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1 RESUMO

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma espécie oleaginosa
tropical, sendo o 6leo extraido de suas sementes um dos mais versateis da natureza e com
inimeras aplicacdes industriais. Embora ainda seja uma espécie rustica, ela estd sujeita a
diversas doencas, dentre elas o mofo-cinzento, causada pelo fungo Amphobotrys ricini. O
melhoramento genético seria a melhor alternativa para o controle da doen¢a, mas demanda
tempo para se obter cultivares resistentes. Dessa Maneira, o uso de métodos de controle
baseado em métodos quimicos, alternativos ou bioldgicos mostra-se vidvel em curto prazo.

O objetivo do trabalho foi estudar a eficiéncia de controle do mofo-
cinzento, na cultura da mamoneira, utilizando-se de métodos quimico, alternativo e bioldgico.
Para tanto, foram verificados, in vitro, a eficiéncia de diferentes meios de cultura na
esporulacdo do patégeno e do antagonista C. rosea. Verificou-se, também, a producio de
esclerédios do patégeno nos meios. Quanto a eficiéncia dos métodos, verificou-se, in vitro, a
eficiéncia deles na inibi¢do do crescimento micelial e da germinagdo dos conidios do
patégeno. Apds desenvolver e validar uma escala diagramética de avaliagdo de severidade da
doenca em racemos de mamoneira, verificou-se a eficiéncia de aplicacdo do antagonista C.
rosea em frutos destacados da mamona inoculados com o patégeno. Em plantas submetidas a
condic¢des de estufa e em campo, verificou-se a eficiéncia dos métodos no controle da doenca
causada por A. ricini

Quanto a esporulacdo, o melhor meio de cultura para o patégeno foi
V8-20%, obtendo 5,7 x 10° conidios/mL. Para o antagonista C. rosea, o melhor meio foi o TJ-
5% (Suco de Tomate), produzindo 4,41 x 10° conidios/mL. O tnico meio que propiciou
abundante producao de esclerddios de A. ricini foi o aveia-agar.

Quanto a inibi¢do do crescimento micelial do patégeno, os melhores
tratamentos com os Oleos essenciais foram os com a base de C. martini e C. zeylanicum nas
cinco concentragdes testadas. Em ambos os 6leos, o didmetro médio das coldnias ficou em 0,7
cm contra a média de 4,79 cm da testemunha. Com os fungicidas, nas quatro concentracdes
testadas, os mais eficientes foram os ingredientes ativos tiofanato metilico, carbendazim,
tebuconazole e iprodione. O EDs, destes fungicidas ficou < lul/L, atestando 100% de

inibicao do crescimento micelial em todas as concentracdes. Quanto a inibi¢do da germinagdo



dos conidios de A. ricini, os fungicidas tebuconazole e clorotalonil foram os melhores em
todas as concentracdes testadas, sendo a média dos conidios germinados destes fungicidas de
0,0 e 0,15%, respectivamente, contra 100% da testemunha. J4 os melhores dleos esséncias
foram os a base de C. martini e C. zeylanicum em todas as concentragdes testadas, sendo a
média dos conidios germinados de ambos os 6leos de 0,00% contra 100% da testemunha. A
escala diagramdtica desenvolvida foi validada, pois as estimativas visuais de severidade (R?)
entre os avaliadores com auxilio da escala foram de 92 a 97%, com média de 94%, contra a
média de 80% sem o uso da escala.

A melhor aplicagdo do antagonista C. rosea em frutos destacados de
mamona, da cultivar AL-Guarany e do hibrido Lyra, independentemente de haver ou nao
ferimentos, foi de maneira preventiva.

Tanto nas aplicacdes em estufa quanto no campo, o tratamento com o
fungicida iprodione foi o melhor quanto ao controle da doenca quando comparados com 0s
tratamentos bioldgico e alternativo. Em estufa, a porcentagem média de folhas doentes no
tratamento com iprodione foi de 0,0% contra 50,47% na testemunha inoculada. Em condig¢des
de campo, a severidade média da doenga com o tratamento com iprodione foi de 15,76%

contra 95,81% na testemunha inoculada.

Palavras-chave: mamona, controle, antagonistas, doenga, extratos vegetais e fungicidas.



CONTROL OF GRAY MOLD (Amphobotrys ricini) ON CASTOR BEAN (Ricinus communis
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SUMMARY

The castor bean (Ricinus communis L.) is a tropical oily species, and
the oil extracted of its seeds is one of most versatile of the nature, with many industrial
applications. Even being a rustic species, it still subjects to several diseases, between them the
gray mold, caused by the fungus Amphobotrys ricini. The genetic breeding would be the best
alternative for the disease control, but spend time to get a resistant cultivar. In this way, the
use of methods of control based on chemical, alternative or biological methods shows viable
in short time.

The aim of this work was to study the efficiency of the control of gray
mold, on castor bean crop, using chemical, alternative and biological methods. Therefore, they
had been verified, in vitro, the efficiency of different culture medium in the pathogen
sporulation and the antagonist C. rosea. The sclerotia production in the culture medium can be
also verified. About the efficiency of the methods, in vitro, the inhibition of the mycelial
growth and germination of conidia was verified. After to develop and to validate a
diagrammatic scale of evaluation of severity of the disease in racemes of castor bean, the
efficiency of application of the antagonist C. rosea in inoculated fruits detached of castor bean
with the pathogen was verified. In plants submitted to greenhouse and field conditions, the
efficiency of the methods in the control of the disease caused by A. ricini was verified

About the sporulation, the optimum culture medium for the pathogen

was V8-20%, getting 5,7 x 10° conidia/mL. For the antagonist C. rosea, the optimum culture



medium was TJ-5% (Tomato juice), producing 4.41 x 10° conidia/mL. The only one culture
medium that propitiated abundant sclerotia production of A. ricini was oats-agar.

About the inhibition of the mycelial growth of the pathogen, the best
treatments with essential oils were that based on C. martini e C. zeylanicum in the five tested
concentrations. In both oils, the average diameter of the colonies was 0,7 cm against the
average of 4,79 cm of check treatment. With the fungicides, in the four tested concentrations,
most efficient active ingredients were methylic tiofanato , carbendazim, tebuconazole and
iprodione. The EDs, of these fungicides were < 1ul/L, certifying 100% of inhibition of the
mycelial growth in all concentrations. About the inhibition of the conidia germination of A.
ricini, the fungicides tebuconazole and clorotalonil were best in all the tested concentrations,
being the average of the conidia germinated of these fungicides were 0,0 and 0,15%,
respectively, against 100% of the check treatment. Already the best essential oils were that
based on C. martini e C. zeylanicum in all the tested concentrations, being the average of the
conidia germinated of both oils of 0,00% against 100% of the check treatment. The developed
diagrammatic scale was validated, therefore the visual estimates of severity (R?) between the
appraisers with aid of the scale were of 92 to 97%, with average of 94%, against the average
of 80% without the use of the scale.

The best application of the antagonist C. rosea in fruits detached of
castor bean, of AL-Guarany cultivar and the hybrid Lyra, independently having or not
wounds, was in preventive way.

As much in the greenhouse applications as at field, the treatment with
the fungicide iprodione was optimum on the disease control when compared with biological
and alternative treatments. In greenhouse, the average percentage of the sick leaves in the
treatment with iprodione was of 0,0% against 50,47% of the inoculated check treatment. In
field conditions, the average severity of the disease in the treatment with iprodione was

15,76% against 95,81% of the inoculated check treatment.

Keywords: castor bean, control, antagonists, disease, vegetal extracts and fungicides.



3INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.), também conhecida como
carrapateira ou ricino, € uma espécie de origem tropical que vegeta naturalmente desde a
longitude 40° Norte até 40° Sul. O 6leo extraido de suas sementes é um dos mais versateis da
natureza, com inimeras aplicacdes industriais (CHIERICE e CLARO NETO, 2001).

Embora seja uma planta com grande capacidade de adaptacdo as mais
diferentes regides do mundo, a mamoneira estd sujeita a doengas causadas por diversos
microorganismos, 0s quais causam grandes prejuizos econdmicos, principalmente quando as
condi¢des climdticas lhes sdo favordveis (FORNAZIERI JUNIOR, 1986; SAVY FILHO,
1999).

Entre essas doencas, pode-se destacar o mofo cinzento, causado pelo
fungo Amphobotrys ricini (Buchw.) Hennebert, como uma das mais importantes, pois causa
grandes prejuizos a produgdo, destruindo inflorescéncias e racemos, € assim reduzindo a
producdo de 6leo pela diminuicao dos frutos colhidos (LIMA et al., 2001).

O melhoramento genético vegetal ¢ um mecanismo que visa a
obtencdo de materiais que apresentem caracteristicas agronOmicas superiores as de seus
genitores, sendo que dentro dessas caracteristicas destacam-se aumento de produtividade,
precocidade de desenvolvimento e resisténcia ao ataque de doengas, entre outras, sendo tudo

isso possivel através da selecdo de gendtipos superiores. Entretanto, apesar do melhoramento



mostrar-se como alternativa ideal, no controle do mofo cinzento, o mesmo esbarra em fatores
primordiais para a cultura, como fonte de resisténcia para a doenca e também em tempo hébil
para os cruzamentos e testes de progénies. Dessa maneira torna-se interessante um
direcionamento das pesquisas para o controle alternativo e quimico dessa doenga.

Segundo Cook e Baker, citados por Schwan-Estrada, Stangarlin e Cruz
(2000), o controle biolégico pode ser definido como o controle de um microrganismo através
da acdo direta de um outro microrganismo antagdnico, o qual pode atuar por meio de
antibiose, parasitismo, competicdo, preda¢ao ou hipoviruléncia.

Dentre os agentes de controle biologico, o fungo filamentoso
Clonostachys rosea surgiu como um eficaz e versdtil antagonista em estudos no final da
década de 80, para controlar Botrytis cinerea (SUTTON et al., 1997; SURGEONER, 1998;
(PENG; SUTTON; KEVAN, 1992). O antagonista Clonostachys tem gerado grande interesse
entre produtores e pesquisadores nos diversos paises onde ele ocorre, entre eles o Brasil
(SURGEONER, 1998). Testes comerciais na América do Sul e pesquisa no Canada e nos
EUA sugerem que C. rosea é uma alternativa vidvel ao uso de fungicidas para o controle de
Botrytis sp. (SURGEONER, 1998).

O controle quimico tem sido empregado na agricultura ha cerca de 200
anos para proteger as plantas de doengas provocadas por ataques de fungos. Do inicio pequeno
e primitivo, voltado principalmente para protecdo de sementes de cereais e videiras, o nimero
de culturas e das doengas tratadas, a variedade de compostos quimicos disponiveis, a drea e
freqiiéncia de seu uso e a eficiéncia dos tratamentos aumentaram extraordinariamente,
principalmente depois da segunda guerra mundial. Foi s6 na ultima década que a quantidade e
a variedade de tratamentos com fungicidas, no mundo inteiro, atingiu algum grau de
estabilidade e maturidade (BRENT, 1995).

Outro método de controle bastante interessante seria o uso de
compostos secunddrios presentes no extrato bruto ou em 6leo essencial de plantas medicinais,
podendo constituir em mais uma potencial forma de controle alternativo de doengas em
plantas (SCHWAN-ESTRADA, STANGARLIN E CRUZ, 2000).

Dessa maneira, esses tipos de controle apresentam-se como uma
alternativa, principalmente no que diz respeito a cultura da mamoneira, que desempenha papel

importante como fonte de renda para a agricultura familiar,destacadamente na regido nordeste.



O objetivo do trabalho foi estudar métodos de controle ao fungo A.
ricini, no cultivo da mamoneira. Para isso, vdrias fases e ensaios foram necessarios, os quais

seguem descritos abaixo:

- Avaliacdo da patogenicidade de Amphobotrys ricini em plantas de mamoneira e, também
teste de producdo e esporulacdo do patégeno em diferentes meios de cultura e, também da
producdo de seus esclerddios nestes meios;

- Produgdo do fungo de controle biolégico Clonostachys rosea.

- Efeito de 6leos essenciais, fungicidas e dos agentes de controle biolégico sobre Amphobotrys
ricini in vitro.

- Efeito de 6leos essenciais, fungicidas e agentes de C. biolégico sobre o mofo-cinzento, em

condi¢des de campo e estufa.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Mamoneira (Ricinus communis L.)

A mamoneira (Ricinus communis L.) pertence a familia Euphorbiaceae
e género monotipico, ou seja, é a unica espécie do género Ricinus. E uma espécie
preferencialmente autégama, mas pode apresentar alta taxa de cruzamentos, podendo chegar a
40% (BELTRAO et al., 2001).

Segundo Nobrega et al. (2001), a mamoneira apresenta variabilidade
para diversas caracteristicas como: cor do caule, da semente, da folha, altura de plantas e teor
de 6leo na semente. A produtividade de graos € classificada como baixa quando atinge menos
de 1.500 kg/ha, com produtividade média de 1.500 a 2.000 kg/ha, alta quando 2.001 a 3.000
kg/ha e muito alta quando acima de 3.000 kg/ha. Quanto a altura de plantas, a classificacao
varia desde and, com altura menor de 0,90m, muito baixa quando entre 0,90 a 1,50m e baixa
quando 1,51 a 2,00m, média quando 2,01 a 2,50m, alta quando 2,51 a 3,00m e muito alta, com
altura de plantas acima de 3,00m. O ciclo da planta, ou seja, nimero de dias decorridos entre o
plantio e a maturagdo dos dltimos racemos apresenta classificacdo de muito precoce quando
menos de 140 dias, precoce quando varia entre 141 a 180 dias, médio para 181 a 210 dias,
tardio para 211 a 250 dias e muito tardio quando acima de 250 dias. Para massa de 1000
sementes, a classificacao € baixa quando menos de 400g, média quando entre 400 e 500g ealta

quando acima de 500g.



Outra caracteristica importante agronomicamente ¢ a deiscéncia dos
frutos, classificada de acordo com o comportamento dos frutos, na época da maturacdo dos
racemos, variando de deiscentes, quando os frutos sofrem abscisdo, e as sementes sao
arremessadas ao solo antes mesmo da colheita e indeiscentes quando os frutos s6 se abrem por
beneficiamento mecanico. Cultivares indeiscentes sdo de grande importancia econdmica
devido a reducdo da utilizacdo de mao de obra na colheita manual e possibilidade de colheita
mecanica.

Dos produtos obtidos da mamona, o 6leo € o mais importante produto
explorado comercialmente. Embora impréprio para consumo humano, a importancia do 6leo
de mamona € evidenciada pelo seu amplo uso industrial. A elevada viscosidade e estabilidade
de tal produto sdo mantidas em larga faixa de condi¢des de temperatura. Devido a alta
capacidade de reagdes quimicas dadas pelo acido graxo ricinoléico, o 6leo de mamona tem
larga aplicagdo na fabricacdo de tintas, vernizes, detergentes, inseticidas, nailon, resinas de
plastico, lubrificantes, tubos especiais para irrigacdo, chapas e engrenagens, aditivos pra
combustivel, bactericidas, fungicidas, produtos sintéticos, fluidos especiais para transmitir
pressdes hidrdulicas, graxas para navio e avides, espumas pldsticas e pdara-choques em
automoveis, proteses humanas para coluna vertebral, cranio, mandibula, dentes e mamas
(CARVALHO, 1997; GIBELLLI, 2001).

O biodiesel, combustivel obtido a partir do 6leo de mamona, é outro
subproduto muito importante para economia de um pais, pois além de ser de origem vegetal e
renovavel, pode contribuir para a diminui¢ao da importagao de petréleo.

A torta de mamona, subproduto da industria, € utilizada como adubo
organico em café, citrus, cana-de-agucar, hortali¢as, frutiferas e conhecida como produto que
apresenta efeito nematicida (SAVY FILHO et al., 1999), existindo também a possibilidade de
utilizacdo para alimentagdo animal (SANTOS et al., 2001). O produtor pode ainda utilizar a
casca do fruto, incorporando ao solo, aumentando o teor de matéria organica.

Necessita de precipitacdio em torno de 700 mm para se ter boa
producdo, sendo100 mm por més, distribuidos regularmente, necessarios nos primeiros quatro
meses (SAVY FILHO, 1999, citado por MYCZKOWKI, 2003).

Na safra normal, a mamona é plantada nos meses de outubro a

dezembro. Em safrinha, a oleaginosa € plantada a partir do inicio de fevereiro até meados de
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marco, em sucessiao a soja ou ao milho, sendo submetida a curto periodo de chuva. Por ser
uma planta rdstica e pouco exigente em agua, adapta-se perfeitamente ao clima e ao solo do
cerrado (OLIVEIRA, 2007)

A luz e a temperatura sdo os fatores climaticos que mais influenciam o
comportamento da mamona. Poucas sdo as informagdes sobre épocas de semeadura da
mamona, principalmente das cultivares de porte baixo, recém introduzidas no mercado. O que
se sabe € que na regido sul do Brasil, o periodo de semeadura € curto, em comparagdo com o
das regides com menores latitudes (OLIVEIRA, 2007).

No Brasil, a produ¢do de mamona origina-se de lavouras de sequeiro,
em que a dgua disponivel para as plantas provém somente das chuvas. As plantas cultivadas
neste sistema estdo sujeitas a periodos de estiagem que podem variar de 2 a 4 semanas.
A deficiéncia hidrica, a alta demanda evapotranspiratéria durante esse periodo e a baixa
tecnologia normalmente utilizada reduzem a produtividade, e podem até causar a perda total
da lavoura. Entretanto, a maioria das cultivares atualmente recomendadas sdo do tipo
tradicional, apresentando as seguintes caracteristicas: tardia (ciclo longo, 180 dias apds a
emergéncia), floracdo com 42 dias apds a emergéncia, rusticidade, altura média de 1,90 m,
fruto semi-indeiscente, boa debulha, producdo entre 1500 - 4000 kg/ha, adequado para
colheita manual (OLIVEIRA, 2007)

4.2 Mofo-cinzento (Amphobotrys ricini)

A doenga conhecida como mofo cinzento € causada pelo fungo
mitosporico Amphobotrys ricini (Buchw.) Hennebert (sin. Botrytis ricini Godfrey), cuja fase
perfeita corresponde a Botryotinia ricini (Godfrey) Wetzel, ainda ndo relatada no Brasil. O
patdgeno pertence a divisao Ascomycota, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae.
(ALEXOPOULOS, 1995).

A principal forma de disseminagdo de A. ricini é por esporos carreados
pelo vento e por sementes (NEERGAARD, 1979), porém alguns insetos, atraidos pela grande
exsudacdo de néctar nas flores, também desempenham papel na disseminacdo do fungo

(KIMATI, 1980; MASSOLA JR. E BEDENDO, 2005).



11

z

O progresso do mofo cinzento da mamoneira € dependente de
condig¢des favordveis quando a umidade e temperatura. A doenga € particularmente destrutiva
em regides onde o periodo de floracdo e frutificacdo da mamoneira coincide com periodos de
alta umidade relativa e temperaturas em torno de 25°C, condig¢Oes essas que estimulam a
abundante esporulacdo do fungo na superficie dos tecidos afetados, o que confere a drea
lesionada um aspecto pulverulento de coloragdo cinza escuro (GODFREY, 1923; MASSOLA
JR. & BEDENDO, 2005).

O fungo afeta principalmente inflorescéncias e racemos, entretanto
pode-se desenvolver também sobre outras partes da planta, como caule e folhas, cujas lesdes
originam-se pela queda do material infectado da inflorescéncia (BATISTA et al., 1996). Os
primeiros sintomas s@o pequenas manchas de tonalidade azulada nas inflorescéncias e frutos

em desenvolvimento (GODFREY, 1923).

4.3 Controle biolégico

O controle bioldgico de uma doenga flingica consiste no emprego de
um organismo (predador, parasita ou patdgeno) que ataque o fungo, agente causador da
doencas. Existem diferentes estratégias de controle, dentre as quais se destacam: (1) reducdo
do indculo do fungo com o decréscimo de sua sobrevivéncia no cultivo, decréscimo da
producdo ou da liberacdo de propagulos vidveis, ou decréscimo da sua expansdao pelo
crescimento micelial; (2) redugdo da infec¢ao no hospedeiro causada pelo fungo; e (3) redugdo
da severidade da doenca (JAMES et al., 1992; FOKKEMA, 1993; PUNJA & UTKHEDE,
2003).

Pode ser dividido em dois tipos, o do controle biol6gico sem a
interferéncia (ou seja, na forma como € encontrado na natureza), ou o controle bioldgico que é
feito mediante introducdo, manipulacdo e aplicacdo de organismos capazes de agirem de
forma contréria as pragas (SILVA, 2003), sendo esse chamado de controle bioldgico artificial.
O tipo artificial ocorre quando o homem interfere de modo a proporcionar um aumento de
seres predadores, parasitas ou patdgenos, podendo esses serem: insetos (mais atuantes no
controle bioldgico natural), fungos, virus, bactérias, nematdides e dcaros. Os organismos mais

utilizados no controle bioldgico artificial sdo fungos, bactérias e virus, para os quais hd
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inclusive formulacdes comerciais a venda em lojas de produtos agricolas (exemplo: Dipel,
inseticida bioldgico feito a partir de Bacillus thuringiensis) (SILVA, 2003).

No entanto, a producdo de microrganismos selecionados para uso
agropecudrio nao ¢ uma pratica muito difundida no Brasil devido a falta de refino no processo
de producdo, dificuldade esta que eleva o custo de producdo, o que inviabiliza empresas
privadas a investir no processo €, por sua vez, o setor agropecudrio se priva dos beneficios
destes microrganismos.

Entre os pontos cruciais para viabilizar o uso de microrganismos na
agropecudria, destacam-se a estabilidade do microrganismo, seu espectro de a¢cdo, o substrato
destinado a producdo, as condi¢des de cultivo, a manutencdo da atividade para a qual o
microrganismo € destinado durante a fase produtiva, a estocagem do microrganismo e a
auséncia de riscos, tanto ambientais, quanto no manuseio do agente microbiano. Assim, um
programa de pesquisa para desenvolver um agente de controle biolégico envolve diferentes
fases, como: obten¢do de microrganismos; desenvolvimento da producdo em meios de cultivo
em base a subprodutos agroindustriais; otimiza¢do do processo de produ¢do e escalonamento
dos processos; recuperagdo e concentragdo do produto; formulacdo e aplicacdo em campo;
registro e comercializagdo. Dentre estas etapas, uma das mais importantes € a de produgdo do
microrganismo, incluindo a selecdo do meio, o tipo de processo utilizado para a producao
(estado sdlido, semi-sélido e liquido) e as condicdes Otimas para o cultivo (temperatura,

umidade, atividade de dgua, pH, aeracao e agitacdo, entre outras).

4.3.1 Clonostachys rosea

O Clonostachys rosea, anamorfo de Nectria ochroleuca (Schwein.)
Berk, é um ascomicota da ordem Hypocreales (SAMUELS citado por SUTTON et al., 1997,
p. 316). Este € um hifomiceto que produz conidios unicelulares em duas formas distintas,
penicilado e verticilado, suas colonias sdo geralmente esbranquigadas, laranjadas ou salmao
em meio de cultura. Domsch et al. propds que ex-Gliocladium roseum se tornasse o género
Clonostachys citado por Sutton et al. (1997). Hoje € reclassificado como C. rosea (Link: Fr.)

Schroers, Samuels, Siefert, ¢ W. Gams |[Gliocladium roseum Bainier, teleomorfo de
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Bionectria ochroleuca (Schw.) Schroers and Samuels] (SCHROERS et al., 1999). E um
micoparasita destrutivo contra alguns fungos fitopatogénicos incluindo Botrytis spp. (LI et al.,
2002).

C. rosea € encontrado em diversas regides do mundo: tropicais,
temperadas, subdrticas e até desérticas. Foi relatado em culturas, campo, matas, florestas, dgua
doce e solos litoraneos, particularmente em locais com pH variando entre neutro e alcalino.
Intrigantemente, C. rosea € conhecido por colonizar raizes, hastes, vagens, e sementes de soja,
raizes de trevo vermelho, folhas de morango e framboesa, sem produzir sintomas. Algumas
pesquisas que investigam se C. rosea poderia ser patdgeno de macds, tubérculos de batata,
plantulas de coniferas, Exacum affine, e feijoes de faba foram consideradas inconclusas, uma
vez que nao se efetuou a comprovagdao do postulado de Koch (AL-HAMDANY e SALIH;
ARIE et al.; HANSO e KAROLES; HUBER e FINLEY; IBNU e SUPRIANA; THERON e
HOLZ, citados por SUTTON et al., 1997). O estado teleomorfo (fase sexuada) de C. rosea, é
encontrado na maioria das vezes nos galhos de arvores recém mortas, mas também sobre
tecidos jovens de plantas herbidceas e fungos. Possui hoje uma reputacdo distinta de
micoparasita de um amplo espectro de fungos, o que demonstra sua natureza cosmopolita e

sua extraordindria versatilidade ecolégica (SUTTON et al., 1997).

4.3.2 Trichoderma spp.

N

O género Trichoderma, pertencente a Ordem Hypocreales, ¢é
representado por fungos ndo patogé€nicos, que sao habitantes do solo e que exercem
antagonismo a varios fitopatégenos, por parasitismo e/ou antibiose (KRUGNER e BACCHI,
1995), bem como por hiperparasitismo (MELO, 1998).

O Trichoderma spp. € um micoparasita necrotréfico eficaz no controle
de inimeros fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com estruturas de resisténcia
consideradas dificeis de serem atacadas por microrganismos, como esporos, esclerddios,
clamidésporos e microesclerodios (MELO, 1996). Fatores como temperatura, umidade,
aeracdo, pH e teor de matéria organica influenciam na sobrevivéncia do Trichoderma em solo

natural ou infestado artificialmente.
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Os mecanismos de acdo pelos quais o Trichoderma pode atuar sdo:
antibiose, hiperparasitismo, competicio e também em alguns casos por promog¢do de
crescimento. O conhecimento de mecanismos de acdo € de fundamental importancia no
emprego de métodos de melhoramento genético, para aumentar a vantagem competitiva no
ambiente. Estes mecanismos variam de espécie para espécie e, também, de linhagem para
linhagem dentro da mesma espécie, de acordo com a interagdo hospedeiro-parasita (MELO,

1996).

4.4 Oleos essenciais

De acordo com Vitti e Brito (2003), os Oleos essenciais, também
conhecidos como 6leos volateis, 6leos etéreos ou simplesmente esséncias, sdo definidos pela
International Standard Organization (ISO) como produtos obtidos de partes das plantas, por
destilacdo por arraste com vapor d’dgua, bem como produtos obtidos por expressdo dos
pericarpos de frutos citricos. S@o misturas complexas de substancias voldteis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES e SPITZER, 1999). As denominacgdes dadas a estes
6leos sdo devidas as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sao considerados 6leos por serem,
geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente; por apresentarem
volatilidade, recebem ainda o nome de Oleos volateis; e sdo chamados de essenciais, devido ao
aroma agradavel e intenso da maioria de seus representantes. A denominagdo 6leos etéreos é
referente ao fato dos mesmos serem soltveis em solventes organicos apolares, como o éter.

Outras caracteristicas que podem ser identificadas nos 6leos essenciais
sdo:

. Sabor: geralmente acre (dcido) e picante;

. Cor: quando recentemente extraidos, os Oleos sdo geralmente
incolores ou ligeiramente amarelados: poucos sdo aqueles que apresentam cor, como o 6leo
volatil de camomila que tem coloracdo azulada;

. Estabilidade: normalmente os o6leos essenciais sdo instaveis,

principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais;
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. A maioria dos 6leos essenciais possui indice de refracdo e sdo
opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificac@o e controle da qualidade.

Segundo Janssen et al., citados por Silva et al. (2005), um composto €
considerado biologicamente ativo quando exerce acdo especifica sobre determinado ser vivo,
seja ele animal, vegetal ou microrganismo. Uma vasta gama de compostos organicos de
origem vegetal é biologicamente ativa, isto €, tem acdo tranqiiilizante, analgésica,
antiinflamatoria, citotéxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, inseticida,
etc. Dentre os fitocompostos, os 6leos essenciais encontram maior aplicacdo bioldgica como
agentes antimicrobianos, o que representa uma extensao do proprio papel que exercem nas
plantas, defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos.

De acordo com Simdes e Spitzer (1999), os dleos essenciais sdo
geralmente produzidos por estruturas secretoras especializadas, tais como: pélos glandulares,
células parenquimdticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas especificas. Tais
estruturas podem estar localizadas em algumas partes especificas ou em toda a planta. Assim,
pode-se encontrar os 6leos essenciais nas flores, como é o caso da rosa e do jasmim; nas
folhas, como ocorre nos eucaliptos, menta e no capim-limao; nos frutos, como na laranja e no
limdo; na madeira, como no sandalo e no pau-rosa; nas cascas do caule, como ocorre nas
canelas; nas raizes, como se observa no vetiver; nos rizomas, como nho gengibre; e nas
sementes, como na noz moscada. E segundo Vitti e Brito (2003), os 6leos essenciais obtidos
de diferentes 6rgdos de uma mesma planta podem apresentar composicao quimica, caracteres

fisico-quimicos e odores distintos.

4.4.1 Cymbopogon martini Staph

Cymbopogom martini, vulgarmente chamado de palma-rosa, uma
espécie da familia Poaceae, tem como origem a India e é muito conhecida por seu emprego na
medicina popular e pela importancia do seu 6leo essencial no comércio mundial por ter acdo
antifungica, cujo principio ativo responsavel € o geraniol (BARD et al., 1988).

O geraniol como componente mais importante do C. martini var.
moita, pode variar de 38 a 97% em sua concentracdo, dependendo das selegdes varietais que

ocorrem dentro da variedade, segundo o observado por Sahoo & Dutta (1982).
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De acordo com Mishra et. al.(1998), em seu trabalho para determinar
a acdo do odleo essencial de palma-rosa contra trés espécies de Aspergillus (A. flavus, A.
fumigatus e A. parasiticus), nas doses de 3.000, 2000 e 900 ppm, respectivamente,

descobriram que o geraniol é o maior constituinte.

4.4.2 Cinnamomum zeylanicum Breyn

A canela, (Cinnamomum zeylanicum) espécie da familia Lauraceae, é
uma das mais antigas no oriente; misturada com outros produtos servia para embalsamento de
caddveres. Na medicina tradiconal € estimulante, eupéptica, carminativa e antidiarréica
(ABREU, 2006). A composi¢do do seu 6leo essencial é muito varidvel, de 60 a 90% de
aldeido cindmico e 10% de eugenol na casca e 10% de aldeido cinamico e 60 a 95% de
eugenol nas folhas. (ALBUQUERQUE, 1989).

Trabalhos que mostram atividade antimicrobiana do 6leo da folha de
C. zeylanicum, como de Hili et al. (1997), tém comprovado atividade antibacteriana contra trés
bactérias e quatro ragas de levedura. Isso demonstra que o 6leo da folha inibe completamente

o crescimento da E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, na concentragao de 500 ug/mL.

4.5 Fungicidas

Os fungicidas sdo importantes ferramentas para o controle das principais doengas das
plantas em sistemas intensivos de producdo de culturas (BRENT & HOLLOMON, 1998).

De 1940 a 1970, uma seria de novas classes quimicas foram introduzidas no controle
de fitopatégenos . Os ditiocarbamatos e, posteriormente, as ftalamidas representaram uma
melhoria significativa nos fungicidas. No periodo de 1960 a 1970 registro-se uma expansao
rapida na investigacdo e desenvolvimento de novos fungicidas. Nesta década os fungicidas
protetores mais utilizados foram mancozebe e clorotalonil. J4 nesta época comecaram a se

classificar os fungicidas como protetores/contato e sisttmicos (HORSFALL, 1975).
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Atualmente, ndo existem fungicidas registrados no Ministério da
Agricultura para o controle de mofo cinzento, causado por A. ricini no cultivo da mamoneira

(COMPENDIO, 1999).

4.5.1 Dicarboximidas

Os fungicidas desta classe t€ém sido empregados desde meados dos
anos 1970, principalmente no controle de fungos do género Botrytis, Sclerotinia e Monilinia.

A atividade de fungicidas dicarboximidas foi primeiro relatado no
inicio de 1970 (FUJINAMI et al., 1971) com trés principais produtos comerciais ; iprodione
(LACROIX et al., 1974), vinclozolin (POMMER & MANGOLD, 1975) e procimidone
(HISADA et al., 1977). Dicarboximidas foram originalmente introduzidos para o controle de
Botrytis cinerea, primeiramente em vinhas (POMMER & LORENZ, 1987), sendo que sdo
tipicamente fungicidas de protecao e algum pode ter efeito sist€émico (HISADA et. al., 1977),
sendo melhor empregados como materiais protetores. Comparada a muitas outras classes de
fungicidas o seu espectro de atividade € relativamente reduzido, mas inclui espécies dos

seguintes géneros: Botrytis, Sclerotinia, Sclerotium, Monilia, Alternaria, Phoma, Didymella e

Rhizoctonia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao e manutencao de isolados

O isolado de Amphobotrys ricini (L3) utilizado no trabalho foi cedido
pela EMBRAPA ALGODAO (CNPA), localizada em Campina Grande - Paraiba e o isolado
de Clonostachys rosea (CCR64), foi cedido pela EMBRAPA MEIO AMBIENTE (CNPMA),

localizada em Jaguaritina - Sao Paulo.

5.2 Avaliacao de diferentes meios de cultura na esporulacao de Clonostachys rosea

O trabalho foi realizado no Setor de Defesa Fitossanitaria, do
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA, da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu.

Utilizou-se o isolado CCR64 (EMBRAPA-CNPMA), o qual vem
sendo usado como agente de biocontrole, sendo esse mantido em meio de cultura
BDA,(Batata — Dextrose — Agar) a 25°C, no escuro.

Os meios de culturas testados foram: BDA (39 g/L (Acumedia Co.));
Aveia—Agar (20 g/L de aveia em flocos (Quaker®), 18 g/L de agar); Mazeina—Agar (20 g/L de
amido de milho (Maizena®), 18 g/L de Agar); Arroz-Agar (20 g/L de arroz cozido moido, 18
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g/L. de Agar); V8-5%( 5%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/LL de CaCOs, 18 g/L de
agar); V8-10%( 10%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/L de CaCOs3, 18 g/L de 4gar), V8-
20%( 20%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/LL de CaCOs;, 18 g/L de &gar); TJ-5%
(5%(v/v) de suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/LL de CaCOs3, 18 g/L de agar) ; TJ-10%
(10%(v/v) de suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/LL de CaCOs3, 18 g/L de dgar) ; TJ-20%
(20%(v/v) de suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/LL de CaCOs, 18 g/L. de 4gar). Os
meios foram entdo esterilizados em autoclave por 20 minutos a 120°C, vertendo-os em placas
de Petri para a utilizac@o.

Para a inoculacdo dos meios utilizou-se um disco, de 5 mm de
diametro colonizado, obtido da cultura do agente de controle bioldgico crescido em BDA, a
25°C no escuro, por 5 dias, por placa de Petri. O experimento foi inteiramente casualizado,
com 12 repeti¢des, considerando como unidade amostral uma placa de Petri contendo o meio a
ser avaliado. Os diferentes meios foram mantidos em camara de crescimento tipo BOD, a
25°C, por 8 dias, no escuro.

A esporulacdo do fungo, nos diferentes meios de culturas, foi avaliada
no 8° dia de incubagdo. Cada placa de Petri foi lavada individualmente com um volume de 10
mL de dgua destilada autoclavada, precedendo-se a coleta da suspensdo, a qual foi utilizada
para determinar a concentragdo dos conidios/mL, através de quatro leituras em camara de
Neubauer.

Os dados foram analisados utilizando método de comparagcdo entre

médias, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, sendo os dados transformados para (X+1)"2.

5.3 Avaliacao de diferentes meios de cultura na esporulacao de Amphobotrys ricini

O trabalho foi realizado no Setor de Defesa Fitossanitaria, do
Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA, da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus Botucatu.

Utilizou-se o isolado L3 (EMBRAPA-CNPA), o qual vem sendo usado
como fitopatégeno selecionador dos gendtipos resistentes de mamoneira do programa de

melhoramento FCA/UNESP, sendo esse mantido em meio de cultura BDA, a 25°C, no escuro.
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Os meios de culturas testados foram: BDA (39 g/L (Acumedia Co.));
Aveia—Agar (20 g/L de aveia em flocos (Quaker®), 18 g/L de dgar); Mazeina—Agar (20 g/L de
amido de milho (Maizena®), 18 g/L de Agar); Arroz-Agar (20 g/L de arroz cozido moido, 18
g/L. de Agar); FM (80 g/L de folhas de mamona trituradas, 18 g/L de agar); FM-CaCOs3 (80
g/L. de folhas de mamona trituradas em 200 mL de agua destilada, 18 g/L de Agar, 3,2 g/L. de
CaCO03); V8-5%( 5%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/L. de CaCOs, 18 g/L de agar);
V8-10%( 10%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/l de CaCOs3, 18 g/LL de agar), V8-20%(
20%(v/v) de suco V-8(Campbell Co.), 3,2 g/L. de CaCOs, 18 g/L de 4gar); TJ-5% ( 5%(v/v) de
suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/L. de CaCOs, 18 g/L de agar) ; TJ-10% ( 10%(v/v)
de suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/LL de CaCOs;, 18 g/L. de 4gar) ; TJ-20% (
20%(v/v) de suco de tomate natural (Superbom), 3,2 g/LL. de CaCOs, 18 g/L de 4dgar). Os meios
foram entdo esterilizados em autoclave por 20 minutos a 120°C, vertendo-os em placas de
Petri para a utilizagao.

Para a inoculacdo dos meios, utilizou-se um disco, de 5 mm de
didmetro colonizado, obtido da cultura do patégeno crescido em BDA, a 25°C no escuro, por 5
dias, por placa de Petri. O experimento foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
considerando como unidade amostral uma placa de Petri contendo o meio a ser avaliado. Os
diferentes meios foram incubados em camara de crescimento tipo BOD, a 25°C, por 8 dias, no
escuro.

A esporulacdo do fungo, nos diferentes meios de culturas, foi avaliada
no 8° dia de incubagdo. Cada placa de Petri, individualmente, foi lavada com um volume de 10
mL de dgua destilada autoclavada, precedendo-se a coleta da suspensdo, a qual foi utilizada
para determinar a concentragdo dos conidios/mL, através de quatro leituras em camara de
Neubauer.

Os dados foram analisados utilizando método de comparagcdo entre

médias, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, sendo os dados transformados para (X+1)".
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5.4 Avaliacao in vitro do crescimento micelial do isolado de Amphobotrys ricini,
utilizando diferentes concentracoes de 6leos essenciais e fungicidas

O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia Florestal do
Setor de Defesa Fitossanitdria do Departamento de Produg¢do Vegetal. Foram utilizados 7
Oleos essenciais das seguintes espécies (Tabela 11, Apéndice): Eucaliptus citriodora
(eucalipto), Cymbopogon martini (palma-rosa), Cinnamomum zeylanicum (canela), Mentha
piperita (menta), Citrus limom (limdo), Melaleuca alternifolia (tea tree), Azadirachta indica
(nim) e testemunha. Foram preparadas 200 placas de Petri contendo meio BDA com 5
diferentes concentracdes dos 6leos, a saber: 1000; 2000; 3000; 4000 e 5000)uL/L. Repicou-se
para o meio BDA, contendo os tratamentos , discos de 0,7 cm de diametro do isolado do fungo
das bordas da colonias com 11 dias de idade e transferidos para o centro das placas e mantidas
em cémara do tipo BOD, a 25 °C, com fotoperiodo de 12h, até o 6° dia.

A avaliacdo foi realizada por meio da medicao didria dos diametros
(cm) das coldnias em dois sentidos perpendiculares entre si, tomando-se como valor de
crescimento a média das duas medidas. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 8 x 5. Os resultados foram submetidos ao teste
de média de Tukey, a 5% de probabilidade.

Foram comparados nove fungicidas comerciais (Tabela 1) de
diferentes grupos quimicos, tanto usados para tratamento de sementes quanto para parte aérea,

para controle de Botrytis cinerea.

Tabela 1. Fungicidas testados quanto a eficiéncia in vitro no controle de Amphobotrys ricini
Botucatu-SP, 2009.

JIngrediente ativo (i.a) Grupo guimico Classe Formulacdo Concentracéo i.a.
azoxystrobina estrobiluriana sistémico WG 500 g/Kg
clorotalonil isoftalonitrila contato PM 750 g/Kg
tiofanato metilico Benzamidazois sistémico PM 700 g/Kg
carbendazim Benzamidozois sistémico SC 500 g/L
tebuconazole Triazéis sistemico CE 200 g/L
mancozeb Ditiocarbamatos contato PM 800 g/Kg
ipridione Dicarboximida contato SC 500 g/L
procimidone Dicarboximida sistémico PM 500 g/Kg
Carboxin + Carboxanilida + sistémico +

thiram dimetilditiocarbamato contato SC 200 + 200 g/L

SC- suspensdo concentrada; PM- p6 molhavel; CE- concentracdo emulsiondvel; WG- granulado



22

Para produg¢do do indculo, discos de micélio do isolado (L3), de 0,7 cm
de diametro, foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio BDA e,
posteriormente, incubados sob condi¢des controladas (temperatura de 25° C e fotoperiodo de
12 horas), até a colonizagdo do fungo atingir o didmetro total da placa.

Para o preparo do meio de cultura com fungicida, cada produto foi
adicionado ao meio de cultura BDA. Cada produto utilizado foi diluido em dgua destilada
autoclavada, sob fluxo laminar. Primeiro foi feita uma suspensdo estoque I para cada
fungicida, ou seja 1 g de i.a. de cada produto comercial, que podia variar de acordo com a
porcentagem para cada produto em 100 mL de 4gua, obtendo-se a concentracdo de 10.000
ppm. A partir desta solugdo estoque, foram feitas dilui¢des em série, transferindo-se 10 mL da
solugdo estoque para 90 mL de &4gua, obtendo-se a solucdo estoque II (1.000 ppm), e
transferindo-se 10 mL da solugdo II para 90 mL de dgua, obtendo-se a solucdo estoque III
(100 ppm) e a dltima dilui¢do de 10 mL da solugdo III para 90 mL de dgua, obtendo-se assim a
solucdo estoque IV (10 ppm). De cada uma dessa solugdes estoques, foram retirados 10 mL e
transferindo para 90 mL de meio BDA fundente (45-47° C), obtendo-se assim os meios nas
diluicdes de 1000, 100, 10 e 1 ppm, respectivamente.

Discos do meio BDA, de 0,7 cm de didmetro, contendo micélio do
fungo foram transferidos para o centro das placas de Petri com meio BDA com os fungicidas.
As testemunhas consistiram de discos de micélio colocados em meio BDA sem funcidas. A
incubac@o ocorreu sob condigdes controladas, temperatura de 25° C e fotoperiodo de 12 horas.

Cada tratamento foi representado por cinco placas de Petri com 4
concentracdes de cada um dos fungicida, mais a testemunha. O delineamento foi inteiramente
casualizado, esquema fatorial 10 X 4, ou seja, 10 tratamentos, 4 concentragdes (1, 10, 100 e
1000 ppm) e 5 repeti¢des, sendo cada repeticdo uma placa de Petri.

A avaliagao foi realizada diariamente e terminou quando a colonizagao
das placas testemunhas atingiu préximo ao diametro total das placas (8,5 cm), o que levou por
volta de 11 dias. Com o auxilio de uma régua, mediram-se, em dois sentidos perpendiculares,
os diametros da coldnia de cada placa de Petri, com os respectivos produtos e concentragdes,
comparando-os ao crescimento médio das testemunhas. Assim, calculou-se o valor da

porcentagem de inibicao do crescimento micelial (PIC) (MENTEN et al., 1976).
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PIC= Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento x 100

Crescimento da testemunha

Para a andlise estatistica, as medias dos dados foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Correlacionando a porcentagem de inibicdo com o logaritmo da
concentracdo do fungicida, foi obtido, graficamente, o valor aproximado da dose efetiva
mediana (EDsp) ou seja, a concentragao do produto quimico necessdria pra inibir em 50% o
crescimento micelial do fungo (Edgington et al., 1971).

Ap6s o cédlculo da EDsg, os fungicidas foram classificados em quatro
categorias de eficiéncia, segundo escala de Bollen & Fucks (1970), Edgington et al. (1971) e
Kataria & Grover (1978), onde:

a) EDS50< 1 puL/L: Altamente eficiente (A.E);

b)  EDS5O0 entre 1-10 uL/L: moderadamente eficiente (M.E);
c¢)  EDS5O0 entre 10-50 pL/L: pouco eficiente (P.E);

d) EDS50> 50 uL/L: ineficiente (I).

5.5 Avaliacao in vitro da germinacao de esporos do isolado de Amphobotrys ricini,
utilizando diferentes concentracoes de 6leos essenciais e fungicidas

O experimento foi realizado no Laboratério de Micologia e Patologia
Florestal do Setor de Defesa Vegetal do Departamento de Producdo Vegetal.

Os testes in vitro da agdo dos 6leos essenciais de plantas sobre a
germinagdo de conidios de isolados de Amphobotrys ricini ocorreram em meio dgar a 2% em
agua, nas concentragdes de 1000; 2000; 3000; 4000 e 5000 puL/L dos 6leos essenciais de
Cymbopogon martini (palma-rosa), Cinnamomum zeylanicum (canela), E. -citriodora
(eucalipto), Melaleuca alternifolia (tea tree), Azadirachta indica (nim) Mentha piperita
(menta) e Citrus limon (limdo). Os 6leos foram incorporados apds autoclavagem antes de

verté-los sobre a placas de Petri. Apds a gelatinizacdo dos meios, as placas receberam a
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deposi¢do de 10 uL de uma suspensdo contendo 1x10° conidios/mL de Amphobotrys ricini.
Cada placa continha 5 repeticdes. As placas foram mantidas em camara tipo B.O.D por 24
horas, a 25° C, na auséncia de luz, e avaliadas em microscopio 6tico, quanto a inibi¢do da
germinacdo dos conidios. Para paralisar o crescimento do tubo germinativo adicionou-se
lactofenol. Foram considerados conidios germinados aqueles que apresentaram tubos
germinativos com comprimento igual ou superior do conidio analisado. O delineamento foi o
inteiramente casualizado em fatorial 7 x 5. Os dados foram transformados em porcentagem de
inibicdo da germinacdo de conidios, submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey a

5% de probabilidade, visando comparar as médias dos dados.
5.6 Aplicacao de Clonostachys rosea em frutos destacados de mamoneira

O experimento foi realizado no Departamento de Produ¢do Vegetal do
Setor de Defesa Fitossanitdria. Frutos de mamoneira da cultivar AL —Guarany e do hibrido
Lyra, foram destacados dos racemos, desinfestados em solu¢ao de dlcool 70% por 1 minuto,
solucdo de hipoclorito de sédio 2% por 1 minuto, e dgua destilada por 30 segundos. Os
tratamentos foram compostos de: 1- aplicacdo de Clonostachys rosea preventivamente (CLP);
2- aplicacdo de Clonostachys rosea curativamente (CLC); 3- aplicagdo de Clonostachys rosea
preventivamente no fruto com ferimento (CLPFF); 4- aplicacdo de Clonostachys rosea
curativamente no fruto com ferimento (CLCFF); 5- aplicagdo de Amphobotrys ricini na
testemunha (TI); 6- aplicacdo de apenas dgua destilada na testemunha (TSI). Foram
preparadas suspensdo de esporos de Clonostachys rosea e de Amphobotrys ricini, na
concentracdo de 1x10° conidios/mL. Os frutos que consistiam nos tratamentos preventivos
foram imersos na suspensdo de conidios e permaneceram por 5 minutos, enquanto que 0s
tratamentos curativos foram imersos na suspensdo de Amphobotrys ricini também por 5
minutos. Decorrido 24 horas, os frutos que foram imersos na suspensdo de Clonostachys rosea
foram imersos na suspensdo de Amphobotrys ricini, ocorrendo 0 inverso nos tratamentos
curativos. Em seguida, os frutos foram colocados em bandejas pldsticas com espuma
umedecida, totalizando 15 frutos por material. As bandejas permaneceram em camara
climética, a 25° C. A avalia¢do da severidade da doenga foi realizada com auxilio da escala

notas que variava de 1- auséncia de sintomas no fruto; 2- menos de 50% de sintomas no fruto;
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3- frutos com 50% de sintomas; 4- mais de 50% de sintomas nos frutos; 5- fruto totalmente
necrosado. Os dados da severidade da doenca dos frutos foram submetidos a andlise nao-
paramétrica. A andlise constituiu-se do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de

comparacdes multiplas de Dunn. O programa utilizado foi o GraphPad Instat®, versao 3.06.

5.7 Controle de Amphobotrys ricini em mudas de mamoneira, em ambiente
protegido, por meio de aplicacdo de fungicidas, agente de C. biolégico e com
oleos essenciais

O experimento foi realizado em estufa localizada no Departamento de
Producdo Vegetal, Setor de Defesa Fitossanitaria. Sementes da cultivar AL-Guarany e do
Hibrido Lyra foram utilizadas, sendo colocadas trés sementes de cada material em sacos
plasticos de 2L. A germinagdo ocorreu 14 dias apos o plantio, onde foi feito o desbate de uma
plantula, permanecendo apenas duas por recipiente. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, num fatorial 8 X 2, compostos por 8 tratamentos e 2 materiais,
utilizadas 5 repeti¢des. Os tratamentos consistiam em aplicacdo de iprodione (2000 pl/L);
procimidone (2 g/L), 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum (1000 ul/L), 6leo essencial
de Cympobogon martini 1000 (ul/L), produto comercial Trichodermil contendo cepas de
Trichoderma harzianum na concentragdo de 2x10° conidios/mL (4000 ul/L); Clonostachys
rosea suspensdo de 1x10° conidios/mL. Os tratamentos foram aplicados trés vezes, com dois
dias de intervalo entre as aplicagdes. Trés dias apds a dltima aplicacdo dos tratamentos foi
inoculada uma suspensdo de esporos de Amphobotrys ricini nas plantulas. A avaliacdo de
incidéncia da doenca ocorreu quatorze dias depois, onde foi determinada a porcentagem de
plantulas doentes, ou seja, aquelas que apresentavam necrose em suas folhas. Para a
confirmacdo da doenca foi realizado o Postulado de Koch, onde fragmentos do tecido com
sintomas foram repicados, passando por solucdo de dlcool 70% por 1 minuto, solucdo de
hipoclorito de sédio a 2 % por 1 minuto e dgua destilada esterelizada por 30 segundos. Logo
depois, os materiais foram colocados em placas de Petri com meio de cultura tipo BDA, onde
ocorreu o crescimento micelial e a esporulagdo do fungo, confirmando ser Amphobotrys ricini.
Os dados foram comparados estatisticamente por meio da aplicacao do teste de tukey a 5% de

probabilidade.
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5.8 Elaboracao de escala diagramatica para avaliacio de mofo-cinzento

Considerando-se a inexisténcia de métodos padronizados para
quantificacdo do mofo-cinzento da mamoneira, este trabalho teve como objetivo desenvolver
uma escala diagramatica para avaliar a severidade da doenga e analisar os niveis de acuricia e
precisdo das estimativas geradas com sua utilizagdo.

Utilizou-se de 59 racemos de mamoneira (cv. Al-Guarany), os quais
foram desinfestados com uma solu¢@o de dlcool 70% por 30 segundos, solucdo de hipoclorito
de sodio a 2% por 30 segundos e dgua destilada esterilizada. Em seguida, os mesmos foram
distribuidos em bandejas plésticas, sendo acondicionados quatro racemos por bandeja com
espuma umedecida.

Para a inoculacdo utilizou-se discos de 5 mm, obtidos de um cultura
pura do micélio de Amphobotrys ricini, cultivado em meio BDA, a 25° C, por 8 dias, os quais
foram alocados na superficie dos racemos, e, em seguida, a bandeja foi acondicionada em uma
cAmara climdtica com temperatura de 25 °C e umidade relativa do ar maior que 80%.
Observou-se a evolugdo da doenca, através de fotos didrias dos racemos. Para a determinagao
da porcentagem de severidade dos racemos, os frutos infectados e sadios foram contados,
estimando-se dessa forma a porcentagem da drea lesionada, e confeccionando uma escala

diagramadtica com 6 niveis de severidade.

5.8.1 Validacao da escala diagramatica

No teste de validac@o da escala diagramatica foram utilizadas 93 fotos
dos racemos com sintomas de mofo-cinzento em diferentes niveis de intensidade. Com o
auxilio da escala diagramaética, a severidade foi quantificada por 4 avaliadores, a maioria sem
experiéncia em avaliar a doenga.

Tanto a acurdcia quanto a precisdao de cada avaliador foi determinada
por meio de regressdo linear simples, com a severidade real (Sr) obtida por da medicao
eletrOnica da lesdo, como varidvel independente e a severidade estimada (Se) pelo avaliador
como varidvel dependente. A acurdcia das estimativas foi determinada pelo teste T aplicada ao

intercepto da regressao linear (a), para verificar se foi significativamente diferente de 0, e ao
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coeficiente angular da reta (b), para testar se foi significativamente diferente de 1, ao nivel 1%
de probabilidade. Valores de intercepto significativamente diferentes de 0 indicam a presenca
de desvios sistemdticos. A precisdo das estimativas foi obtida pelo coeficiente de
determinacdo da regressdo (R” ), pela varidncia dos erros absolutos (Severidade estimada
menos a severidade real). As andlises de regressao foram efetuadas com o auxilio do programa

Microsof Excel 2000® (Microsoft Corporation, 2000).

5.9 Avaliacao da severidade de Amphobotrys ricini a campo

O experimento foi conduzido na drea pertencente ao Departamento de
Recursos Naturais do Setor de Ciéncias Ambientais, da Fazenda Experimental Lageado, no
municipio de Botucatu — SP. O delineamento experimental utilizado consistiu em blocos
inteiramente casualizados num fatorial 6 X 2, correspondendo a 6 tratamentos e 2 genotipos +
testemunhas, sendo 4 blocos compostos por 4 plantas representando uma parcela de 2m’. A
area apresentava dimensao de 24 m de comprimento e 8 m de largura, o espagamento utilizado
foi de 0,5 m entre plantas e 1 m entre linhas.

O material utilizado foi a cultivar AL-Guarany, e o Hibrido Lyra
utilizados nos programas de melhoramento de mamona da Faculdade de Ciéncias Agrarias —
UNESP, Campus de Botucatu — SP.

Os tratos culturais, adubacdo de plantio, cobertura, controle de plantas

daninhas e pragas foram realizados nas épocas propicias. Os tratamentos adotados foram:

1- Suspensao de Clonostachys rosea na concentragdo de 1x10°  conidios.mL™";

2- Suspensao de Trichoderma harzianum na forma do produto comercial Trichodermil,
produzido pela empresa Itaforte S/A , utilizando-se a dosagem de 2 L.ha™;

3- Oleo de canela (Cinnamomum zeylanicum) na dosagem de 1000 uL/L de dgua;

4- Oleo de palma-rosa (Cympobogon Martini) na dosagem de 1000 uL/L de dgua;

5- Fungicida procimidone, na dosagem de 100g de i.a ou 200 mL de p.c./ 100 L de 4gua;

6- Fungicida iprodione, na dosagem de 100g de i.a ou 200 mL de p.c./100 L de dgua;

7- Testemunha inoculada;
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8- Testemunha ndo inoculada.

Foram realizadas duas aplicacoes de cada um dos produtos dos
tratamentos com intervalo de 1 semana entre as aplicagdes, sendo elas no inicio da formagao
dos frutos, com pulverizadores manuais. Uma semana apds a segunda aplicagdo dos
tratamentos, foi realizada uma inoculagdo de uma suspensao de esporos de 1x10° conidios/mL
do isolado de Amphobotrys ricini, utilizando-se um pulverizador manual. Os racemos foram
envolvidos por sacos plasticos com algodao umedecidos e sacos de papel, durante 3 dias,
agindo como uma cimara umida, para favorecer o desenvolvimento do fungo. A avaliacdo da
severidade da doenca do experimento foi realizada com a escala diagramatica desenvolvida
para este trabalho durante 3 semanas. Os dados coletados foram submetidos a andlise

estatistica e as médias dos dados comparados entre si por meio do teste de Tukey a 5%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliacao de diferentes meios de cultura na esporulacao de Clonostachys rosea

Todos os meios de culturas testados se mostraram aptos para a
producdo de conidios, do agente de controle biolégico sendo que a produ¢cdo média variou de
0,53 x 10° conidios/mL, para o meio Maisena—Agar, até 4,41 x 10° conidios/mL, no meio TJ-
5% (Figura 1). Verificou-se que o melhor meio para produgdo de conidios de Clonostachys
rosea é o TJ-5%, seguido pelo TJ-20%, com uma esporulacio média de 4,04 x10°
conidios/mL.

Quando analisado pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, o meio de
cultura maizena-agar foi significativamente o que apresentou menor producdo de conidios, ja
os meios V8-10%, Aveia-dgar ndo diferiram estatisticamente entre eles, assim como os meios
TJ-10% e TJ-20% que ficaram na mesma classe estatistica. J4 os meios Arroz-adgar, BDA, V8-
20% e V8-10% diferiram estatisticamente entre si, apresentando uma producdo de conidios
significativa, sendo eles separados em classes distintas, do menor para a maior produgdo,
respectivamente (Figura 1).

Ao contrdrio do observado na literatura para outros fungos, como
Diplodia (BIZETTO et al., 2000), o meio arroz-dgar ndao estimulou a esporulacdo,
demonstrando que esse meio deve apresentar algum fator nutricional que ndo estimula a

esporulacdo de Clonostachys rosea.
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Figura 1 — Esporulacdo média de Clonostachys rosea em diferentes meios de culturas, apds 8
dias de incubag¢do em camara de crescimento, a 25°C, no escuro. Médias seguidas da mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

6.2 Avaliacao de diferentes meios de cultura na esporulacao de Amphobotrys ricini

Todos os meios de culturas testados se mostraram aptos para a
producdo de conidios do patégeno, sendo que a producio média variou de 2,5 x 10°
conidios/mL, para o meio Maizena-Agar, e até 5,7 x 10° conidios/mL no meio V8-20%
(Figura 2). Verificou-se que o melhor meio para producdo de conidios de Amphobotrys ricini é
0 V8-20%, ficando em segundo lugar o meio BDA, com uma esporulacdo média de 3,5 x10°
conidios/mL.

Os meios a base de folhas de mamona ndo se mostraram eficientes
para a produ¢do de conidios do fungo, produzindo 1,8 e 1,3 x 10° conidios/mL nos meios FM

e FM-CaCOs, respectivamente.
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Quando analisado estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, o meio de cultura maisena-dgar diferenciou estatisticamente dos demais, sendo
o meio com menor producdo de conidios. J4 os meios V8-5%, TJ-5%, Arroz-agar e FM-
CaCOs; ndo diferiram estatisticamente entre eles, assim como os meios TJ-10%, TJ-20% e FM
que ficaram na mesma classe estatistica. J4 os meios aveia-dgar, V8-10%, BDA e V8-20%
diferiram estatisticamente entre eles, apresentando uma producdo de conidios significativa,
sendo eles separados em classes distintas, do menor para a maior producdo, respectivamente
(Figura 2).

O mesmo foi observado na literatura para o fungo Alternaria
brasiliensis (QUEIROZ et al., 2004), onde o meio de aveia-dgar ndo estimulou a esporulacio e
os meios V8-5% e STA-5% foram os que apresentaram as maiores esporulagdes,
demonstrando que meios de cultura contendo na sua composi¢cao decoctos, extratos € sucos
oriundos de folhas ou de partes vegetais normalmente estimulam o crescimento micelial e a
esporulacdo de varios fungos (DHINGRA e SINCLAR, 1985).

Observou-se a formacdo de esclerédios em alguns meios (Figura 3),
ocorrendo nos meios arroz-agar e aveia-agar, sendo mais intensamente produzido no meio a
base de aveia.

Além das evidentes diferencas na quantidade de conidios produzidos
nos diferentes meios estudados, observa-se que hd uma interacao fisiolégica entre o fungo e o
meio de cultura, sendo evidenciado pela producdo de esclerédios em alguns meio € nao nos

outros.
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Figura 2 — Esporulacdo média do Amphobotrys ricini em diferentes meios de culturas, apos 8
dias de incubacdo em camara de crescimento, a 26°C, no escuro. Produgdo de esclerddio:
ausente (-), mediamente (+), abundante (++). Barra de variacdo indicando o desvio padrdo das
leituras. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Figura 3 - Da esquerda para a direita, meio de cultura BDA; meio de cultura aveia-dgar; meio
de cultura arroz-dgar, formacdo de esclerdédios ocorrendo nos meios arroz-dgar e aveia-agar,
sendo mais intensamente produzido no meio a base de aveia.
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6.3 Avaliacao in vitro do crescimento micelial do isolado de Amphobotrys ricini,

utilizando diferentes concentracées 6leos essenciais e fungicidas

Os 6leos essenciais mostraram de maneira diferenciada influéncia no
crescimento de Amphobotrys ricini, nas concentragdes as quais foram .

Na concentragdao de 1000 uL/L, os 6leos das espécies Citrus limon
(6,72 cm), Mentha piperita (4,43 cm) e Melaleuca alternifolia (4,40 cm) foram os que menos
inibiram o crescimento do fungo, quando comparados com Eucalyptus citriodora (2,01 cm),
Azadirachta indica (2,5 cm), Cinnamomum zeylanicum (0,7 cm) e Cymbopogon martini (0,7
cm).

Quando comparados na concentragao de 2000 puL/L, os 6leos de C.
martini ¢ C. zeylanicum mantiveram o efeito inibitério no crescimento micelial do fungo,
apresentando para ambos valores de 0,7 cm. Eucalyptus citriodora e Mentha piperita
apresentaram uma redugdo no crescimento micelial de 0,92 cm e 3,66 cm respectivamente.

Aos 3000 uL/L, os Oleos de Melaleuca alternifolia, Cymbopogon
martini ¢ Cynnamomum zeylanicum inibiram totalmente o crescimento micelial do fungo.
Foram seguidos por Mentha piperita (0,76 cm) e Eucalyptus citriodora (0,80 cm).

Na concentragdo de 4000 uL/L, verficou-se que o crescimento micelial
foi de 1,99 cm para o O6leo de Melaleuca alternifolia. Ja o 6leo de Citrus limon nao
apresentou inibi¢ao do fungo (5,77 cm) e os outros 6leos apresentaram valores proximos. Na
concentracdo de 5000 pL/L, o comportamento foi semelhante ao da concentracdo de
4000uL/L.

Esses resultados estdo em conformidade com o trabalho de Souza et al.
(2004) que verificaram que S. aromaticum e C. zeylanicum foram eficientes na inibi¢ao
micelial dos fungos Rhizopus sp., Penicillium sp, Eurotpium repens e Aspergillus niger, nas
concentracdes de 200 e 800 ug/mL, e que o segundo 6leo inibiu totalmente os fungos na
primeira concentragdo. Outros trabalhos com 6leo essencial de C. zeylanicum mostraram a
eficiéncia em inibir outros fungos. Singh et al. (1995) e MontesBelmont & Carvajal (1998)
verificam inibicdo de A. niger, A. fumigatus, A. nidulans e A. flavus. Wilson et al. (1997)
obtiveram efeito inibitério do 6leo em Botrytis cinerea. Resultados similares da acao inibitéria

de C. zeyalnicum no crescimento micelial de Alternaira solani foram observados no trabalho
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de Abreu (2004) em todas as concentracdes utilizadas 250, 500, 750 e 1000 pul/L, bem como o
efeito inferior do éleo essencial de limao (Citrus limon).

Quanto ao Cymbopogon martini, os resultados encontrados neste
trabalho também condizem com os encontrados por Abreu (2006) e Singh et al. (1980) quando
constataram que esse Oleo na concetracdo de 1% foi eficiente contra Helminthosporium
oryzae, do que fungicidas sintéticos. Neste trabalho verificou-se que Eucalyptus citriodora
também apresentou bom resultado, confirmando os resultados obtidos por Salgado et al.
(2003), os quais trabalharam com 6leos essenciais de diferentes espécies de Eucalyptus e que
apresentaram efeito fungistdtico na concentragdo de 500mg/Kg, in vitro, no controle de
Fusarium oxysporum Schelecht., Bipolaris sorokiniana Shoemaker e Botryitis cinerea Pers.

A respeito de Melaleuca alternifolia, a mesma ndo apresentou um
efeito inibitério satisfatério em concentracdes baixas, Abreu (2004) constatou efetividade na
inibicdo do crescimento micelial de A. solani, nas concentragdes de 2000, 3000, 4000 e 5000,
uL/L, pois este 6leo essencial tem sido utilizado com muita propriedade na medicina humana
para o controle de fungos e bactérias. Isto pode ser constatado no trabalho de Moreira et al.
(2005) que obtiveram inibi¢do de estirpes de E. coli pelo 6leo na concentraciao de 0,5 a 0,6
mL/100mL. Possivelmente, este efeito foi devido a sensibilidade do fungo em relacdo aos
compostos do 6leo essencial.

Alguns estudos afirmam que Mentha piperita apresenta poder
antimicrobiano, o que foi constatado por Singh et al. (2003) nas concentracdes a partir de 200
mg/mL, sendo letal aos fungos Alternaria sp., Curvalaria lunata e Fusarium moniliforme.
Resultados parecidos foram descritos por Abreu (2006), que constatou controle de Alternaria
solani, in vitro, a partir da concentracao de 3000 uL/L.

O que pode ser observado no presente trabalho, € que em todas as
concentracoes os 6leos de C. zeylanicum e C. martini ndo permitiram o crescimento do fungo
(Tabela 2 e Figura 4). O 6leo de C. limon nao inibiu o crescimento do fungo, apresentando
efeito contrario e favorecendo o crescimento quando comparado com a testemunha, crescendo
em toda a drea da placa no sexto dia de avaliagdo. Isto deve ter ocorrido, possivelmente
devido a algum constituinte do 6leo que possa ter favorecido esse rapido desenvolvimento. Em

relacdo ao 6leo de C. limon, este resultado esta de acordo com o observado por Norman et al.
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(1967) e McCalley & Torres-Grifol (1992), que relataram a pouca eficiéncia na inibi¢ao de

microorganismos, ou uma possivel especificidade por algum fungo ou bactéria.

Tabela 2. Desenvolvimento de Amphobotrys ricini sob acdo de diferentes 6leos essenciais.

Botucatu-SP, 2009.

Concentragées (uL/L)

Tratamentos 1000 2000 3000 4000 5000
Diametro (cm)

Testemunha 4,75Ba 4,72ABa 4,92Aa 491Aa 4,64Aa
Cymbopogon martini 0,7Da 0,7Ea 0,7Ca 0,7Ba 0,7Ba
Melaleuca alternifolia 4,4Ba 3,66BCa 0,7Cc 1,99Bb 1,03Bc
Citrus limon 6,72Aa 6,06Aa 5,9Aa 5,77Aa  6,05Aa
Mentha piperita 4,43Ba 2,44Db 0,76Cc 0,74Bc  0,76Bc
Azadirachta indica 2,5Cab 2,65CDa 2,06Bab 1,7Bbc 1,1Bc
Cynnamomum zeylanicum 0,7Da 0,7Ea 0,7Ca 0,7Ba 0,7Ba
Eucalyptus citriodora 2,01Ca 0,92Eb 0,8Cb 0,7Bb 0,7Bb

Média seguida de letra maitiscula na linha e mintscula na coluna nao diferem entre si, pelo

teste de tukey a 5% de probabilidade.

Qrescinrertorricelia (ar)
N

Testemunha Cynrbopogon Melaleuca Qtrus linon Mentha piperita Azadirachta Annanormum

martini Alternifolia

E 1000 pl/L B 2000 pl/L

Tratamentos

@ 3000 pL/L

Concentracoes

B 4000 pl/L

indica zeylanicum

= 5000 pl/L

Eucalyptus
citriodora

Figura 4. Comportamento do crescimento micelial de Amphobotrys ricini sob diferentes

concentracoes de 6leos essenciais.
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As porcentagens de inibi¢do (PICs) dos 9 fungicidas testados in vitro, a
1, 10 100 e 1000 pL/L, para o isolado de A. ricini, procedente da EMPRABA ALGODAO
(CNPA), podem ser visualizadas na Tabela 3. Também foram obtidos através dos PICs, a

diferentes concentragdes, os respectivos EDs dos respectivos fungicidas (Tabela 4).

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PICs) de Amphobotrys ricini em
diferentes concentracdes de fungicidas. Botucatu-SP, 2009.

Concentragéo (uL/L)

Tratamentos 1 10 100 1000
( PIC %)
Azoxystrobina 43,20 B b 42,50 Bb 5340 B ¢ 75,40 A Db
Clorotalonil 5,00 B ¢ 20,40 B c¢c 100,00 A a 100,00 A a
Tiofanato metilico 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a
Carbendazim 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a
Tebuconazole 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a
Mancozeb 2400 C bc 9,20 Cc 7940 B ab 100,00 A a
Iprodione 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a
Procimidone 89,50 A a 87,00 A a 100,00 A a 100,00 A a
Carboxin + Thiram 1450 C ¢ 1520 C c¢c 6020 B bc 9960 A a
CV(%) 13,44

Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Dose efetiva mediana (EDsg) de varios
fungicidas relativos a inibicdo do crescimento
micelial do isolado Amphobotrys ricini (L3),
procedente da EMBRAPA ALGODAO (CNPA).
Botucatu-SP, 2009.

Tratamentos EDsy dos fungicidas
(uL/L)
Azoxystrobina > 50
Clorotalonil 10- 50
Tiofanato metilico * <1
Carbendazim * <1
Tebuconazole * <1
Mancozeb > 50
Iprodione * <1
Procimidone <1
Carboxin +thiram > 50

*tratamentos onde ndo foi possivel elaborar a equagdo linear da reta (y=100), devido
ao fato de que em todas as concentra¢des testadas houve 100% de inibicao do crescimento
micelial, sendo apenas estimado o valor do EDs.
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Para os fungicidas tebuconazole, carbendazim, tiofanato metilico e
iprodione ndo foi possivel estabelecer o EDsy, devido ao fato de que em todas as
concentracoes utilizadas houve inibicao de 100% do crescimento micelial do fungo. Apenas
pode-se afirmar que o EDsy € menor que 1uL/L.

Os fungicidas azoxystrobina, mancozeb e carboxim + thiran foram
considerados ineficientes (EDso > 50uL/L), diferente do que foi observado por Fischer (2003),
que trabalhou com o fungo N. haematococca. Ja os fungicidas tiofanato metilico,
carbendazim, tebuconazole, iprodione e procimidione foram altamente eficientes (EDsy <
1uL/L).

Segundo Kimura (1999), em seu trabalho ocorreu a insensibilidade do
isolado de Botrytis cinerea ao fungicida tiofanato metilico, que confirma a ocorréncia de
resisténcia cruzada para esse grupo de fungicidas, com abundante desenvolvimento micelial na
concentracdo de 1000 pL/L do fungicida no meio BDA, demonstrando alto nivel de
resisténcia. Porém, neste trabalho ocorreu o inverso, nao houve crescimento micelial do
isolado de Amphobotrys ricini nas das concentragdes estudadas com o i.a. tiofanato metilico.

Para o fungicida azoxystrobin, do grupo das estrobilulinas, Caldari
Juanior (1998) encontrou grande variagdo no crescimento micelial de isolados provavelmente
ainda ndo expostos a esse fungicida, no qual o EDs situou-se abaixo de 0,1 uL/L e para outros
em 1000 pL/L, indicando que esse composto ndao tem nenhuma ou pouca influéncia no
crescimento micelial in vitro, discordando também do conceito de resisténcia de fungos a
fungicidas. Sendo o mesmo comportamento observado neste trabalho, onde o EDsy foi maior
que 50 pL/L. Vdrios trabalhos relatam a eficiéncia de fungicidas benzimadizéis (SMITH,
1994) e dicarboximidas (LORENZ, 1994) contra Botrytis cinerea, o que foi confirmado
também neste trabalho.

Na figura 5 pode ser visualizado o comportamento de crescimento

micelial de Amphobotrys ricini sob a influéncia de diferentes concentracdes de fungicidas.



Fungicidas

Concentracoes
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Figura 5. Crescimento micelial de A. ricini em meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar) contendo fungicidas
com diferentes concentragdes.carbendazin (A), tio-
fanato metilico (B), iprodione (C), tebuconazole (D),
azoxystrobina (E), procimidone (F), carboxin-thiran
(G), clorotalonil (H), mancozebe e testemunha (J).
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6.4 Avaliacao in vitro da germinacao de esporos do isolado de Amphobotrys ricini,
utilizando diferentes concentracoes de 6leos essenciais e fungicidas

Na concentracdo de 1 pL/L, os fungicidas carboxim + thiram e
tiofanato metilico permitiram igual capacidade de germinacdo dos esporos do fungo em
relacdo a testemunha. Neste trabalho, os fungicidas tiofanato metilico e azoxystrobina nao
apresentaram a mesma capacidade de inibir a germinagdo de esporos do fungo, diferindo do
trabalho realizado por Kimura (1999). Os melhores resultados foram obtidos pelos fungicidas

clorotalonil e tebuconazole, que inibiram totalmente a germina¢do dos conidios (tabela 5) .

Tabela 5. Porcentagem de conidios germinados de Amphobotrys ricini em diferentes
concentragdes de fungicidas. Botucatu-SP, 2009.

Concentragbes (uL/L)

Tratamentos 1 10 100 1000
Conidios germinados (%)

iprodione 51,20A a 26,00B b 24,40B b 0,00C ¢
procimidone 92,80A a 38,00B b 40,80B b 14,80C c
Carboxim + thiran 100,00A a 100,00A a 28,80B b 0,00C ¢
Mancozeb 39,60A bc 0,00B c 0,00B ¢ 0,00B ¢
azoxystrobina 19,20AB cd 21,20A  bc 0,40B c 0,00B c
tebuconazole 0,00A d 0,00A c 0,00A c 0,00A ¢
tiofanato metilico 100,00A a 28,80BC b 48,00B b 10,00C c
clorotalonil 0,80A d 0,00A c 0,00A c 0,00A ¢
carbendazim 82,40A ba 92,80A a 88,00A ba 69,20B b
Testemunha 100,00A a 100,00A a 100,00A a 100,00A a
CV(%) 31,01

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na concentracdo de 10 pL/L, verificou-se que a germinagcdo dos
conidios foi inferior a testemunha em todos os tratamentos, exceto no fungicida carbendazim.
Os fungicidas azoxystrobina e tiofanato metilico propiciaram um nivel de germinacdo bem
inferior a testemunha. Esses fungicidas apresentaram um nivel superior quanto a germinagao
observada no tratamento com procimidone, mas com um nivel inferior de inibicdo de
germinagdo quando comparado com o fungicida tebuconazole. Haddad et al. (2003) também
relataram resultados inferiores para a germinacao de esporos de Colletotrichum gloesporioides

quando utilizaram as misturas tiofanato metilico + mancozeb e tiofanato metilico +



40

clorotalonil, independente da concentracdio e do isolado utilizado para o controle de
antracnose das folhas em cebola (Allium cepae). Esses dados divergem dos apresentados por

Kimura (1999) em seu trabalho.

Na concentracdo de 100 uL/L, os fungicidas que apresentaram melhor
inibi¢do na germinacdo de esporos foram azoxystrobina, tebuconazole e clorotalonil. Quando
se utilizou a concentragdao de 1000 uL/L, todos os tratamentos diferiram significativamente da
testemunha. O fungicida iprodione também apresentou inibi¢do total da germinacdo dos
conidios.

O que pode ser observado no presente trabalho é que os dados
diferiram dos obtidos para crescimento micelial, onde iprodione, procimidone e tebuconazole
foram os que apresentaram os melhores resultados. Na inibi¢ao do crescimento do micélio do
fungo, apenas tebuconzole apresentou comportamento inibitério também para germinacdo de

conidios em todas as concentracdes estudadas (figura 6).

Conidios germinados (%)
o)
8

w1/l m 10 p/L 0 100 pl/L m 1000 pL/L
Concentracoes

Figura 6. Comportamento da germinacdo de conidios de Amphobotrys ricini em diferentes

concentracoes de fungicidas.
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Kimura (1999) e Davidse (1994) em trabalhos isolados observaram
que mesmo com o aumento da concentracdo do fungicida azoxystrobina, a germinacdo
conidial de Botrytis cinerea se manteve constante, levando a crer que este € insensivel a este
fungicida. Ferreira et al. (2006) em seu trabalho para o controle de doengas causadas por
Cylindrocladium candelabrum, em eucalipto, também observaram que a germinacdo de
conidios do fungo foi pouco sensivel a azoxystrobina. O mesmo ndo foi observado neste
trabalho, onde o aumento da concentra¢do do azoxystrobina levou a redugdo significativa da
germinacdo conidial do A. ricini. Mas quando foram avaliados os fungicidas tiofanato metilico
e procimidone, a medida que ocorreu aumento nas concentracdes estudadas, ocorreram
decréscimos na germinagdo conidial, confirmando o relatado por Kimura (1999), levando a
hipétese de que o fungo apresenta alta sensibilidade a esses fungicidas.

Analisando o comportamento da germinacdo dos conidios de
Amphobotrys ricini, verificou-se que os Oleos essenciais apresentaram resultados com
tendéncia de inibicdo, comportamento esse semelhante aos dados do crescimento micelial.
Variacdes foram verificadas entre os 6leos essenciais e entre as concentracdes (Tabela 6 e

Figura 7).

Tabela 6. Porcentagem de conidios germinados de Amphobotrys ricini em diferentes
concentracdes de 6leos essenciais. Botucatu-SP, 2009.

Concentragdes (UL/L)

Tratamentos 1000 2000 3000 4000 5000
Conidios germinados (%)

Cympobogon maritini 0,00A c 0,00A c 0,00A c 0,00A c 0,00A c
Eucalyptus citriodora 8,40A b 0,00B c 0,00B c 0,00B ¢ 0,00B ¢
Cinnamomum zeylanicum 0,00A c 0,00A c 0,00A c 0,00A c 0,00A c
Melaleuca alternifolia 99,60A a 87,60B b 0,80C c 1,60C ¢ 0,80C c¢
Mentha piperita 98,00AB a 100,00A a 95,60BC bc 93,20C b 98,80AB a
Azadirachta indica 99,60A a 97,60ABa 94,40BC b 96,00AB ab 90,80C b
Citrus limon 100,00A a 100,00A a 99,60A ab 98,80A a 98,80A a
Testemunha 100,00A a 100,00A a 100,00A a 100,00A a 100,00A a
CV(%) 412

Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7. Comportamento da germinacdo de conidios de Amphobotrys ricini em diferentes
concentracdes de 6leos essenciais.

Verificou-se que na concentragdo de 1000 puL/L, para o 6leo de Citrus
limon, ocorreu germinagdo de 100% dos conidios, seguida por Azadirachta indica, Mentha
piperita e Melaleuca alternifolia, que apresentaram germinacdo de 99,60, 98,00 e 99,60%,
respectivamente, ndo apresentando diferencas estatisticas entre si, pois 0S mesmos nao
promoveram inibicdo na germinac¢do. Na concentracdo de 2000 pL/L, os Oleos citados
anteriormente apresentaram diferencas significativas entre si quando comparados com a
concentracdo de 1000 uL/L, mas dentro da concentracdo nao diferiram entre si, exceto
Melaleuca alternifolia que apresentou 87,60% de conidios germinados. Nas concentragdes de
3000, 4000 e 5000 pL/L, os 6leos apresentaram pequenas diferencas, porém significativas
tanto entre si, quanto entre concentracdes. O 6leo de Citrus limon, ndo apresentou inibi¢cao na

germinacdo dos conidios do fungo.
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Da mesma maneira como ocorrido para o crescimento micelial, os
Oleos de C. martini e C. zeylanicum acarretaram inibi¢do de 100% da germinagdo dos conidios
em todas a concentracdes estudadas. O 6leo de Eucalyptus citriodora também apresentou
resultados parecidos, sendo que a total inibi¢do da germinagao dos esporos ocorreu a partir de
2000 pL/L.

A inibi¢do da germinagdo conidial é fundamental no controle das
doencas, pois este tipo de propdgulo geralmente é o ponto inicial da infeccdo propriamente
dita. Para o uso efetivo dos Oleos essenciais e seu sucesso € preciso que eles ndo apenas
inibam o crescimento micelial do patégeno, mas também inibam a germinagdo de seus esporos
(ABREU, 2004). Alguns trabalhos realizados por Caccioni e Guizzardi (1994) mostraram que
as mesmas concentragdes dos o6leos de C. zeylanicum e Cymbopogon sp. inibiram o
crescimento micelial, e, também, a germinacdo dos esporos de Monilina laxa, Mucor

piriformes e Rhizopus stolonifer.

6.5 Aplicacao de Clonostachys rosea em frutos destacados de mamoneira

Para o fruto de mamona da cultivar AL Guarany, sem ferimentos,
verificou-se que o melhor tratamento foi o preventivo, sendo inclusive o melhor tratamento
dentre todos os outros nesta cultivar. Neste mesmo fruto, com ferimentos, a melhor forma de
aplicar o antagonista também foi a preventiva. J4 no fruto de mamona do material hibrido
Lyra, sem ferimentos, ndo houve diferencgas significativas entre as formas de aplicacdo. Para o
os frutos do hibrido Lyra, com ferimento, ndo houve diferenca significativa entre a aplicacdo
preventiva, com nota média de 3,1 e a curativa, com nota de 3,5 .

Em ambos os frutos, os demais tratamentos ndo apresentaram
diferengas entre si, mas todos diferiram do tratamento controle geral. Nenhum tratamento no

fruto apresentou diferenca quanto ao material genético (Tabela 7 e Figura 8)..
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Tabela 7. Severidade da doenga, causada por Amphobotrys ricini, em frutos de mamona com e
sem ferimentos, submetidos a aplicacdo preventiva e curativa do antagonista Clonostachys
rosea € 0s respectivos tratamentos controle. Botucatu-SP, 2009.

T Frutos de mamona por genotipo
ratamentos
Cultivar AL Guarany Hibrido Lyra

CLP® 1,87 | ab® | A® (2,0°+0,5°) 32" | 2| A (3,0 +1,7%)
CLPFF 2,7 bc | A (2,7+ 0,8) 3,1 c|A (3,0+0,9)
CLC 3,7 c A (4,0+1,2) 39 |bc]| A (4,0+1.,5)
CLCFF 3,2 c A (3,7+1,4) 3,5 c|A (3,3+1,0)
TI 4 c A (4,0 +0,5) 3,8 c|A (4,0 +1,0)
TSI 1 a | A (1,0 + 0,0) 1 alA (1,0 + 0,0)

"Nota média da severidade da doenga oriunda de avaliagio de 15 frutos (repeti¢des);

“Escala de notas: 1= auséncia de sintomas no fruto; 2= menos de 50% de sintomas no fruto; 2= 50% de sintomas
no fruto; 4= mais de 50% de sintomas no fruto e 5= fruto totalmente necrosado;

*3Porcentagens seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si
(p>0,05), segundo teste de comparacdes miiltiplas de Dunn, da andlise ndo-paramétrica do teste de Kruskal-
Wallis;

4Mediana;

>Semi-amplitude interquartilica com os valores minimo e maximo.

®Aplicagio de Clonostachys rosea prevetivamente (CLP); aplicacio de Clonostachys rosea preventivamente no
fruto com ferimento (CLPFF); aplicacdo de Clonostachys rosea curativamente (CLC); aplicacdo de
Clonostachys rosea curativamente no fruto com ferimento (CLCFF); aplicagdo de Amphobotrys ricini na
testemunha (TT); aplicacdo de apenas dgua destilada na testemunha (TSI).

Escala de notas - Saveridade da doence
NoW
a wop

2 1
1,5 1
1 4
0,5 .
0 |
ar CLFF ac QLG+ m TS
m Frutos de mamona cultivar AL Guarany O Frutos de mamona hibrido Lyra

Figura 8. Severidade de Amphobotrys ricini em frutos destacados de mamoneira, com e sem
ferimentos, e tratados com aplicacdo preventiva e curativa do antagonista Clonostachys rosea.
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6.6 Controle de Amphobotrys ricini em mudas de mamoneira em ambiente
protegido, por meio de aplicacdo de fungicidas, agente de C. bioldgico e com
oleos essenciais.

Os gendtipos de AL- Guarany e Lyra que receberam os fungicidas
iprodione e procimidone ndo apresentaram folhas doentes, ndo diferindo da testemunha ndo
inoculada (Tabela 8). Em relacdo aos O6leos essenciais utilizados houve diferenga no
tratamento com o 6leo de Cinnamomum zeylanicum (canela) que apresentou na cultivar AL-
Guarany valor médio de severidade de folhas doentes de 26,07% e no hibrido Lyra com
43,82%. Para o 6leo de Cymbopogon martini (palmarosa), os resultados apresentados foram
de 40,85% para a cultivar AL-Guarani e de 46,69% para o hibrido Lyra. Em relacdo aos
tratamentos com fungos antagonistas, a aplicacdo de C. rosea e de Trichoderma sp,
demonstrou melhores resultados de inibi¢do doenga quando comparado aos alternativos
(6leos), apresentando severidade de 34,28 e 30,57% para o cultivar AL-Guarani e de 30,97 e
31,67% para o hibrido Lyra, respectivamente. O sintoma da doenca caracteristico nas folhas é

o surgimento de uma necrose.

Tabela 8. Severidade da doenca em folhas de dois genétipos de mamoneira, causada por
Amphobotrys ricini, em relacio a tratamentos com fungicidas, agentes de controle e 6leos
essenciais.Botucatu-SP,2009.

Gendétipos
Tratamentos AL -Guarany Lyra
Folhas Doentes (%)

Trichoderma sp. 30,57 A ab 3167A b
Clonostachys rosea 34,28A ab 30,97A b
Oleo de Cinnamomum zeylanicum 26,07B b 43,82 A ab
Oleo de Cympobogon martini 40,85A ab 46,69A ab
Procimidone 0,00A c 0,00A c
Ipridione 0,00A c 0,00A c
Testemunha inoculada 4548A a 55,45A a
Testemunha ndo inoculada 0,00A c 0,00A c
CV(%) 40,36

Médias seguidas de letras maitdsculas na linha e mindsculas na coluna nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de tukey.
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Os resultados encontrados estdo muito similares aos relatados na
avaliacdo no campo em relacdo ao comportamento dos tratamentos aplicados cujos dados
serdo discutidos posteriormente. O que leva a concluir que apesar dos sintomas principais,
aparecerem mais nitidamente quando a planta comeca a emitir inflorescéncias e racemos,
enquanto que os sintomas nas folhas, como a necrose aparecem e devem ser melhor estudados,
pois poucos sdo os relatos de sintomas neste estdgio de desenvolvimento da planta (Figura 9).
Dessa maneira, essa metodologia de inoculagdo em plantulas torna-se uma alternativa vidvel,
no que diz respeito ao ganho de tempo, na avaliagdo de gendtipos que possam Vvir a apresentar
alguma resisténcia para o0 mofo-cinzento ou mesmo servindo como ferramenta complementar
na avaliacdo de genétipos. No trabalho desenvolvido por Lima & Soares (1990), as avaliagdes
s6 foram realizadas quando os materiais encontravam-se numa fase de desenvolvimento mais
avancada, se a avaliagdo em plantulas fosse realizada, a mesma poderia auxiliar na sele¢do dos
materiais utilizados no plantio em campo, ou mesmo na complementa¢do do trabalho, gerando

mais dados.

Figura 9. Sintomas de necrose causados por Amphobotrys ricini em folhas de
mamoneira. Botucatu-SP, 2009.

6.7 Elaboracio de escala diagramatica para avaliacao de mofo-cinzento

No estudo conduzido, a severidade do mofo-cinzento, em mamoneira,
apresentou valor maximo de 100%, ocorrendo em alguns casos quedas dos frutos. Em
condi¢des climdticas favordveis pode-se observar perdas de até 100% da cultura com relagdo

ao mofo-cinzento (ANJANI et al., 2002).
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A proposta de estabelecer um sistema padronizado para orientar a
avaliacdo da severidade de determinada doenca € de grande responsabilidade, pois, caso o
sistema seja deficiente, o custo de sua utilizacdo pode ser maior do que os beneficios
alcangados com seu uso (NUTTER JUNIOR e SCHULTZ, 1995; LEITE e AMORIM, 2002).

A padronizacdo de avaliacdo da doenca € altamente desejavel, pois a
uniformizacdo da metodologia permite comparacdes entre os resultados obtidos em diferentes
institui¢des e localidades (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996). A escala diagramatica
proposta foi composta por seis niveis de severidade, a saber: 0; 8; 22; 43; 76 e 100% (Figura
10).Para o uso desta escala, recomenda-se observar mudancas de cultivares, nutricdo, regiao e
demais condic¢des especificas de cada cultivo.

Na validacdao da escala diagramética, os avaliadores, nas condi¢des
descritas na metodologia, mostraram-se com boa acurécia, sendo que os valores estimados de
severidade ficaram proximos aos valores da severidade real. (Figura 11.)

Com a adog¢do da escala proposta, a totalidade dos avaliadores
apresentou boa acuricia (R?=0,94), pois os valores de “a” ndo foram significativamente
diferentes de zero (0) e os valores de “b” nao foram significativamente diferentes de (1)

(Tabela 9).

Tabela 9. Estimativas de intercepto (a), do coeficiente angular da reta(b) e do coeficiente de
determinac¢do (R%) de equacgdes de regressdo linear simples, relacionando estimativas visuais
de danos de racemos de mamoneira provocados por Amphobotrys ricini efetuadas por
avaliadores, com e sem auxilio da escala diagramatica. Botucatu-SP, 2009.

Avaliador Sem escala Com escala
a b R? a b R’
1 8,49* 0,86 0,8 0,4 0,97 0,97
2 3,41* 0,88 0,79 0,21 0,95 0,92
3 -4,06™ 0,94 0,81 -0,27 0,96 0,95
4 4,63* 0,84 0,79 2,28 0,92 0,92
Média 3,12 0,88 0,8 0,66 0,95 0,94

* Asterisco representa situagdes onde a hipdtese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo
teste t (P< 0.01).

A precisdo € um importante fator a ser considerado na validagao de

uma escala diagramatica, sendo definida como a exatiddo de uma operag¢do onde hd rigor ou
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refinamento na medida (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996), e as estimativas visuais da
severidade explicaram 92 a 97% da variacao (R?), com média de 94% entre os avaliadores
apo6s a adocdo da escala diagramaética, enquanto a média sem o uso da escala foi bem inferior
com média de 80%.

Portanto, além das técnicas adotadas para o preparo da escala, o
sucesso do seu uso, medido pela precisdo e acurdcia na estimativa da severidade da doenga, ird
depender do treinamento, experiéncia e da percep¢ao individual de cada avaliador (AMORIM,
1995).

A avaliagdo do comportamento de doencas por meio de metodologia
cientifica e a padronizacio dos métodos de avaliacdo de doengas proporcionam maior

confiabilidade no monitoramento e auxiliam em futuros estudos sobre a doenga.



0 8 22 43 76 100%

(Ilustracao: Rafael Antunes Chagas)

Figura 10. Escala diagramadtica para avaliacdo dos danos provocados por Amphobotrys ricini em racemos de mamoneira, indicando
os niveis de 0, 8, 22, 43, 76 ¢ 100% de danos.

61
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Figura 11. Severidade estimada com e sem o auxilio da escala diagramatica (pontos) e linhas
de regressdo obtidas entre a severidade real e a estimada (linha cheia) para o mofo-cinzento
em racemos de mamoneira (Ricinus communis L). A-B avaliador 1 com e sem escala; C-D
avaliador 2 com e sem escala; E-F avaliador 3 com e sem escala; G-H avaliador 4 com e sem

escala.
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6.8 Avaliacao da severidade de Amphobotrys ricini a campo

Com base nos resultados obtidos nas avaliagdes in vitro, os dois
melhores tratamentos com Oleos essenciais foram utilizados no campo. Para os fungicidas,
apesar dos resultados diferirem quanto aos melhores produtos devido ao fato de ter ocorrido
resultados diferentes para as avaliacdes de crescimento micelial e germinagdo de esporos,
optou-se por utilizar os fungicidas iprodione e procimidorne, por estes ja serem utilizados na
cultura. Nao houve diferencas significativas entre a cultivar AL Guarany e o hibrido Lyra,
dessa maneira os materiais foram avaliados juntos.

As avaliagdes ocorreram durante 3 semanas (Tabela 10 e Figura 12),
sendo que na primeira semana o melhor tratamento foi a pulverizacdo de iprodione com
severidade de 4,31%, que ndo deferiu estatisticamente da testemunha ndo inoculada (0,00%),
seguido do tratamento procimidone (21,88%), a seqii€éncia continuou com o 6leo esséncial de
Cinnamomum zeylanicum (67,91%), suspensdo de esporos de Clonostachys rosea a 1x10°
conidios/ml (71,56%), suspensdo de Trichoderma sp (72,16 %), 6leo de Cympobogon martini
(82,94%), testemunha inoculada (89,91%).

Tabela 10. Avaliacdo da severidade de mofo-cinzento em racemos de mamoneira durante 3
semanas, em fun¢do da aplicacdo de diferentes tratamentos. Botucatu-SP, 2009.

Tratamentos Severidade da doenca (%)

semana 1 semana 2 semana3
Testemunha inoculada 89,91A a 98,13A a 99,38A a
Testemunha n&o inoculada 0,00A d 0,00A c 0,00A c
Oleo essencial de palmarosa 82,94B a 99,38A a 99,68A a
Oleo essencial de canela 67,91B b 91,09A a 94,06 A a
Suspensao de esporos Clonostachys rosea 7156 A b 81,25A a 88,22A a
Suspenséo de esporos de Trichoderma spp. 72,16B b 92,34A a 93,91A a
iprodione 4,31B d 12,81B ¢ 30,16 A ¢
procimidone 21,88B ¢ 60,16 A b 62,81A b
CV(%) 39,72

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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SINTOMAS DA DOENCA
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Figura 12. Sintomas de mofo cinzento em racemos de mamoneira. A- primeira semana

de avalia¢

segunda semana e C- terceira semana.

30; B



53

Na segunda semana a ordem da eficiéncia dos tratamentos quase nao
sofreu alteracdo, permanecendo o melhor tratamento a aplicacdo de iprodione (12,81%), que
ndo diferiu estatisticamente da testemunha nao inoculada, sendo seguida pelo tratamento de
procimidone (60,16%). A alteragdo ocorreu em relacdo ao tratamento de 6leo essencial de
Cinnamomun zeylanicum que mostrou maior severidade (91,09%) quando comparado com os
tratamentos de Clonostachys rosea e de Trichoderma sp., cujas severidades foram,
respectivamente, de 81,25% e de 92,34%, mas nao houve diferenca signficativa entre esses
tratamentos.

Nao houve alteracdo muito grande da severidade da doenca em fungdo
dos tratamentos na terceira semana. O tratamento cuja aplicagdo foi Ipridione permaneceu
como sendo o melhor com valor de 30,16%, nio diferendo da testemunha nido inoculada
(0,00%), seguida novamente pelo tratamento de Procimidone (62,81%). Em relacdao aos
demais tratamentos, os mesmos ndo mostraram diferencas significativas entre si, sendo o0s
valores dos mesmos para Cinnamomum zeylanicum (94,06%), Cymbopogom martini com
99,68%, Clonostachys rosea 88,22% e 93,91% para Trichoderma sp..

A utilizagdo de iprodione mostrou-se o melhor quando comparado com
os demais tratamentos. Os resultados obtidos com o tratamento C. rosea, apesar dos resultados
serem inferiores aos do melhor tratamento, - iprodione possivelmente pelo fato de tratar-se de
um método biolégico, e, também, devido ao nimero de aplicacdes realizadas de apenas 1 por
semana foram animadores. Em testes para comparar a eficiéncia de C. rosea e do fungicida
Captan na protecdo das flores do morango - principal via de invasao do fruto pelo B. cinerea,
o fungo (10° esporos/mL) suprimiu a incidéncia de B. cinerea em estames de 93% para 79% e
em frutos de 76% para 48%, uma performance igual ou melhor que outros antagonistas € o
fungicida. O antagonista C. rosea foi mais eficaz que Captan contra B. cinerea em frutos de 8
diferentes cultivares de morango. Os tratamentos foram aplicados aos vasos ao amanhecer e
antes do anoitecer, baseados na conjectura que orvalho e escuro podem facilitar a
sobrevivéncia e a atividade dos organismos de biocontrole (SUTTON et al., 1997). Dessa
forma, pelo menos duas aplicagdes semanais de C. rosea poderiam ser realizadas, ou até
mesmo o uso associado as aplicagdes com o fungicida iprodione ou outro fungicida.

No trabalho desenvolvido por Lima & Soares (1990), 15 cultivares de

mamoneira foram avaliados quanto a resisténcia ao mofo-cinzento. Uma das cultivares
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avaliadas foi a Guarani, que apresentou indice de doenca na primeira e segunda avaliacdo de
40,83 % e 48,38%, respectivamente, sendo considerado com resisténcia moderada ao A. ricini.
Na avaliacdo da intensidade da doenca em cinco cultivares de mamoneira (Guarany, AL
Guarany 2002, Mirante 10, hibrido Lyra e hibrido 2), sob diferentes arranjos populacionais,
foi observado que todas as cultivares comportaram-se como suscetiveis, com variagdo de
incidéncia de frutos infectados de 25% (AL Guarany) a 48 % (Guarany), comprometendo, nas
condi¢cdes experimentais, a produtividade das cultivares avaliadas (FERNANDES et al.,
2006). Resultados similares foram encontrados por Rego Filho (2007), onde a cultivar AL
Guarany nao diferiu estatisticamente do hibrido Lyra, apresentando incidéncia de mofo
cinzento de 20,00% e 25,50%, respectivamente.

Virios s@o os fatores envolvidos nos resultados, do ponto de vista
genético ndao podem ser esquecidas que gendtipos cujas capsulas possuem poucos actleos sao
mais resistentes ao ataque do mofo cinzento, enquanto que aquelas com cdpsulas com muitos
actleos comportaram-se como as mais suscetiveis ao patégeno o que foi comprovado por
Lima & Soares (1990). As dificuldades encontradas na obtencdo de linhagens de mamoneira
com resisténcia a A. ricini podem ser devidas a producdo de enzimas hidroliticas,
possivelmente enzimas pécticas e celuloliticas, que decompdem os tecidos dos frutos
infectados (THOMAS; ORELLANA, 1963), bem como devido a maior quantidade de
acucares soluveis presente nas capsulas de mamoneira suscetiveis (ORELLANA; THOMAS,
1962). Portanto, em estudos seguintes visando a obten¢do de cultivares de mamoneira com
certo nivel de resisténcia a A. ricini, faz-se necessario investigar com maior detalhamento as
caracteristicas morfoldgicas, os teores de agucares soluveis da planta e a produgdo de enzimas
hidroliticas por este patégeno.

Dessa maneira, varios sdo os fatores que devem ser levados em
consideragdao no que diz respeito ao controle do mofo-cinzento da mamoneira, um trabalho
conjunto visando métodos de controle tanto quimicos, quanto alternativos e a busca por

materiais com niveis de resisténcia genética aceitaveis.
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7 CONCLUSOES

Quanto a esporulagdo, o melhor meio para o patégeno Amphobotrys
ricini foi o V8-20%, enquanto que para o antagonista Clonostachys rosea foi o TJ-5%;

O unico meio que proporcionou abundante produgdo de esclerddios de
A. ricini foi o aveia-4gar;

Quanto a inibi¢ao do crescimento micelial de A. ricini, os melhores
tratamentos com os 6leos essenciais foram os com C. martini e C. zeylanicum em todas as
concentracdes testadas enquanto que com os fungicidas, em todas as concentragdes testadas os
melhores foram os ingredientes ativos tiofanato metilico, carbendazin, tebuconazole e
iprodione;

Quanto a inibi¢do da germinacdo dos conidios de A. ricini, os
fungicidas clorotalonil e tebuconazole foram os melhores em todas as concentragdes testadas,
enquanto que os melhores 6leos essenciais foram os a base de C. martini e C. zeylanicum em
todas as concentracoes testados;

A melhor aplicagdo do antagonista Clonostachys rosea, em frutos
destacados de mamona da cultivar AL- Guarany e do hibrido Lyra, independentemente de
haver ou nao ferimentos, foi de maneira preventiva.

A escala diagramadtica desenvolvida para avaliar a severidade da
doenca em racemos de mamoneira foi validade, pois as estimativas (R”) da severidade entre os

avaliadores foram de 92 a 97%, com média de 94%.
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Tanto nas aplicacdes em estufa quanto no campo, o tratamento com o
fungicida iprodione (Rovral) foi o melhor quanto ao controle da doenca quando comparados

com os tratamentos bioldgico e alternativo (6leos essenciais).
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9 APENDICE

| Tabela 11. Composicdo quimica dos 6leos essenciais utiIizagos no experimento. Botucatu-SP, 2009.

Espécie | | Substéncias (%) Espécie | | Substéncias (%)
Nalfa-pipeno 0,45 falfa-pineno 2,32
Jbeta-pipeno 0,68 sabineno 0,41
flimoneno 0,33 fbeta-pineno 0,80

g f1,8-cineol 1,51 %’ Imirceno 0,82
3 Nisopulegol 5,18 ‘§ ldelta-3-careno 0,34
% Kcitronelal 74,74 S falfa-terpineno 7,51
9 Hisso-isopulegol 4,33 o Jorto-cimeno 4,38
:g: Kcitronelol 6,26 q% fiimoneno 1,69
g Feraniol - 2,96 K] 1.8-cineol 5,25
Q acetato de citronelila 1,24 § Fama—terpineno 18,16
Jacetato de geranila 0,28 terpinoleno 2,84
Fans-cariofileno 0,72 J4-terpinol 46,74
Total 98,68 Jalfa-terpineol 3,43
| | Birans-cariofileno 0,37
firans-ocimeno 1,45 Jaromadendreno 1,00
IS eraniol 86,98 Jalfa-selineno 1,27
% eranial 0,41 Fama-cadieno 0,99
E acetato de geranila 9,03 Total 98,32
§> IHans-cariofiIeno 0,63 | |
S Total 98,5 falfa-pineno 0,6
E Isabineno 0,38
5‘ Ibeta-pineno 1,12
Imirceno 0,12
3-octanol 0,25
tricicleno 0,33 fortho-cymeno 0,25
alfa-pineno 1.61 Jlimoneno 1,79
fIbeta-pineno 1,75 f1,8-cineol 7,03
Imirceno 10,69 £ ftrans-beta-ocimeno 0,25
= ama-2-careno 1,98 .°§ Famma—terpineno 0,7
_g ara-cimeno 0,28 o mentona 22,54
E limoneno 72,49 § fmeta-acetato cresol 6,39
= Igama—terpineno 9,06 § fneo-mentol 2,88
© terpinoleno 0,28 fmentol 4518
fneral 0,49 In.d. 0,72
eranial 0,89 fisomentol 0,47
alfa-trans bergamoteno 0,36 F:ulegone 1,55
Total 99,21 acetato de mentil 5,97
firans-cariofileno 1,21
amma-muuroleno 0,59
Eotal 98,19
|
alfa-pineno 1,24 IAzadiractina nd
canfeno 0,4 fneemola nd
fbeta-pineno 0,47 Imargosin nd
falfa-felandreno 1,32 Hacido palmitico nd
% Jorto-cimeno 1,11 Nacido oléico nd
B Joeta-felandreno 1,1 é Jacido totradecoico nd
> flinalol 3,58 £ facido D nd
g alfa-terpineol 0,36 8 Inimbim 0,1
g trans-cinamaldeido 0,77 § Inimbinim 0,01
g safrol 1,25 '}; Enimbidim 1,1
g eugenol 73,45 < Total 1,21
5 alfa-copaeno 0,75
cis-cariofileno 4,67
cis-acetato de cinamila 2,11
benzoato de benzila 2,92
hotal 95,44

Fonte: Abreu (2006) e Chopra (1958);



