracao
(1ug mL™). Apds sete dias de incubagso, o meio BDA com pH neutro suplementado
com tetraciclina, nistatina e iprodiona, nas respectivas doses de 12,5ug mL™, 1ug
mL'e 1ug mL?, nao inibiu o desenvolvimento de C. perennans quando comparado
ao meio BDA ph neutro ou em BDA acidificado (P>0,05) (Figura 15C e Figura 15D).

Na validacdo do meio semiseletivo contendo os dois antibidticos e o
fungicida, foi observada uma reducgdo significativa do numero de fungos
leveduriformes, dematiaceos e de leveduras e, em relagdo ao meio BDA acidificado,
ndo reduziu a recuperacdo de colbnias de C. perennans dos frutos inoculados
(Figura 15F) ou ndo inoculados (Figura 15E) (P>0,05). Conforme Spotts (1985), um
meio semiseletivo deve ser capaz de recuperar o patégeno de interesse também sob
condigbes de infestac@o natural para reduzir a probabilidade de falsos negativos,
conforme apresentado pelo mesmo autor em isolamentos de patégenos em peras,
com a utilizagdo de BDA acidificado.

Apesar de o meio BDA pH 4,5 ter permitido recuperar o mesmo numero de
colénias de C. perennans que o meio semiseletivo proposto, esse Ultimo, em
atividades de rotina no laboratério, apresenta como vantagem a facilidade nas
avaliacdes pelo menor nimero total de contaminantes. Tal resultado corrobora as
avaliacdes realizadas por Maffioleti (2007), uma vez que a utilizacdo do meio BDA
pH 4,5 permitiu a recuperacdo de C. perennans em numeros semelhantes, com a
utilizacdo do meio BDATNI. Finalmente, o meio semiseletivo permitiu detectar e
quantificar o inoculo do patdégeno presente na superficie dos frutos nas quatro
concentragdes de inoculo aspergidas sobre os frutos (r=0,88; P=0,04), o que nao
ocorreu pela utilizagcdo do BDA acidificado (r=0,23; P=0,47). A incidéncia da
podridao olho-de-boi nos frutos incubados sé foi observada nos tratamentos com
aspersdo de 10° e 10° conidios mL'l, com incidéncia média de 4 e 8%,
respectivamente.

O meio semiseletivo proposto no presente trabalho possibilitard estudos de
flutuagdo de indculo, uma vez que permite detectar com corregdo o inoculo nos
frutos, principalmente, na fase final de formag¢do do fruto, periodo de maior
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suscetibilidade as infecgdes por C. perennans (HENRIQUEZ et al., 2008). A maior
restricdo no desenvolvimento dos microorganismos e a adequada quantifica¢éo de

C. perennans, quando comparada a obtida pelo uso de BDA acidificado, em
associagdo com a facil preparacéo, qualificam a utilizagdo do meio semiseletivo em
trabalhos de rotina do laboratdrio.

Figura 15. Influéncia da composicdo e do pH dos meios no namero e tamanho
médio de colbnias de Cryptosporiopsis perennans aos sete e aos 14
dias apds a inoculagdo (DAI) no primeiro (A, B) e no segundo ensaio (C,
D), em que colunas com letras mailsculas distintas entre os meios e
mindsculas entre DAI diferem entre si pelo teste de comparacdo de
médias de Tukey (P<0,05). Nimero e tipo de microorganismos isolados
a partir da lavagem de uma amostra de magds da cultivar “Fuji”
previamente inoculadas por aspersdo com Cryptosporiopsis perennans
(E) e ndo inoculadas (F). Médias em cada par de colunas foram
estatisticamente diferentes entre si pelo Teste-t (P<0,05), exceto quando
indicado (" = n&o significativo).
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3.5.2. Controle da podriddo olho-de-boi através de tratamentos
erradicantes no periodo de dorméncia da macieira

No periodo da floracdo da macieira (setembro e outubro) no ciclo 2006/07,
ocorreram 10 dias de chuva, totalizando 83 mm (Figura 16). No mesmo periodo do
ciclo 2007/08, foram contabilizados 18 dias com chuva acumulando de 237 mm,
sendo registrados cinco eventos de chuva de granizo. No estadio final de maturagao
dos frutos o ciclo 2007/08 apresentou um decréscimo no volume de chuva
comparado ao ciclo 2006/07. Nos trés meses antecedentes a colheita (fevereiro a
abril de 2008), o volume de chuva acumulado foi de 32 mm distribuidos em seis dias
de chuva enquanto que, no mesmo periodo do ano anterior, foram observados 159
mm em 11 dias de chuva. Em ambos os ciclos foi registrada uma queda acentuada
na temperatura do ar no més referente a colheita (Figura 16).

Figura 16. Variaveis ambientais associadas a ocorréncia da podriddo olho-de-boi.
Linha horizontal correspondente ao periodo da floragdo. Asteriscos
correspondentes a periodos favoraveis as infecgbes  por
Cryptosporiopsis sp. (risco moderado = *; risco severo = *). Ocorréncia
de chuva de granizo assinalada por (+).

No momento da aplicacdo dos tratamentos foram recuperadas colénias de
Cryptosporiopsis sp. no meio semi-seletivo da lavagem de todos os tipos de tecidos
amostrados das macieiras. Antes da aplicagdo dos tratamentos, o nimero de UFC
variou de 2,0 a 2,8 UFC.g'1 de tecido vegetal em ramos de 1 ano; 1,0 a 1,6 UFC.g"1
em ramos de dois anos e; 1,2 a 1,6 UFC.g'1 em gemas floriferas. Os valores néo
diferiram entre os tratamentos e ciclo, tanto para amostras de ramos como de
gemas, sendo entdo os dados agrupados na andlise comparativa entre ramos de
diferentes idades e gema. A maior densidade de inéculo de Cryptosporiopsis sp. foi
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observada em ramos de 1 ano, seguido de ramos de dois anos e gemas (P=0,003)
(Figura 17). A aplicacdo dos fungicidas reduziu em mais de 70% a densidade do
indculo presente na superficie dos ramos antes da aplicacéo, ndo havendo diferenga
entre os tratamentos em ambos os ciclos avaliados (Figura 17).

A reducgdo no numero de propagulos nas gemas florais variou em fungéo dos
fungicidas utilizados. A calda sulfocéalcica foi a que promoveu a maior taxa redugao
do in6culo entre os tratamentos avaliados, atingindo valores préximos a 100%
(Figura 17). A incidéncia total de POB pode ser explicada em 95% pela populacéo
epifita de Cryptosporiopsis sp. em gemas florais, havendo relacéo linear positiva
entre tais parédmetros (P = 0,001) (Figura 18). Em nenhum dos ciclos foram
observados sintomas de fitotoxicidade, mesmo com a proximidade da aplicagéo dos
tratamentos com a data do tratamento para a superagdo da dorméncia.
Comparando-se os ciclos, a incidéncia de POB foi 40% superior no ciclo 2007/08, na
testemunha (Figura 19).

Figura 17.  Propagulos de Cryptosporiopsis sp. recuperados por lavagem durante os ciclos
2006/07 e 2007/08 (A, B e C) em ramos de 1 ano (A); ramos de dois anos (B) e;
gemas floriferas (C). Dados seguidos por letras distintas diferem entre si (P<0,05)
pela menor diferenga significativa (DMS). CS = calda sulfocéalcica; OCo =
oxicloreto de cobre; HC = hidréxido de cobre e; OCu = 6xido cuproso. D, E e F
controle (redugdo) no nimero de propagulo nas respectivas estruturas.
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Figura 18. Relagdo entre a populacédo epifita de Cryptosporiopsis sp. em gemas
florais e o dano final em magas cv. ‘Pink Lady®’. Pontos correspondem a
média das parcelas experimentais nos ciclos 2006/2007 e 2007/2008.
Vacaria-RS.

A maior favorabilidade a doenca no segundo ciclo foi ratificada pela taxa
anual de variacdo positiva para todos os paradmetros de incidéncia de POB na
testemunha (Figura 19). Quanto aos tratamentos de inverno, apenas aqueles com
produtos & base de cobre apresentaram taxa de variagdo de incidéncia de POB nula
entre os ciclos avaliados, com destaque para 6xido cuproso (Figura 19). A flutuacéo
no nimero de UFC na superficie de frutos assintomaticos na testemunha variou
entre os anos. Em ambos os ciclos houve um incremento linear no nimero de UFC
no curso da maturagdo dos frutos (P<0,0001) atingindo valores médios finais de
1100 UFC.fruto™ e 1400 UFC.fruto'l, nos ciclos 2006/07 e 2007/08, respectivamente
(Figura 20).
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Figura 19.

Podriddo olho-de-boi em magas ‘Pink Lady® caidas no chao (CH); na planta no
momento da colheita (PL); a partir da deteccdo das infeccdes latentes (INC);
apoés trés meses em frigoconservagdo (CAM) e; no incidéncia total (TOT) pela
soma das classes CH, PL E CAM nos tratamentos utilizados: A) calda
sulfocélcica; B) oxicloreto de cobre; C) hidréxido de cobre; D) 6xido cuproso e E)
testemunha nos ciclos 2006/2007 e 2007/2008. Vacaria, RS. *SignificAncia a
P<0,05, ** Significancia a P<0,01.
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Figura 20.  Quantificagdo do nimero de UFC de Cryptosporiopsis sp. recuperadas
a partir da lavagem e sonicacdo de magas ‘Pink Lady®‘ amostradas
durante o ciclos 2006/2007 e 2007/2008 no tratamento referente a
testemunha (sem tratamento de inverno) e cultivada em meio seletivo.
Média obtida por cinco repeticdes

Quanto as perdas, no ciclo 2006/07 houve diferenca significativa entre os
tratamentos apenas para a incidéncia de POB no momento da colheita e na
incidéncia total (Tabela 14). Nesta Ultima, apenas o tratamento com a calda
sulfocalcica possibilitou a redugdo das perdas quando comparado a testemunha,
atingindo controle superior a 50% (Tabela 14). A maior incidéncia de POB no ciclo
2007/08 possibilitou uma melhor discriminagdo entre os tratamentos. Nesse, a
incidéncia de POB foi menor nos frutos caidos ao chéo nos tratamentos fungicidas
quando comparados a testemunha (Tabela 14). Os fungicidas tiveram efeito
diferencial ainda sobre os demais parametros avaliados, exceto quanto a incidéncia
de POB no momento da colheita (frutos na planta). Houve destaque para o
oxicloreto de cobre e 6xido cuproso, respectivamente, na reducdo das infeccdes
latentes e da incidéncia da podriddo em frutos apds trés meses de frigoconservagéo
(Tabela 14). Todos os tratamentos fungicidas foram igualmente capazes de reduzir a
incidéncia de POB quando comparados a testemunha, com destaque para o 6xido
cuproso que promoveu controle superior a 50% em relagdo a testemunha (Tabela
14).
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Tabela 14. Efeito da aplicacdo de fungicidas no repouso das macieiras na
incidéncia da podridao olho-de-boi em macgas ‘Pink Lady®’. Vacaria, RS.
2006/07 — 2007/08.

Incidéncia da podrid&o olho-de-boi (%) em dois ciclos ™

Fungicidas Frutos no chdo Frutos na planta Infecgéo latente’ Camara fria Total®
06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08
CSs 65 "™ 139 B02 C61 ™ 00 " 344 A23 "™ 96B 91A296B
OCo 10,5 16,6 B 25 B 34 2,2 144 B 4,2 89B 17,3 B289B
HC 9,4 20,2 B 3,8 AB 3,7 1,1 32,2 A 33 9,2B 16,2 B33,1B
OCu 10,2 139 B 08 C 34 3,3 27,8 A 2,7 4,6 C 13,8 B 22,0 B
Test. 10,8 245 A44 A 71 2,2 333 A 31 13,2 A 18,4 B 44,7 A
Controle da podridao olho-de-boi (%) em dois ciclos
Fungicidas Frutos no ch&o Frutos na planta Infeccdo latente Camara fria Total®
06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08
Cs 40,0 432 93,6 14,1 100,0 0,0 26,7 266 506 33,7
OCo 30 320 43,1 51,7 0,0 56,6 0,0 320 6,2 351
HC 12,6 17,2 12,3 47,7 50,0 3,3 84 29,7 11,8 258
OCu 51 430 81,1 5172 0,0 16,6 150 645 251 50,6

K Tratamentos erradicantes avaliados: calda sulfocélcia (CS), oxicloreto de cobre (Oco), hidréxido de cobre
(HC), 6xido cuproso (OCu) e testemunha (Test.). * Valor obtido pelo somatério dos danos observados nos
frutos no chdo, frutos na planta e apés o periodo de trés meses em armazenamento frigorificado. "
Infeccéo detectada pela incubacéo de frutos assintomaticos a 25 °C por 30 dias. W Médias comparadas
pela diferenca minima significativa (DMS, P<0,05).

Todos os tratamentos possibilitaram uma vantagem econdmica no controle
da POB (Tabela 15). O uso de calda sulfocalcica, no ciclo 2006/07 foi, dentre os
tratamentos avaliados, aquele que apresentou o maior beneficio econémico. No ciclo
2007/08, os beneficios obtidos pelo uso dos fungicidas foram maiores do que no
ciclo anterior como resposta a maior incidéncia da doenca e das perdas por POB. O
retorno econdmico (rela¢é@o entre o beneficio obtido e o valor investido no controle)
foi dissociado do beneficio, onde o uso de oxicloreto de cobre a 0,5% foi o
tratamento que possibilitou o maior valor no ciclo 2007/08 (Tabela 15). Em estudos
de aerobiologia de Cryptosporiopsis sp. foi verificada relagdo entre a liberacdo de
propagulos do patdgeno com a ocorréncia de chuva (CORKE, 1967), sugerindo o
papel dos respingos de chuva na dispersédo dos ascdsporos e conidios do fungo. Os
dois ciclos avaliados nesse trabalho foram distintos quanto a distribuigdo, frequéncia
e volume de chuva o que, associado a ocorréncia de chuvas de granizo pode ter
estimulado um aporte maior de inéculo no ciclo 2007/08, uma vez que as lesdes
causadas pelo granizo entre os meses de agosto a dezembro atuariam efetivamente
como sitio infeccioso dado o periodo latente desse tipo de sintoma (4-5 meses)
(GROVE et al., 1992; HENRIQUEZ et al., 2006) possivelmente explicando a maior
densidade populacional de Cryptosporiopsis sp. na superficie dos frutos no ciclo
2007/08.
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Tabela 15. Andlise econdmica do uso de tratamentos erradicantes aplicados
durante o periodo de dorméncia das macieiras cv. ‘Pink Lady®‘. Vacaria-
RS. 2006/07 — 2007/08.

. -1\ X Retorno
Tratamento (dose p.c.) Beneficio (R$.ha") (R$retorno/R$investido) -
2006/07 2007/08 2006/07 2007/08
Calda sulfocélcica (3,0%) 2433,60 3926,00 33,34 53,78
Oxicloreto de cobre (0,5%) 301,60 4089,80 10,66 144,52
Hidréxido de cobre (0,3%) 569,40 3000,40 5,08 26,79
Oxido cuproso (0,3%) 1209,00 5891,60 11,57 56,38

Valor determinado pela diferenga nas perdas entre a testemunha (sem aplicacdo de inverno) e as perdas
nos tratamentos; considerando as perdas na testemunha iguais a R$ 4.802,00 e R$ 11.624.40, nos ciclos
2006-2007 e 2007-2008, respectivamente. "Valor determinado pelo quociente entre o valor investido (custo
de produto+custo de aplicagdo) e o beneficio.

As informagbes sobre a quantificag@o de indculo de Cryptosporiopsis sp. nas
macas em condi¢cdes naturais de infeccao estdo sendo relatadas pela primeira vez,
até onde se conhece. Assim como a determinacdo da relagcdo entre a populagao
epitifa em gemas e a incidéncia de POB, a qual poderd servir de parametro em
estimativas do potencial de danos. Os resultados aqui apresentados mostram que
ndo sO foi possivel detectar o inodculo na superficie dos frutos, mas que este
incrementou linearmente ao longo do tempo. Esse fato reforca a necessidade de
medidas para a redugdo do indculo inicial, pela aplicacdo de tratamentos
erradicantes no periodo de dorméncia do hospedeiro. A mais alta incidéncia de
POB no tratamento sem fungicidas aplicados na fase de dorméncia reforca a
importancia da estratégia utilizada neste trabalho, focada para a reducgao de inéculo
inicial como maneira de favorecer os tratamentos fungicidas realizados na fase de
maior suscetibilidade dos frutos.

Em pomares com baixa concentracdo de inoculo primario de Venturia
inaequalis a eficiéncia do controle de sarna da macieira € mais eficiente, pela
reducdo do in6culo primario pela decomposicéo ou trituracdo das folhas caidas no
chdo (SUTTON et al., 2000). A alta incidéncia da doenc¢a no segundo ciclo avaliado,
em valores acima daqueles comumente observados em outros anos, pode ser
devido aos eventos de granizo, uma situagao que ocorre com certa freqiiéncia no sul
do Brasil e que deve ser considerado como fator de risco da doenca. Considerando
a fase de laténcia no ciclo da POB, a reducgdo do in6culo primario bem como do
nimero de propagulos na superficie dos frutos no momento da colheita séo
consideradas chave na estratégia de manejo (EDNEY, 1960).

A incapacidade de discriminagdo entre os tratamentos quanto a incidéncia de
infeccOes latentes deve-se a alta variabilidade devida, em parte, aos baixos valores
observados e ao método de detecgdo uma vez que, mesmo com o controle de 100%
nas infeccdes latentes, o tratamento com calda sulfocalcica nédo diferiu dos demais
tratamentos (EMERY et al., 2000). Estimativas mais acuradas para a detec¢do das
infeccOes latentes de POB sdo necesséarias por implicarem diretamente no
monitoramento das primeiras infeccdes. A analise econdmica demonstra as
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vantagens no uso desta estratégia na reducéo das perdas ocasionadas por POB na
macieira principalmente sob condi¢cGes de maior favorabilidade & doenca, facilitando
o controle pré-colheita da doenca com fungicidas especificos em funcéo do risco
epidemioldgico (emissao de alertas).

3.5.3. Utilizac&o de fosfito de potassio no controle da podriddo olho-
de-boi em macas Pink Lady®

No experimento com tratamentos protetores durante os 45 dias anteriores a
colheita foram feitas cinco aplica¢des. Sintomas de fitotoxidez foram observados nas
plantas a partir da quarta aplicacéo, na forma de estiolamento leve nos &pices dos
ramos anuais. A incidéncia de frutos com sintomas resultantes de infecgdes latentes
foi reduzida em 57% e 35% pelos fungicidas no periodo final de maturagdo dos
frutos, incubados por 15 e 30 dias, respectivamente. No entanto, ndo houve
vantagem pela mistura de captana e fosfitos de potassio na redugéo das infeccdes
latentes quando comparados as aplicagdes simples (Tabela 16).

Tabela 16. Incidéncia de infec¢Bes latentes da podriddo olho-de-boi em magas
‘Pink Lady®’ provenientes de parcelas com diferentes tratamentos
fungicidas durante a fase final de maturacdo dos frutos. Vacaria, RS.

2007/08.

Tratamentos IncK:idéncia (%)

15 DAI 30 DAI
Fosfito de potassio 40-20 6,67 B' 40,00 B
Fosfito de potassio 30-20 10,83 B 38,33 B
Fosfito de potassio 40-20 + captana 14,17 B 41,67 B
Fosfito de potassio 30-20 + captana 11,67 B 36,67 B
Captana 11,67 B 41,67 B
Testemunha 25,83 A 61,67 A
C.V.(%) 39,46 11,06
F 6,04 14,71
P>F 0,003 <0,0001

Incidéncia de infecgdes latentes (%) em magas cv. ‘Pink Lady” detectadas a partir de frutos
assintomaticos e sem danos fisicos aparentes. " Tratamento prévio a incubagéo dos frutos, consistindo na
imersdo dos mesmos em &agua por 6 h, sendo entdo armazenados a 25 °C com fotoperiodo nulo. Y Amostras
que apds a colheita foram imediatamente incubadas nas mesmas condigdes. ¥ Dias apds a incubagao (DAI)
nas condicdes citadas. ZApIica(;c”Jes realizadas nos dias 26 de margo; 2, 9 e 17 e 28 de abril de 2008 em
pomar comercial da cv. ‘Pink Lady®. O critério de aplicagdo foi o acumulo de chuva (>30 mm) entre as
aplicag6es, sendo que quando ndo atingido este critério realizou-se aplicacdo semanal. " Dados médios de
quatro repeticdes compostas por 30 frutos cada. Médias seguidas por letras iguais nas colunas nédo diferem
entre si pelo teste de Waller-Duncan K ratio t (P<0,05).

O método de deteccdo de infecgBes latente permitiu relacionar tal dano com
os danos apo6s a fase final de frigoconservagédo (R2=0,49 P<0.05). Os sintomas de
POB foram predominantemente observados na fase de pés-colheita (Figura 21),
sendo que na colheita a incidéncia de POB na testemunha foi inferior a 8%. Os
tratamentos com fungicidas reduziram em 67% a incidéncia de POB na pds-colheita.
Nas misturas de fosfito de potassio com captana houve maior controle quando
comparados ao uso isolado de captana (Figura 21A). Com a protecdo permanente a
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partir dos 45 dias antes da colheita, a incidéncia da podriddo nos frutos da
testemunha colhidos e armazenados foi de 27%, e os melhores tratamentos
fungicidas e misturas reduziram em 65% a doenca (Figura 21B). A incidéncia da
podriddo em pdés-colheita nas magcés tratadas com a mistura do fosfito de potassio
30-20 com captana exerceu maior controle que a mistura do fungicida com fosfito
40-20 (Figura 21B).

A ocorréncia de POB é predominante na fase de poés-colheita, sendo que, nas
condicdes de campo essa € restrita aos frutos com ferimentos (VALDEBENITO
SANHUEZA et al., 2004) fato observado neste trabalho. O uso de fosfito de potassio,
em mistura ou em alternancia com fungicidas de modo de a¢&o diferente, aumenta a
eficiéncia de controle de doencas (REUVENI; REUVENI, 1998), além de reduzir o
risco de sele¢do de isolados resistentes e os custos de producdo. Isto €, citado no
manejo de oidio da mangueira (Oidium mangiferae) (REUVENI et al., 1998). Sendo
assim, destaca-se como uma tatica importante também no manejo de POB em
aplicacdes pré-colheita.

Todos os tratamentos fungicidas reduziram o nimero de propagulos de
Cryptosporiopsis sp. na superficie das macgéds, quando comparados a testemunha
(Figura 22). A mistura fosfito de potéssio + fungicida captana, apresentou 0 maior
efeito erradicante sobre a populagdo epifita do patdgeno (Figura 22). Este tipo de
acdo dos sais de fosfito foi verificado em estudo com zodsporos viaveis de
Phytophthora cinnamomi (WILKINSON et al., 2001) e com Plasmopora viticola em
videira (WICKS et al., 1991). A reducdo do numero de propagulos na superficie dos
frutos estda associada ao controle da podridao olho-de-boi (HENRIQUEZ, et al.,
2008).
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Figura 21. Incidéncia da podridédo olho-de-boi (POB) na colheita (A) e apos trés meses de

frigoconservagdo (B) em macgds ‘Pink Lady® provenientes de parcelas
pulverizadas com fosfito de potassio em diferentes combinacdes de P e K,
aplicado isoladamente ou em mistura com captana, além de um tratamento
testemunha sem aplicagbes de fungicidas no periodo final de maturagdo dos
frutos (45 dias prévios a colheita). Médias representadas pelas colunas,
seguidas por letras distintas, diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Waller-
Duncan k ratio t.
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Figura 22. Numero de UFC de Cryptosporiopsis sp. na superficie de magas ‘Pink
Lady®’ no momento da colheita provenientes de parcelas pulverizadas
com fosfito de potassio em diferentes combinagées de P e K, aplicado
isoladamente ou em mistura com captana, além de um tratamento
testemunha sem aplicacdes de fungicidas no periodo final de
maturacdo dos frutos (45 dias prévios a colheita). Médias
representadas pelas colunas, seguidas por letras distintas, diferem
entre si (P<0,05) pelo teste de Waller-Duncan k ratio t.

A utilizagdo de fosfito de potassio 40-20 em mistura com captana, com
aplicacdo imediatamente prévia a colheita (24 h) ndo afetou a incidéncia de POB no
momento a colheita, como era de se esperar (Figura 23A), entretanto reduziu os
danos ocasionados pela doenga, pela reducéo das infec¢cbes latentes estabelecidas
e dos danos em pés-colheita (Figura 23B e Figura 23C), baixando a incidéncia de
POB em 30% e 7,5%, respectivamente. A mistura também diminuiu em 66% do
numero de UFC do patdgeno sobre os frutos (Figura 23D). Os dados mostraram a
acao erradicante dos fosfitos, sendo esta uma tatica importante, para a redugdo de
danos em cultivos comerciais.



82 R. M. Valdebenito Sanhueza et al.

- 100 pP= 0,879 A P= 0][)(]4 B p= 0,0176 C p- 01003 D 400

s\\/ 80 + = Fosfito 40-20 + captana 9
oy = Testemunha r 300 2
0 . &
L iy
5 m g E
o]

AR 58
: w8
% 20 | | | ’—x—‘ ()-
c

= L m [ :

Aplicacdo de fosfito de potassio 24 h antes da colheita

Figura 23. Incidéncia da podriddo olho-de-boi (%) em frutos nas plantas (A),
infeccbes latentes (B), apds trés meses de frigoconservacdo (C) e
populagéo epifita de Cryptosporiopsis sp. nas macas (D) nas parcelas
com aplicagbes 24 h antes da colheita. Médias discriminadas pelo teste-
t (P<0,05).

O retardo da colheita causou maior dano pela POB (Figura 24A) com maior
efeito na incidéncia de infec¢Bes latentes e das podriddes em pds-colheita (Figura
24B e Figura 24C; P<0,0001), com aumento de 70% de danos na fase de
armazenagem. Conforme Prusky et al. (1991) a concentracdo de compostos
antifingicos relacionados a supresséo das infec¢des latentes de C. gloeosporioides
em abacate apresentam dinamica temporal, com decréscimo ao longo da maturagéo
dos frutos, onde, a partir de concentragdes subfungitoxicas hd a expressdo dos
sintomas. Tal processo pode ser responsavel pelo aumento na incidéncia de POB
com o retardo da colheita, assim como o estabelecimento das infec¢des pelos ciclos
secundarios do patdgeno causados pelas lesGes causadas pela infeccdo de danos
pelo granizo e/ou insetos. A densidade populacional epifita de Cryptosporiopsis sp.
sobre os frutos assintométicos ndo diferiu entre os dois momentos de colheita
(Figura 24D).
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24. Incidéncia da podriddo olho-de-boi (%) em frutos nas plantas (A),

Momento da avaliagdo (més)

UFC de
Cryptosporiopsis sp./fruto

em

frutos com infeccdes latentes (B), em frutos ap6s trés meses de
frigoconservacao (C) e populacdo epifita de Cryptosporiopsis sp. nas
magcas (D). Dados correspondentes as parcelas da testemunha sendo

as médias discriminadas pelo teste-t.

Em inoculagBes artificiais realizadas em pos-colheita, todos os fungicidas
reduziram o estabelecimento das infec¢c6es de Cryptosporiopsis sp. em magas ‘Pink
Lady®, representado pela menor AACPD para o progresso da necrose lenticelar
(Figura 25A). A utilizacdo, em mistura ou néo, dos fosfitos, indiferente & composicao,
apresentaram os melhores resultados, com redugdo média de 60% do numero de
lenticelas necrosadas quando comparados a frutos inoculados provenientes da
testemunha. O desenvolvimento da podriddo ndo foi afetado pelo tratamento
fungicida, indicando acdo de contato e ndo de profundidade dos fungicidas avaliados
assim como influencia do método de inoculagédo (Figura 25B).
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Figura 25. Area abaixo da curva de progresso de necrose lenticelar (AACPD) (A) e
diametro de lesdes de podriddo olho-de-boi em magas inoculadas por
imersdo em suspensdo de conidios (1 x 10° conidios/mL) (B). Frutos
provenientes das parcelas correspondentes aos tratamentos com
fungicidas durante o periodo final de maturagdo dos frutos. Colunas
representando as médias seguidas por letras distintas diferem entre si
(P<0,05) pelo teste de Waller-Duncan k ratio t.

O desenvolvimento das coldnias, obtido pelo indice de crescimento micelial
(IVCM) e pelo diametro final das colénias (mm) apresentaram relacdo de ordem
quadratica inversa a concentracdo de fosfito de potassio no meio de cultura
(R2>0,90*) indiferente ao pH de corre¢éo (Figura 26A e Figura 26B). O namero de
UFC nas placas também foi influenciado pela suplementagao de fosfito de potassio
ao meio de cultura, com ajuste a um modelo quadratico a concentragéo de fosfito no
meio de cultura, apresentando o maximo e o minimo de colénias por placa,
respectivamente, para a concentragdo de 0,250 pL/L com pH 2 e pH 7 (Figura 26C).

A acao in vitro de sais de fosfitos sobre a fisiologia dos patégenos, assim
como observado no presente estudo, € um indicativo da agado fungicida direta de tais
compostos (ARAUJO et al., 2008; FENN; COFFEY, 1884). Ao contrario do estudo
com C. gloeosporioides (ARAUJO et al., 2008) ndo houve efeito da corre¢do do pH
sobre o desenvolvimento de Cryptosporiopsis sp..



Caracterizacdo e controle das doencas de verao 85

O uso de fungicidas afetou aspectos fisico-quimicos dos frutos, como o pH e
a acidez titulavel do suco. A aplicacdo de fosfito de potassio 40-20, em mistura ou
nao com captana, bem como o uso isolado do fungicida protetor, reduziram o pH do
suco das macds quando comparado ao obtido das magds provenientes da
testemunha. Quanto a acidez titulavel, a mistura de fosfito de potassio 40-20 e
captana e aplicagdo exclusiva desse aumentou em 17% o teor de acido malico no
suco dos frutos, quando comparados a testemunha (Tabela 17). Os valores de teor
de agucar (14,75 + 0,59 °Brix), teor de amido (2,06 + 0,15) e presséo de polpa (18,70
+ 0,64 Ib) ndo diferiram entre os tratamentos.
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Figura 26.  Crescimento in vitro de Cryptosporiopsis sp. pela suplementacdo de BDA com
diferentes concentracdes de fosfito de potéassio 40-20 e dois ajustes de pH.
Pontos correspondentes a média de sete repeticGes compostas por trés placas
de Petri cada. Placas incubadas a 20 °C por 14 dias.
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Tabela 17. Andlise fisico-quimica de magds cv. ‘Pink Lady® submetidas aos
tratamentos fungicidas listados durante o periodo final de maturagdo
dos frutos (45 dias antecedentes a colheita). Analises realizadas apos
20 dias de armazenamento dos frutos em camara frigorifica (3 °C / UR
90%). Vacaria, RS. 2008.

Acidez titulavel”

y

Tratamento pH (% 4&c. malico)
Fosfito de potassio 40-20 3,38 BC' 6,98 AB
Fosfito de potassio 30-20 3,45 A 6,20 B
Fosfito de potassio 40-20 + captana 3,34 CD 7,18 A
Fosfito de potassio 30-20 + captana 3,44 AB 6,60 AB
Captana 3,30 D 7,43 A
Testemunha 3,46 A 6,13 B

C.V.(%) 1,28 7,84

F 9,60 4,01

P>F 0,0003 0,0165

YLeitura realizada com solugdo de 10 mL do suco de cinco magas adicionado a 90 mL de agua
destilada para cada repeticdo. Leitura em peagametro (Digimed DMPH 2). “Valor determinado por
titulometria com NaOH a 0,1 N até pH 8,1 a partir de uma solugédo de 10 mL do suco de cinco magés
adicionado & 90 mL de agua destilada para cada repeticdo. ¥ Dados médios de quatro repeticdes. Médias
seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Waller-Duncan K ratio t (P<0,05).

Outros estudos com fosfito de potassio em macas em aplicagbes em pos-
colheita ndo consideraram a acdo de tais sais nos atributos fisico-quimicos dos
frutos (BLUM et al., 2007; BRACKMANN et al., 2004; BRACKMANN et al., 2007;
CAMPOS et al., 2003a). As alteragdes nas caracteristicas quimicas dos frutos, no
presente estudo, ndo apresentaram correlagdo com a incidéncia da podriddo (r=0,03
P=0.567).

Os tratamentos fungicidas realizados em pré-colheita ndo influenciaram a
atividade enziméatica de PO e FAL nos frutos (Tabela 18). Para PO houve interagao
tripla entre os tratamentos, data de amostragem e inoculacdo dos frutos com
Cryptosporiopsis sp., como funcdo do efeito da data de amostragem sobre os
valores da atividade de PO, visto a ndo significancia estatistica individual do
tratamento (T) e inoculacéo (1) sobre a variacdo (Tabela 18).
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Tabela 18.  Atividade enzimatica em magés ‘Pink Lady®™ pulverizadas durante o periodo final
de maturacdo com fosfitos de potassio e captana (tratamentos) avaliados quanto
as enzimas peroxidade (PO) e fenilalanina aménia-liase (FAL) em duas datas de
amostragem (data) com o confronto (inoculagdo) com Cryptosporiopsis sp. ou
ndo. Vacaria, RS. 2007/08.

Quadrado médio

Fonte de variacéo G.L.(P.O) G.L. (FAL) PO FAL
Tratamento (T) 5 6 2,0741 0,0135
Data (D) 1 n.a. 46,3649** n.a.
Inoculagéo (1) 1 1 0,0988 1,2788**
Bloco (B) 2 2 0,2963 0,0239
TxD 5 n.a. 3,4612 n.a.
TxlI 5 5 0,9152 0,0128
DxlI 1 n.a 10,5460* n.a.
TxDxl 5 n.a. 6,5163** n.a.
Residuo 32 22 2,1117 0,0222
C.V.(%) 17,41 19,57

**Significancia estatistica com P<0,01.
"*Causa de variagio néo avaliada.

Na segunda data de amostragem, 14 dias apds a primeira, houve um
decréscimo de 20% na atividade enzimatica de PO (Figura 27A). Entre as causas
de variagdo relacionadas no experimento na atividade enzimética de FAL, apenas a
inoculagdo com Cryptosporiopsis sp. afetou os valores desta enzima (Tabela 17),
onde o confronto com o patégeno determinou uma maior atividade da FAL nos frutos
(Figura 27B). O acréscimo na atividade da FAL pode ser considerado como um
indicador de resisténcia, por que esta enzima é requerida para a sintese de fendis
associados com resisténcia (NICCHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Mas para
gue esta hipotese seja correta, € importante que haja interagdo especifica do
hospedeiro e patégeno, com a producdo de compostos fendlicos e a sincronizagdo
da variedade de respostas do hospedeiro no processo de infec¢do, o qual é
relacionado com o tempo de desenvolvimento do patégeno (CAMPOS et al., 2003a).
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Figura 27. Atividade de enzimas peroxidase em duas datas de amostragem (A) e fenilalanina
amonia-liase em macas ‘Pink Lady™ sadias ou inoculadas com Cryptosporiopsis
sp. Vacaria, RS. 2007/08.
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A auséncia de relagdo entre o uso dos fosfitos de potassio para o controle da
murcha-de-verticillium (Verticillium dahliae) e os mecanismos de defesa é citado em
mudas de cacaueiro (RIBEIRO JUNIOR et al., 2006), no estudo os autores ndo
encontraram indugdo na atividade de PO pela pulverizagdo de fosfito de potassio na
dose de 1,25 mL/, no entanto tal dose foi fungitoxica, reduzindo a viabilidade de
esporos do patdégeno e o progresso da doenga. A relagdo entre PO e FAL e a
suscetibilidade do hospedeiro a fitopatbgenos é bem descrita e conhecida na
literatura (CUI et al., 1996; KAO, 2003), sendo que tais enzimas tém a atividade
determinada pela idade do tecido do hospedeiro assim como pela a¢éo de indutores
biéticos e abioticos (CAMPOS et al., 2003b, GUERRA, 2007; REUVENI et al., 1998;
WALTERS et al., 2005), mas no presente estudo, tal comportamento ndo foi
influenciado pelo uso dos fosfitos de potassio.

3.6. Experimento 6: Analise por microscopia de varredura do processo
de infeccdo das macgads por Cryptosporiopsis
perennans

3.6.1. Avaliar lesBes de C. perennans em frutos inoculados utilizando
microscopia eletrénica de varredura

As analises por microscopia eletronica de varredura mostraram colonizagdo
das lenticelas em magés 'Maxi Gala' inoculadas com C. perennans, com crescimento
profuso de micélio (Figuras 28A e 28C) e esporulacdo do patogeno (Figuras 28B e
28C). Em magas 'Fuji Kiku', além da colonizacdo das lenticelas, observou-se
formacgéo de micélio na epiderme (Figura 28D). Em macés 'Cox's Orange Pippin' foi
observado que a penetracdo deste patégeno pode ocorrer pelas aberturas naturais,
como a calicinal e a peduncular, e também através das lenticelas, visto que nesses
pontos ele desenvolve a podriddo quando inoculado (EDNEY, 1956). Todavia,
nenhum estudo mostrou a colonizacdo da epiderme sem ferimento, como observado
em magas 'Fuji Kiku' neste estudo. Esta informacédo é importante, pois a epiderme,
que corresponde a camada mais externa de células no fruto e seria a principal
barreira contra patégenos, pode representar importante via de infeccao de C.
perennans, mesmo quando ndo ha ferimentos. O estaddio de maturacdo avancado
dos frutos 'Maxi Gala' e 'Fuji Kiku' (4 e 7 meses em AC, respectivamente) e a
temperatura de incubacgéo (22°C) provavelmente facilitaram a infec¢éo e colonizagao
de C. perennans, que sdo favorecidos com o aumento no tempo de armazenamento
dos frutos e em temperaturas proximas de 20°C (EDNEY, 1956).

Os conidios de C. perennans podem estar presentes nas lenticelas apds a
colheita, mesmo em frutos provenientes de pomares protegidos quimicamente
durante o ciclo vegetativo, ja que essas estruturas restringem o acesso de fungicidas
(EDNEY, 1970). Os conidios deste patdgeno tendem a aderir nas lenticelas e nas
rachaduras da cuticula (DUGAN et al.,, 1993), mas os autores ndo relatam a
possibilidade dos conidios serem gerados nas lenticelas como mostram os
resultados deste trabalho. Essa constatacdo justifica o uso de controle cultural e
quimico no campo, preferencialmente em associagcdo com métodos de controle pos-
colheita (fisicos, quimicos e bioldgicos), visando diminuir a populacdo de C.
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perennans presente na superficie dos frutos. Nao foram observadas diferencas na
colonizacédo da epiderme de macgas 'Maxi Gala' entre os métodos de inoculagéo, e
nem entre cultivares, o que concorda com os resultados de pesquisas anteriores,
que demonstraram ndo haver diferencas de suscetibilidade entre cultivares de
magas a infecgdo de C. perennans (EDNEY, 1956).

Figura 28. Colonizacéo da superficie de macés 'Maxi Gala' (A, B e C) e 'Fuji Kiku' (D)
apos inoculagdo com C. perennans. Em magas 'Maxi Gala' observa-se a
presenca de micélio (A) e micélio + conidios (B e C) nas lenticelas,
enquanto que em macas 'Fuji Kiku' observa-se a formagdo de micélio
nas lenticelas e tecido adjacente (D).

3.6.2. Avaliar lesdes de C. perennans em frutos inoculados utilizando
microscopia eletrénica de transmisséao

A Técnica ndo se mostrou eficiente para constatar a interrrelacdo do
patégeno com o hospedeiro por isto foi decidido documentar a infeccdo com
microscopia eletrOnica de varredura.
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3.7. Experimento 7: Avaliacdo do efeito de protetores solares

No més de janeiro, apds a data de ensacamento dos frutos ndo ocorreram
dias com temperaturas criticas para queima de sol em macgads (dados néo
mostrados). Na Tabela 19 observa-se que no més de fevereiro ocorreram quatro
dias com temperaturas criticas para dano de sol em macas, enquanto que no més
de margo, até a data da colheita, um dia apresentou condi¢éo para dano de sol.

Tabela 19. NUumero de horas com temperatura criticas e préximo de critica.

DADOS DE TEMPERATURA - POMAR 'FUJI

Data acimade 27°C acimade 30°C
6/fev 6h 3h30min
7Ifev 4h45min 0

8/fev 4h15min 1h15min
15/fev 7h45min 3h15min
18/fev 4h45min 1h45min
19/fev 5h45min 1h30min
22/fev 5h15min 15min
8/mar 6h15min 3h00min

Na data do primeiro desensacamento (07/02) percebe-se que ocorreram
4h45min com temperatura acima de 27°C, sendo que o minimo para causar dano de
sol em frutos sdo 5h com esta temperatura. Enquanto isso na segunda data de
desensacamento (15/02) observa-se que as temperaturas tiveram potencial para
ocasionar dano de sol em frutos (7h45min acima de 27°C e 3h15min acima de
30°C).

Os danos ocorreram tanto nos frutos ensacados como em ndo ensacados
(Tabela 20), sugerindo que a escaldadura por sol é causada pela temperatura e ndo
pela exposicdo ao sol (Radiagéo).

Tabela 20. Nivel de dano e tratamentos em frutos ‘Fuji’ expostos ou ndo ao sol em
periodos diferentes.

P TRATAMENTO

SEM DANO (0) 29 10 8 8
DANO 1 9 8 11 11
DANO 2 4 6 10 5
DANO 3 3 4 8 8
DANO 4 1 2 0 8
DANO 5 (NECROSE) 0 1 0 8
TOTAL 46 31 37 48
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Inoculacdo de Botryosphaeria dothidea e Cryptosporiopsis perennans em
magcas ‘Fuji’ e ‘Pink Lady’ que receberam tratamento com protetor solar e ndo. Na
colheita, a area exposta ao sol foi marcada com uma canetinha preta e a area nao
exposta com outra cor facil de identificar. A inoculacédo foi nos dois lados do fruto
(lado exposto e ndo). Os frutos ndo ficaram expostos a temperaturas elevadas apds
a colheita. Cada parcela foi composta de 3 frutos/planta, totalizando 48 frutos para
cada tratamento (pois em cada tratamento estdo sendo utilizadas 16 plantas — 4
parcelas de 4 plantas), sendo que foram 4 tratamentos e portanto 12 frutos/planta
(total 192 frutos), cujos tratamentos e inoculagBes sdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21. Tratamentos e as inoculagdes utilizadas.

Tratamento Inoculagéo n°de frutos incubacao Avaliacdo
Raynox 5% Cryptosporiopsis 48 13 dias 14, 2:!. e 28 d|§s apos
perennans inoculacédo
Raynox 5% Botryosphaena 48 13 dias 14, 21 e 28 dlgs apos
dothidea inoculacao
. 14, 21 e 28 dias ap6s
0 )
Raynox 5% BDA 48 13 dias inoculacio
Raynox 5% papel 48 13 dias 14, 2:!' e28 d“?S apos
inoculacé@o
Raynox 2.5% Cryptosporiopsis 48 13 dias 14, 2; e 28 dlz’ilS apos
perennans inoculagéo
Botryosphaeria . 14, 21 e 28 dias apo6s
0,
Raynox 2.5% dothidea 48 13 dias inoculacédo
Raynox 2.5% BDA 48 13 dias 14, 21 e 28 dias ap6s
inoculacédo
Raynox 2.5% papel 48 13 dias 14, 2; e28 d'ilS apos
inoculacao
Testemunha - Cryptosporiopsis . 14, 21 e 28 dias apos
48 13 dias ) =
sem tratar perennans inoculacédo
Testemunha - Botryosphaerla 48 13 dias 14,21e28 dIEES apoés
sem tratar dothidea inoculacao
Testemunha - BDA 48 13 dias 14, 2; e 28 dlz’ilS apos
sem tratar inoculagéo
Testemunha - . 14, 21 e 28 dias ap6s
sem tratar papel 48 13 dias inoculacédo

Foi observado aumento das podriddes nas areas internas dos frutos o que
sugere a ocorréncia de acumulo de substéncias de defesas na parte expostas ao
sol. Os dados de temperaturas foram coletados no SISALERT (Simulacdo de
Sistema de Alerta), os quais séo coletados em estacdes meteorolédgicas distribuidas
nos pomares da regido (Tabela 22).
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Tabela 22. Dias com temperaturas acima de 27°C por mais de 5 h ou acima de
30°C por mais de 3 h nos dois pomares experimentais.

DIAS DE TEMPERATURAS CRITICAS

Més
FUJI RASIP PINK LADY® SCHIO
dez/07 9 9
jan/08 6 5
fev/08 8 4
mar/08 3 3
Total 26 21

O més de dezembro foi 0 que mais acumulou dias com potencial para causar
dano de sol em macas, ou seja, mais dias com temperaturas acima de 27°C por
mais de 5 horas ou acima de 30°C por mais de 3 horas.

3.8. Experimento 8: Avaliagdo do efeito da temperatura e periodo de
molhamento foliar na severidade da MFG

Efeito de temperatura e molhamento foliar na severidade da Mancha
Foliar da Gala

A 12°C, nenhum sintoma ocorreu nas plantas submetidas a 48 h de PMF
(Figura 29 A). A auséncia de sintomas com 48 de PMF a 12°C também é relatada no
patossiste maC. lindemuthianum: feijoeiro (TU, 1992). As lesBes, na forma de
pontuagfes minlsculas, s6 foram observadas nas plantas submetidas a 72 h de
molhamento foliar (PMF), maior periodo testado, resultado que ratifica os anteriores
(KATSURAYAMA; BONETI, 1999; HAMADA, 2005). Por outro lado, a severidade da
MG nesta temperatura pode aumentar com o aumento do PMF de 72 h para 96 h ou
mais (HAMADA, 2005). Entretanto, PMF de 72 h continuas a 12°C é um evento raro,
mesmo nas regides pomicolas mais altas, além de que, nesta temperatura, C.
gloeosporioides relacionado com esta doenga necessitar de 7 ou mais dias para
produzir os conidios in vitro e mais 3 dias para a producdo de apressorios
melanizados (KATSURAYAMA et al., 1999).

A 14°C, nivel significativo de doenga (>1%) s6 foi observado com 48 h de
PMF (Figura 29B). Para os PMF de 20 a 24 h o indice de severidade da MFG (IS)
variou entre 0,05% e 0,15%. E nas plantas submetidas a 48 h e 72 h de PMF os IS
foram de 0,5% e 3,5%, respectivamente. indices maiores podem ser obtidos
submetendo-se as plantas aos PMF mais longos que os testados, 96 h, por exemplo.
Porém, este aumento deve-se muito mais a expansao da lesdo devido ao estresse
causado pela permanéncia das plantas por longo tempo em ambiente escuro e
Uumido do que ao aumento no nimero de les6es (dados ndo apresentados).

A 16°C, nenhuma lesdo foi observada com 12 h de PMF (Figura 29C).
Algumas les0es, observadas a partir de 16 h de PMF, aumentaram linearmente até o
maior PMF testado, de 72 h. Com base nos estudos de campo, a temperatura em
torno de 16°C é considerada limiar para o aparecimento da doenga nos pomares
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(KATSURAYAMA; BONETI, 2003). Com 48 h de PMF o IS foi em torno de 10%. Do
mesmo modo que relatado por Crusius (2000), a 18°C a infecgdo ocorreu a partir de
16 h de PMF (Figura 29D). Entretanto, 1S>1% so6 foi observado nas plantas
submetidas a 24 h ou mais de PMF e IS de 10% s6 foi atingido com PMF > 42 h.

O sintoma a 20°C foi observado com 10 h de PMF, porém sé foi significativa
(1S>1%) com 12 h ou mais de PMF (Figura 29E). Requerimento de 10 h ou mais de
PMF para infec¢do estd mais de acordo com os dados de outras doengas como a
antracnose das leguminosas (LENNE, 1992) e do tomateiro (DILLARD, 1992) que o
de 6 h relatado por Crusius et al. (2002) para a MFG. Esta diferenga pode estar
relacionada a metodologia do ensaio. No nosso ensaio, logo que completado o PMF
estabelecido, as plantas foram levadas para o fitotron a 50% de UR onde foram
mantidas durante 30 min para acelerar o secamento das folhas e, entéo, transferidas
para a sala de crescimento regulada na mesma temperatura do ensaio. A adocéo
desse passo foi devido a constatagdo de que as plantas, apos retiradas da camara
Uumida, continuarem molhadas por longo periodo, principalmente a noite ou quando a
umidade relativa do ar é alta, interferindo nos resultados dos ensaios.

A 22°C, a infec¢do ocorreu também a partir de 10 h de PMF, porém IS de
10% s6 foi observado nas plantas submetidas a 30 h de PMF (Figura 1F). A 24°C, a
infeccdo (IS = 0,08%) foi observada em plantas submetidas a 8 h de PMF, e quando
submetidas a 18 h de PMF o IS passou de 10% (Figura 29G). Finalmente, a 26°C,
maior temperatura testada, a curva de severidade praticamente ndo diferiu da
observada a 24°C. IS de 10% foi observado em plantas submetidas a 24 h de PMF.
A andlise de regresséo linear simples da severidade, para as temperaturas e
periodos de molhamento foliar testados € apresentada na Figura 29H. Maior
coeficiente angular foi observado a 22°C, o que significa que a doenca (proporgéo da
area foliar lesionada) respondeu mais ao aumento do PMF (Tabela 23). Nao se
visualizou diferenca significativa entre os coeficientes b (angular) das temperaturas
de 14°, 16° e 18°C. O mesmo ocorreu entre 24° e 26°C.

Tabela 23. Coeficiente angular (b) e severidade da Mancha Foliar da Gala estimada
para o periodo de molhamento foliar (PMF) de 72 horas.

Temperatura Coeficiente Constante R? Severidade® da MG
(°C) angular (b) (a) (PMF =72h)
12 0,0752 -0,1803 0,7157 1,7
14 0,5068 -1,87 0,8362 11,3
16 0,5054 -3,1521 0,7885 19,4
18 0,4923 -3,6337 0,8956 26,1
20 0,5534 -2,5049 0,6301 31,5
22 1,0448 -5,6509 0,9152 354
24 0,7863 +4,2617 0,7674 37,9
26 0,8078 -1,4213 0,7281 38,9

PEstimada com a equagdo Y = -91,496942 + (7,850882°T) + (0,242834*PMF) + (-0,177027°T*T) +
(0,021337*T*PMF) + (-0,002206*PMF*PMF).
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Um modelo (indutivo) de previsdo para Mancha Foliar da Gala

Com os dados de severidade estimada para cada interacdo entre
temperatura e PMF obteve-se a seguinte equacgdo: Y = -91,496942 + (7,850882*T) +
(0,242834*PMF) + (-0,177027*T*T) + (0,021337*T*PMF) + (-0,002206*PMF*PMF),
representada na Figura 30.
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Figura 30. Efeito da temperatura e periodo de molhamento foliar na severidade da
Mancha Foliar da Gala. S&o Joaquim, SC. 2009.

Os dados meteorolégicos de Frei Rogério, SC, coletados a cada 30 min,
foram processados com equagdo acima e comparados com 0 modelo empirico
atualmente em uso. Ambos modelos, empirico e indutivo, indicaram o primeiro
periodo critico da doengca em meados de outubro/08. Entretanto o novo modelo
acusou com um dia de antecedéncia, tempo significativo para os sistemas de
previsdo. Além disso, em outubro, o modelo empirico acusou dois periodos
favoraveis e o indutivo, trés, sendo dois deles coincidentes.

Nenhum periodo critico foi acusado em novembro/08 por ambos modelos
comparados, porém, em dezembro/08, o modelo indutivo acusou trés periodos
distintos e o empirico apenas um e, em janeiro/09, quatro contra um, com tendéncia

do novo modelo detectar mais periodos criticos, principalmente em temperaturas
mais elevadas.
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CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES FINAIS

Os resultados obtidos recomendam monitorar a presenca do patégeno
(Colletotrichum gloeosporiodes) em areas conhecidas como focos iniciais
da doenga dos pomares utilizando coletores de agua de chuva para
detectar a presenca de C. gloeosporiodes.

O modelo EECd e o de Fitzell poderéo ser utilizados como método de alerta
para o momento da pulverizagdo uma vez que o controle conferido a planta
ndo difere do método padrdo com aplicacdes semanais. Estes métodos
também proporcionam reduc¢do do nimero de pulverizagdes.

A pulverizacdo aos seis DAl com ulvana reduz significativamente a
severidade da MFG, em folhas superiores de macieira que sdo as mais
suscetiveis a doenca. A germinagdo de conidios ndo é afetada pela ulvana.
Plantulas suscetiveis tratadas com ulvana tiveram maior atividade da POX
as 72 HAI, em relacéo as testemunhas. A atividade de GLU nao foi alterada
pela pulverizagdo de ulvana.

Plantulas com resisténcia inata ndo afetaram a germinagdo de conidios.
Plantulas com resisténcia inata apresentaram maior atividade de POX as 24
e 72 HAI, comparado as testemunha. Plantulas resistentes ndo alteraram a
atividade da GLU.

O fosfito de potéssio ndo induz resisténcia e possui acdo curativa aplicado
até 48 horas apos a infecgao contra C. gloeosporioides em macieira.

Existe uma grande variabilidade morfo-fisiologica entre os isolados e entre
0s grupos de Cryptosporiopsis sp estudados;

Os grupos (Grupo | e Grupo II), caracterizados geneticamente pela analise
da regi@o ITS-rDNA, apresentaram diferengcas morfo-fisiologicas
significativas e a variavel que mais influenciou na diferenciagdo dos grupos
foi o efeito da temperatura de 5°C sobre o crescimento micelial e
esporulacao;

Os isolados Cp8 e Cp5, considerados padrées do grupo | e |l
respectivamente, séo diferentes entre si e diferentes dos outros isolados,
sendo que através da analise genética, houve indicagfes de serem
espécies diferentes.

Toda esta variabilidade genética e morfo-fisiolégica sugere que o manejo
fitossanitario para o controle da podriddo-olho-boi deve ser indicado de
acordo com a espécie e seus variantes que ocorrem na regido para evitar
gue as técnicas de controle utilizadas sejam eficientes.

Tratamento de inverno em pomares de macieiras com os fungicidas calda
sulfocalcica e oxicloreto de cobre durante o periodo de dorméncia das
plantas deve ser considerado uma estratégia de manejo da podridao olho-
de-boi por promover a reducdo do indculo de Cryptosporiopsis sp. em
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cancros de ramos, o0 que, associado com aplicacdes de fungicidas nos dois
meses anteriores a colheita, promovem controle eficiente e econémico da
podriddo olho de boi.

v Os fosfitos de potassio tem acéo fungitéxica direta sobre Cryptosporiopsis
sp., sendo o seu uso recomendado em programas de manejo integrado da
podriddo olho-de-boi, principalmente pela capacidade de reduzir a
populacéo epifita na superficie das magas. A fenilalanina amonia-liase ndo
aumentou nos frutos tratados com fosfitos.

v' Em magcéds inoculadas com C. perennans, observa-se colonizagdo e
esporulagdo principalmente nas lenticelas, bem como colonizagéo entre as
lenticelas.

v O modelo gerado neste estudo é capaz de acusar maior nimero de
periodos criticos da Mancha Foliar da Gala. Além disso, antecipa em
algumas horas a determinacdo deste periodo em relagdo ao modelo
empirico, atualmente em uso. O novo modelo processa os dados
meteorolégicos com simplicidade, resultando em menor erro na
interpretagdo do risco. Associado ao modelo em uso é possivel prever com
maior confiabilidade os periodos criticos da doenga.
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