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RESUMO

As doencas de tronco tém sido consideradas como um dos problemas mais sérios que
afetam videiras, por restringirem drasticamente a vida util e a produtividade das
plantas. Este estudo teve como objetivos avaliar a eficiéncia de derivados da 8-
Hidroxiquinolina (8HQ) no controle dos fungos llyonectria liriodendri e Phaeomoniella
chlamydospora. Os ensaios in vitro consistiram em determinar a susceptibilidade dos
fungos através dos ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM), sinergismo
duplo, inibicdo do crescimento micelial (CM) e determinacdo da concentracdo que
inibe 50% do crescimento (ECso). Os ensaios in vivo consistiram na aplicacdo do
derivado da 8HQ PH 151 e do fungicida mancozebe em ferimentos de mudas de
videira, cultivares Isabel precoce (Vitis labrusca) e Gewdulztraminer (Vitis vinifera),
antes e apoés a inoculacdo de I. liriodendri. Em relacdo ao fungo I. liriodendri os
resultados da CIM para o derivado PH 151, foram de 6.25 pug mlt, demonstrando
melhor atividade quando comparada aos fungicidas tebuconazole (> 50 pg ml?) e
mancozebe (12.5 pg mlt para a cepa 176 e 25 pug ml! para a cepa 1117). PH 151
inibiu 0 CM de 1. liriodendri, enquanto mancozebe nao diferiu do controle, ao final do
experimento. Nos ensaios in vivo PH 151 demonstrou excelentes resultados,
especialmente quando aplicada preventivamente. A respeito do fungo P.
chlamydospora, dentre os fungicidas agricolas, destacou-se o tebuconazole, com CIM
de 1,01 pug mL?, seguido por captana, tiofanato metilico e mancozebe com CIMs de
4,06, 5,46 e 10,62 pug mL%, respectivamente. Os derivados de 8HQ clioquinol e PH
151 apresentaram CIMs de 1,09 e 2,02 ug mL*. PH 151 apresentou sinergismo
quando associado a tebuconazole e captana e inibiu 95,8 % do CM na maior dose, ja
tebuconazole inibiu 100% do CM nas trés maiores doses e a associacao PH 151 +
tebucoanzole foi a que apresentou menores resultados de ECso (0,863 + 0,0381 ug
mL-1). A partir destes resultados, concluimos que o derivado da 8HQ PH 151 foi efetiva
no controle dos fungos |I. liriodendri e P. chlamydospora in vitro, tornando-se uma
alternativa promissora para protecdo de ferimentos de videira, tanto os oriundos da
poda, quanto os gerados no processo de producao de mudas.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (113 p.) marc¢o, 2023.
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ABSTRACT

Trunk diseases have been considered as one of the most serious problems affecting
grapevines, as they drastically restrict the useful life and productivity of the plants. The
purpose of this study was to evaluate the efficiency of derivatives of 8-
Hydroxyquinoline (8HQ) in controlling the fungus Ilyonectria liriodendri and
Phaeomoniella chlamydospora. The in vitro tests assessed the susceptibility to the
minimal inhibitory concentration (MIC), checkerboard assay, mycelial growth (MG)
inhibition, and determination of the concentration that inhibits 50% of the growth (ECso).
While the in vivo tests consisted of applying and assessing the derivative 8HQ
denominates PH 151 and the fungicide mancozeb for the protection of pruning
wounds, in both preventive and curative forms. The cultivars Isabel precocious (Vitis
labrusca) and Gewdiztraminer (Vitis vinifera) were used. Regarding the fungus I.
liriodendri, The MIC values for derivative PH 151 (6.25 pug mlt) showed better results
when compared to the fungicides tebuconazole (> 50 pg ml't) and mancozeb (12.5 ug
ml for strain 176 and 25 pg ml? for strain 1117). PH 151 inhibited mycelial growth,
while macozeb did not differ from the control. In in vivo tests, PH 151 again
demonstrated excellent results, especially when applied preventively. For the fungus
P. chlamydospora, among the agricultural fungicides, tebuconazole stood out, with
MIC of 1,01 pg mL, followed by captan, thiophanate methyl, and macozeb with MICs
of 4,06, 5,46, and 10,62 pug mL, respectively. The 8HQ clioquinol and PH 151
derivatives showed MICs of 1,09 and 2,02 ug mLt. PH 151 showed synergism when
associated with tebuconazole and captan and inhibited 95,8% of MG at the highest
dose. Tebuconazole inhibited 100% of MG at the three highest doses, and the
association between PH 151 and tebuconazole showed the lowest ECso results (0,863
+0,0381 pug mL?). With these results, we conclude that the derivative of 8HQ PH 151
was effective in controlling the fungus I. liriodendri and P. chlamydospora in vitro and
proved to be a promising option for protecting pruning wounds, both those arising from
pruning and those generated in the seedling production process.

1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (113 p.) march, 2023.
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1. INTRODUCAO

A Vviticultura no Brasil € caracterizada por uma grande diversidade de
condicBes ambientais, a area de cultivo estende-se desde o Rio Grande do Sul, até o
Rio Grande do Norte e Ceara. Sendo o Rio Grande do Sul responsavel por mais da
metade da producgéo nacional. Vitis vinifera é caracterizada por ser hospedeira de uma
ampla diversidade de fungos, e as condi¢bes de temperatura e umidade durante a
primavera e verdao no RS favorecem a sua incidéncia. Além das tradicionais doencas
fungicas de parte aérea, destacam-se as Doencas de Tronco da Videira (GTDs- grape
trunk diseases), geradas por um complexo de fungos que penetram nas plantas a
partir de ferimentos e colonizam seu tecido vascular. As GTDs, estéo classificadas
dentre os principais problemas da viticultura mundial, por restringirem drasticamente
a vida util das plantas e forcarem os agricultores a realizar o replantio, ocasionando
grande aumento dos custos de producao.

As doencas de tronco pé-preto e Petri contribuem para o declinio de plantas
jovens, com menos de 5 anos de idade, afetando o material de propagacao da videira
em viveiros e vinhedos recém-instalados. Sua incidéncia vem aumentando
significativamente nas ultimas décadas em todas as regides do mundo. Grande parte
das mudas séo infectadas durante o processo de propagacdo, porém, podem se
manter assintomaticas por longos periodos, tornando-se sintomaticas somente anos
apos a instalacdo do vinhedo. Nao existe, até 0 momento, medidas de controle que
sejam viaveis economicamente para estas doencas apds sua instalacdo na planta,
portanto, qualquer pratica de manejo que impeca sua infeccéo e disseminacao é de
extrema importancia para a manutencao da vida util das plantas. Como estes fungos
penetram na planta a partir de lesbes, uma acao importante no controle seria a
protecdo dos ferimentos com produtos quimicos ou biolégicos. Contudo, no Brasil,
ainda nao se dispde de produtos registrados para fungos do complexo GTD e nem
gue sejam especificos para protecdo de ferimentos.

A utilizagcdo de derivados da 8-hidroxiquinolina (8HQ) pode ser uma
alternativa para prevencdo e manejo de infec¢cdes geradas pelos fungos associados
ao complexo GTD. A infeccdo por estes fungos geralmente ocorre de forma

simultanea, penetrando na planta a partir dos ferimentos, tanto agueles oriundos do



processo da propagacao, quanto os gerados pela poda. Os agentes causais das
doencas pé-preto e Petri podem coexistir numa mesma planta e estarem associados
a outras GTDs, como Botryosphaeria spp. e Phomopsis spp. formando complexos de
doencas. Neste contexto, € primordial um produto de amplo espectro que atue como
protetor de ferimentos. Derivados da 8HQ, além de demonstrarem um amplo espectro
de acdo como antifangico, possuem baixa toxicidade e impacto ambiental reduzido. A
crescente incidéncia global de GTDs, aliada a escassez de uma substancia capaz de
impedir a contaminacdo e de controlar os fungos llyonectria liriodendri e
Phaeomoniella chlamydospora, tanto em viveiros, quanto a campo, justificam o

presente estudo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia de derivados da 8-Hidroxiquinolina no controle dos

fungos llyonectria liriodendri e Phaeomoniella clamydospora.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar a concentracdo inibitoria minima de derivados da 8-
hidroxiquinolina frente ao fungo llyonectria liriodendri;

2.2.2 Determinar a concentracao inibitéria minima de derivados da 8-
hidroxiquinolina frente ao fungo Phaeomoniella clamydospora;

2.2.3 Estabelecer a concentracdo inibitéria minima de fungicidas
comerciais frente ao fungo |I. liriodendri;

224 Estabelecer a concentracdo inibitéria minima de fungicidas
comerciais frente ao fungo P. clamydospora;

2.2.5 Analisar o crescimento micelial do fungo |I. liriodendri em meio
sélido com adicéo de fungicidas e verificar a inibicao relativa;

2.2.6 Analisar o crescimento micelial do fungo P. clamydospora em
meio sélido com adicdo de fungicidas, verificar a inibicdo relativa e determinar a
concentracdo fungicida que inibe 50% do crescimento micelial;

2.2.7 Verificar o efeito sinérgico entre o derivado da 8-hidroxiquinolina
PH 151 e os fungicidas com melhor atividade frente a P. clamydospora,

2.2.8 Avaliar a eficiéncia in vivo do derivado da 8HQ PH 151, e do
fungicida convencional mais efetivo in vitro, para o controle de I. liriodendri em mudas
de videiras das cultivares Gewurztraminer (Vitis vinifera L.) e Isabel Precoce (Vitis
labrusca) inoculadas com o agente fitopatogénico, antes e ap0s a aplicacdo dos

produtos em diferentes doses.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Panorama da viticultura no Brasil

No ano de 2021, a producdo de uvas no Brasil foi de 1.748.197 Mg em
75.622 ha de area plantada, perfazendo um rendimento médio de 23.118 Kg por
hectare (IBGE, 2022). Cerca de 80 % da producdao refere-se a cultivares americanas
(Vitis labrusca) e hibridas (Mello & Machado, 2021).

Dentre as cvs americanas e hibridas, destacam-se Isabel, Concord, Bordd,
Nidgara, Couderc e Moscato Embrapa (Rusin, 2017). Estas cvs possuem alta
produtividade, maior resisténcia a doencas flngicas e sdo destinadas ao consumo in
natura e elaboracdo de vinhos de mesa e sucos de uva. As variedades Italia, Red
Globe, Benitaka, Brasil, Crimson Seedless, Thompson Seedless, Superior Seedless,
todas cultivares Vitis vinifera, sdo bastante utilizadas para consumo in natura e para
processamento de vinhos finos. Dentre as uvas finas para processamento, no sul do
pais temos as tintas Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Tannat, Ancellota,
Pinot Noir, Egiodola e as brancas Moscato Branco, Riesling Italico, Chardonnay,
Prosecco, Trebbiano, e Moscato Giallo. No Nordeste destacam-se as cvs tintas Syrah
e Alicante Bouschet e as brancas Chenin Blanc, Moscato Canelli e Italia (Czermainski,
2021).

A viticultura brasileira esta distribuida desde o Rio Grande do Sul, a 31°S
de latitude, até o Rio Grande do Norte e Ceara, a 05°S de latitude e apresenta grande
diversidade de condi¢cdes ambientais e de cultivares produzidas (Camargo et al.,
2011). A diversidade ambiental e climatica entre as regides produtoras estabeleceu
polos com diferentes caracteristicas de cultivo. Existem polos em que ocorrem
periodos de repouso hibernal, com viticultura caracteristica de regides temperadas;
polos em que a videira é cultivada em dois ciclos anuais, definidos em funcdo de um
periodo de temperaturas mais baixas e com risco de geadas, caracteristico de regides
subtropicais; e polos onde é possivel a execucdo de podas sucessivas, com a
realizacdo de dois e meio a trés ciclos vegetativos por ano, que ocorrem nas regides
tropicais (Mello & Machado, 2021).

O Rio Grande do Sul faz parte do polo de viticultura temperada, e € o maior
Estado produtor, sendo responsavel por 54,41% da producéo nacional. Na safra de



2021 foram colhidas 951.254 toneladas em uma area de 46.295 ha, destacando-se a
Serra Gaucha, que engloba varios municipios da regido nordeste, como a maior area
produtora do estado (IBGE, 2022).

As condi¢cfes de temperatura e umidade durante a primavera e verao no
RS favorecem a incidéncia de fungos, especialmente os que causam doencas como
mildio, oidio, antracnose, escoriose, podriddes e fusariose (Cavalcanti & Garrido,
2015), afetando o volume de uvas produzido. As regides vitivinicolas do sul do Brasil
apresentam altos indices de precipitacdo pluviométrica, com registros de 1.450 a
1.850 mm/ ano e uma média de 137 mm/més (Alves & Tonietto, 2015). V. vinifera é
conhecida por ser hospedeira de uma ampla variedade de patégenos, sendo 0s
patégenos fungicos de importancia significativa, uma vez esta espécie é suscetivel a
29 doencas fungicas (Wilcox et al., 2015; Gramaje et al., 2018; Matinez-Diz, 2021).
Portanto, dentre os fatores impactantes na sustentabilidade dos vinhedos tradicionais
no sul do Brasil, os custos diretos e indiretos impostos pelas doengas fungicas tém
apresentado uma importancia crescente. Além das tradicionais doencas de parte
aérea, destacam-se as Doencas de Tronco da Videira (GTDs- grapevine trunk
diseases), causadas por um complexo de fungos que penetram nas plantas a partir
de ferimentos e colonizam seu tecido vascular. As GTDs, estéo classificadas dentre
0s principais problemas da viticultura mundial (Bertsch et al., 2013; De La Fuente et
al., 2016; Reis et al., 2019; Almanca et al., 2021), por restringirem drasticamente a
vida atil das plantas e forcarem os agricultores a realizar o replantio, o que aumenta
0s custos de producéo.

Para o sucesso do cultivo em regides propicias a ocorréncias de doencas,
0 manejo integrado é de extrema importancia. A utilizacéo de diversas estratégias de
manejo cultural como desbrota, desfolha, conducéao de ramos, sistema de sustentagéo
adequado e uso de variedades com resisténcia genética, devem ser adotadas. E
importante que os tratamentos sejam realizados de forma preventiva, nos periodos
adequados, que antecedem a infecgéo, reduzindo assim os custos de producao e 0s
danos ambientais (Rufato, 2021). O cultivo da videira gera custos substanciais, devido
ao alto investimento financeiro inicial para o estabelecimento do vinhedo, e as
dispendiosas operacbes anuais necessarias para a producdo. Uma quantidade

significativa desses custos esta associada a programas intensos de manejo de pragas
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e doencas, que incluem praticas culturais e custos relacionados a produtos quimicos

e/ou controle biolégico e sua aplicacdo (Cooper et al., 2012; Gramaje et al., 2018).

3.2 Doencas de tronco de videira

As doencas de tronco tem sido consideradas como um dos problemas mais
sérios que afetam videiras, tanto as plantas jovens, quanto as mais antigas (Agusti-
Brisach et al., 2019). O termo GTD (Grapevine Trunk Diseases) foi estabelecido por
Luigi Chiarappa juntamente com outros pesquisadores de todo o mundo no final dos
anos 90. Este termo se refere a sintomas que séo observados nas folhas e no tecido
vascular de videiras, ocasionados por um grupo de fungos que penetram nas plantas,
principalmente através de ferimentos de poda, e colonizam os seus tecidos vasculares
(Mugnai, 2011). Os sintomas hoje denominados de GTDs e os fungos associados a
eles sdo conhecidos ha muito tempo. No entanto, o primeiro registro formal de um
GTD remonta ao final do século IXX na Franca, onde os sintomas foliares da esca
foram descritos pela primeira vez (Ravaz, 1898, 1909; Viala, 1926). O italiano Lionel
Petri concluiu os postulados de Koch em 1912, demonstrando
gue Cephalosporium e Acremonium spp. eram responsaveis pela necrose observada
no sistema vascular de videiras jovens (Petri 1912, Gramaje et al., 2018)

Os fungos GTD sdo o maior grupo de patdégenos que infectam uvas
(Trouillas et al. 2010; Gramaje & Armengol, 2011; Urbez-Torres 2011; Agusti-Brisach
& Armengol, 2013; Urbez-Torres et al., 2013a; Cloete et al., 2015; Gramaje et al.,
2015; Travadon et al.,, 2015; Lawrence et al.,, 2016; Aradjo da Silva et al.,
2017; Carlucci et al., 2017; Gramaje et al., 2018; Lawrence et al., 2019; Berlanas et
al., 2020; Matinez Diz, 2020). Até o momento, 136 espécies de fungos de 35 géneros
foram relatadas por causar seis diferentes GTDs em todo o mundo (Gramaje et al.,
2018; Aigoun-Mouhous et al., 2019; Lawrence et al., 2019; Berlanas et al., 2020). Este
numero vem aumentando continuamente devido ao aprimoramento das ferramentas
para sua deteccao e identificacdo (Matinez Diz, 2020). As cinco principais patologias
relacionadas ao complexo GTD, que causam declinio e morte de videiras, conforme
Bertsch et al. (2013); Gramaje et al. (2018) e Mondello et al. (2018a), sédo as doengas
de Petri, pé-preto, esca, eutipiose e podriddo descendente.

Os principais fungos fitopatogénicos relacionados as doencas citadas
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acima e as fases da planta mais susceptiveis a infeccdo podem ser observados na
Tabela 1.

Tabela 1. Doencas de tronco de videira que causam declinio e morte das plantas

Doenca Fungos fitopatogénicos Fase mais susceptivel

Doenca de Petri Phaeomoniella chlamydospora Mudas e vinhedos jovens
Phaeoacremonium sp.

Esca Phaeomoniella chlamydospora Vinhedos adultos

Phaeoacremonium sp.
Fomitiporia sp.

Podriddo descendente Botryosphaeria spp. (anamorfos Mudas, vinhedos jovens e
Neofusicoccum spp. e Lasiodiplodia vinhedos adultos
spp.)
Eutypa lata
Eutipiose Eutypa lata Vinhedos adultos
Pé-preto Cylindrocarpon destructans llyonectria ~ Mudas e os vinhedos jovens
sp.

Campylocarpon sp.

Fonte: Almanca et al. 2020

As GTDs sao causadas principalmente por fungos ascomicetos, mas
também se acredita que alguns basidiomicetos contribuam neste complexo de
doencas (Fischer, 2002; Cloete et al., 2015). A complexidade do patossistema GTD
se deve (i) ao elevado numero de espécies fungicas envolvidas, (ii) GTDs que afetam
videiras jovens e adultas compartilham patdgenos fangicos comuns, (iii) videiras
individuais podem ser afetadas por um ou mais fungos ao mesmo tempo, pois todos
infectam a planta a partir dos diversos ferimentos que ocorrem ao longo da estacéo e
da vida da planta, (iv) videiras infectadas podem apresentar sintomas somente apos
um longo periodo de laténcia, (v) a inexisténcia de cv totalmente resistente (Bertsch
et al.,, 2013 ; Guan et al., 2016), (vi) as diferentes GTDs compartilham sintomas
externos e internos, que por vezes sobrepdem-se entre si e/ou assemelham-se a
distarbios abidticos, dificultando sua identificagdo (Gramaje et al., 2018; Mondello et
al., 2018b, Martinez-Diz, 2020). Como exemplo podemos citar as doencas de Petri e
pé preto, as duas GTDs mais comuns observadas em vinhedos com menos de 5 anos
de idade. Os sintomas foliares associados a ambas as doencgas, além de serem 0s
mesmos, se confundem a sintomatologia associada a danos do inverno, geadas na
primavera, estresse hidrico e/ou deficiéncia de nutrientes (Gramaje et al., 2018).

Embora as GTDs sejam conhecidas ha longo tempo, seu impacto e

importancia para a saude das plantas s6 foram reconhecidos recentemente. Os
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sintomas de declinio aumentaram drasticamente nos ultimos anos no mundo todo,
gerando perdas consideraveis e comprometendo a produtividade e longevidade dos
vinhedos (Gramaje & Armengol, 2011; Gramaje et al., 2018). Acredita-se que esse
aumento se deva a aspectos relacionados ao apice de implantacdo de vinhedos, que
ocorreu na década de 1990, e que gerou ndo apenas a circulacdo de material de
plantio possivelmente infectado (Gramaje & Armengol, 2011), mas também a
expresséao dos sintomas, em funcao da idade atingida por estas plantas; a modificagéo
nos sistemas de producéo com o aumento da densidade de plantas e vinhedos, e um
namero significativamente maior de feridas de poda (Gramaje et al., 2018); a proibicdo
dos fungicidas mais eficazes no inicio do século XX, devido a alta toxicidade ambiental
e elevado risco para saude humana (Decoin, 2001; Larignon et al., 2008; Spinosi et
al., 2009), como arsenito de sodio, benzimidazois e brometo de metila (Mondello et
al., 2018; Martinez-Diz, 2020).

As GTDs caracterizam-se como um problema mundial, pois tratam-se das
mesmas enfermidades relatadas em vinhedos da Itélia (Grasso, 1984), Portugal (Rego
et al., 2000), Califérnia (Scheck et al., 1998), Espanha (Armengol et al., 2001), Grécia
(Rumbos; Rumbou, 2001) e demais paises produtores de uva (Cavalcanti et al., 2013).
Os primeiros relatos de pé-preto e doenca de Petri no Brasil ocorreram em vinhedos
do Rio Grande do Sul (Garrido et al., 2004), a doenca de Petri no Nordeste foi relatada
por Correia et al., (2012) e no Sudeste por Ferreira et al., (2013a).

No Brasil, ndo existem dados relativos ao percentual de plantas infectadas
em vinhedos. Mas hé registros sobre a ocorréncia de fungos associados a GTDs em
plantas sintomaticas. Nas areas com declinio de videiras na Serra Gaucha, Rusin et
al. (2015) verificaram que em torno de 90% das plantas com sintomas de
clorose/necrose foliar, perdas de vigor e morte continham, pelo menos, uma espécie
de fungo causador de GTD. P. chlamydospora foi encontrado em 70 % das plantas,
seguido por Botryosphaeria spp. e outros géneros relacionados a familia
Botryosphaeriaceae (54,9%), Phaeoacremonium spp. (31,4%) e Cylindrocarpon spp.
(7,8%). Importante mencionar que foram isolados mais de um fungo por planta.
Correia et al. (2013), relataram 32 isolados de Botryosphaeria, Campylocarpon,
Lasiodiplodia, Neofusiccocum, Phaeoacremonium e Phaeomoniella no Nordeste do
Brasil. Silva et al. (2017) obtiveram na mesma regido 22 isolados de



Phaeoacremonium spp. No estado de S&o Paulo, Ferreira et al. (2017), caracterizaram
12 isolados de Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella spp.

Ao se associar a incidéncia de fungos de tronco a outros
fatores relacionados ao declinio de videiras, como Eurhizococcus brasiliensis, inseto
conhecido como pérola-da-terra, a relevancia das GTDs tem sido maior (Almanca et
al., 2021). Rusin et al. (2015), relata que 90 % das plantas com sintomas de declinio
continham fungos associados aos GTDs e, somente 27% das mesmas plantas
apresentavam pérola-da-terra nas raizes.

N&o ha até o presente momento, um resultado de pesquisa que revele
precisamente o nivel de dano econémico gerado pelas doencas de tronco sobre a
viticultura brasileira e da Serra Galcha. Porém, observacdes e levantamentos de
campo, realizados principalmente no Rio Grande do Sul, alertam para o crescimento
da incidéncia dessas doencas em vinhedos (Cavalcanti et al., 2013). De acordo com
Lazzarotto et al. (2016), para recuperar o capital investido na instalagdo de um vinhedo
e apresentar viabilidade econdmica adequada, este deve ter uma vida util, com alta
produtividade, de no minimo 15 anos. Entretanto, ha relatos frequentes de produtores
e técnicos no Rio Grande do Sul e Santa Catarina de morte antecipada e declinio das
plantas em periodos que antecedem 10 anos de plantio/replantio. (Lazzarotto et al.,
2016; Almanga et al., 2021).

Para além das perdas de producdo e dos custos de substituicdo das
plantas, a ocorréncia de doengas em zonas de “denominagao de origem controlada’-
(D.O.C) gera risco de substituicdo de videiras individuais. Caso ocorra a diminui¢ao
de uma determinada percentagem de plantas (20% para a denominacao francesa de
origem controlada), a regido perde o D.O.C agravando assim o impacto econémico
das GTDs (Mondello et al., 2018b).

A principal forma de infeccdo por fungos GTDs € através de
ferimentos. Na videira os ferimentos ocorrem mais frequentemente durante
a poda (seca ou em verde) ou nas etapas de producdo de mudas, como
enxertia e enraizamento (Gramaje; Armengol, 2011; Rolshausen et al., 2010; Gramaje
etal., 2018; Almanca et al., 2021). Ascosporos e conidios séo liberados sob condi¢gbes
ambientais favoraveis, associadas a eventos de chuva e/ou alta umidade relativa
(Urbez-Torres et al., 2010a , 2010b; van Niekerk et al., 2010). O solo também pode
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ser uma fonte primaria de patégenos. Diante destas formas de infeccdo, uma acéo
importante no controle das GTDs é a protecdo dos ferimentos com produtos quimicos
ou biologicos (Halleen et al., 2010). Contudo, no Brasil, ainda ndo se dispde de
produtos registrados que sejam especificos para proteger ferimentos de poda (Brasil,
2022).

A complexidade das doencas de tronco de videira, o papel das praticas de poda
na disseminacdo destas doencas, e os riscos de infecgdes durante o processo de
propagacéo de plantas em viveiros foram destacados em diversos estudos realizados
nos ultimos 20 anos em todo o mundo (Mondello et al., 2018b). Conforme Halleen &
Fourie (2006); Agusti-Brisach & Armengol (2013); Gramaje et al., (2018); Martinez-
Diz, et al., (2020) as doencas pé-preto e de Petri sdo consideradas as GTDs mais
comuns que afetam o material de plantio em viveiros, videiras recém-plantadas e

plantas jovens, com menos de 5 anos de idade.

3.2.1 Doenca do pé-preto da videira

A doenca do pé-preto da videira € uma das principais GTDs que afetam as
plantas jovens, conforme Halleen et al. (2003); Chaverri et al. (2011); Agusti-Brisach
& Armengol (2013); Cavalcanti et al. (2015), Carlucci et al. (2017), Gramaje et al.
(2018) e Aigoun-Mouhous et al. (2019). Sua incidéncia vem aumentando
significativamente nas ultimas décadas em todas as regides do mundo (Gramaje &
Armengol 2011; Agusti-Brisach & Armengol 2013; Agusti-Brisach et al., 2015; Carlucci
et al., 2017).

Esta doenca foi mencionada pela primeira vez referindo-se a espécie
“Cylindrocarpon” na ltalia em 1975 (Grasso & Magnano Di San Lio, 1975), e seus
sintomas foram descritos no inicio da década de 60 na Franca sob o nome de
‘gangrena” (Maluta & Larignon, 1991; Marinez-Diz, 2020).

A presenca de pé-preto foi relatada em vinhedos de diversos paises, como
Australia (Sweetingham 1983; Whitelaw-Weckert et al., 2007), Franca (Maluta e
Larignon, 1991), Portugal (Rego, 1994: Rego et al., 2000), Africa do Sul (Fourie &
Halleen, 2001), Brasil (Garrido et al., 2004), Estados Unidos (Petit & Gubler, 2005),
Espanha (Alaniz et al., 2007; Agusti-Brisach & Armengol, 2013) Canada (O'Gorman
et al., 2009; Petit et al., 2011), Italia (Carlucci et al., 2017), dentre outros.


https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-04-17-0512-FE#b2

11

Pé-preto foi atribuido inicialmente, ao fungo Cylindrocarpon destructans
(teleomorfo Neonectria radicicola). Mais tarde, grande parte dos isolados revelaram
pertencer a espeécie C. liriodendri (teleomorfo Neonectria liriodendri) (Halleen et al.,
2006b) e a C. macrodidymum (teleomorfo Neonectria macrodidyma) (Rego et al.,
2005). Revisdes taxondbmicas foram realizadas para Neonectria/Cylindrocarpon e
conduziram ao enquadramento do teleomorfo destas espécies ao género llyonectria
(Chaverri et al., 2011) e de diversas espécies em |I. radicicola e |. macrodidyma
(Cabral, et al.,, 2011a, 2011b). S&o citadas na literatura 24 espécies dos géneros
Campylocarpon,  Cylindrocladiella,  Dactylonectria, Ilyonectria, = Neonectria
e Thelonectria como agentes causadores de pé-preto em videira (Agusti-Brisach e
Armengol 2013; Carlucci et al., 2017, Cardoso, 2011).

Os fungos do género llyonectria habitam o solo e a rizosfera, onde vivem
como saprofitas em detritos vegetais, ou como patogénicos causando necrose e
podriddo de raizes (Brayford, 1993; Halleen et al., 2004; Chaverri et al., 2011).
Sobrevivem no solo como micélio e sob a forma de conidios e clamidésporos (Chaverri
et al., 2011). Esses fungos sao identificados tradicionalmente pelas caracteristicas
morfologicas que incluem pigmentacéo da coldnia, taxa de crescimento, producao de
clamiddsporos, tamanho e formato dos microconidios e macroconidios (Garrido &
Gava, 2014). Os isolados em geral produzem colb6nias com textura aveludada, micélio

aéreo, variando do branco ao acinzentado (Figura 1), em meio agar batata dextrose

(BDA).
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Figura 1. Colénia de llyonectria liriodendri cultivado em meio agar batata dextrose.
Foto: Luciana Souza

Podem sobreviver por longos periodos sob a forma de micélio hibernante
nos orgaos infectados ou como sapréfita no solo (Matturi & Stenton, 1964; Booth,

1966; Grasso, 1984; Halleen et al., 2004). Em viveiros, as principais contaminagdes
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por llyonectria spp. ocorrem a partir de indculo existente no solo, infectando as plantas
através das raizes e da base dos porta-enxertos (Halleen et al., 2003; Cardoso, 2011).

Os sintomas externos do pé-preto incluem nanismo geral, brotamento
tardio, entrends encurtados, folhagem clorética com margens necréticas e murcha de
folhnas ou brotos inteiros. Os sintomas internos sdo bem caracteristicos, a planta
apresenta coloracéo escura e necrose dos tecidos, que se desenvolvem partindo da
base do porta-enxerto, podendo causar a morte de plantas jovens (Halleen et al.,

2006). Os sintomas externos podem ser observados na figura 2.
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Figura 2. Desenvolvimento dos sintomas de pé-preto (llyonectria sp.) ao
longo do caule de videira, a partir da base da planta. Base da planta indicada pela
seta. Foto: Marcus A. K. Almanca.

As espécies associadas ao pé-preto infectam as plantas
através do tecido radicular (Halleen et al., 2003). A remocéao da casca revela intensa
coloracédo escura e necrose do tecido lenhoso, que se desenvolve a partir da base do
porta-enxerto. Quando observados ao microscopio, os tecidos infectados revelam a
presenca de hifas nos raios celulares do floema e do xilema primarios. A presenca de
hifas nos raios celulares faz com que estas se alastrem para o centro do tronco.
Grande parte da reserva de amido da videira € armazenada nas raizes, provendo
fonte de carbono para o fungo, que é capaz de secretar amilases (Halleen et al., 2006,
Cavalcanti et al., 2013).

Apesar de a forma mais comum de contaminagdo ser a partir das raizes,
0S esporos podem penetrar na planta a partir de qualquer ferimento, principalmente
ferimentos de poda. Whitelaw-Weckert et al., (2013) observaram a ocorréncia de
agentes causadores de pé-preto em diferentes partes de videiras enxertadas, nao
somente nas raizes. Assim como (Fourie & Halleen, 2004), que o isolaram de plantas-
méae de porta-enxertos, (Halleen et al., 2003; Aroca et al., 2006; Dubrovsky & Fabritius

2007), de estacas de porta-enxertos enraizados (Oliveira et al., 2004; Rumbos &
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Rumbou 2001) de videiras jovens enxertadas e (Agusti-Brisach et al., 2014) de

videiras maduras.

3.2.2 Doencga de Petri

A doenca de Petri contribui para o declinio de plantas jovens, com menos
de 5 anos de idade, afetando o material de propagacdo da videira em viveiros e
vinhedos recém-instalados (Gramaje e Armengol, 2011; Urbez-Torres et al., 2015;
Gramaje et al.,, 2018). As principais espécies fungicas associadas a doenca sdo
Phaeomoniella chlamydospora, diversas espécies do género Phaeoacremonium,
Pleurostoma richardsiae e Cadophora sp. (Halleen et al., 2007; Gramaje & Armengol,
2011; Gramaje et al., 2015; Travadon et al., 2015; Aradjo da Silva et al., 2017;
Gramaje, et al., 2018). P. chlamydospora e Phaeoacremonium sp. também estao
associados ao complexo da Esca, que acomete vinhedos com idade superior a 7 anos.

Petri (1912) isolou dois fungos do género Cephalosporium e um do género
Acremonium em videiras sintomaticas. Posteriormente, com base na sua descri¢éo,
estes foram nomeados Phaeoacremonium (Pm.) chlamydosporum e Pm. aleophilum,
respectivamente (Mugnai et al., 1999). Pm. chlamydosporum foi reclassificado por
Crous & Gams (2000), e passou a se chamar Phaeomoniella chlamydospora. A
doenca de Petri € causada a partir de uma combinacdo de varios fungos, sendo 0s
mais importantes Phaeomoniella chlamydospora e varias espécies de
Phaeoacremonium sp. (Scheck et al, 1998). Dezesseis espécies de
Phaeoacremonium foram isoladas em videiras, sendo, P. minimum (Pm. aleophilum)
a mais comumente encontrada. Entretanto, P. chlamydospora é o fitopatégeno mais
frequentemente associado aos sintomas tipicos da doenca de Petri (Mugnai et al.,
1999; Gramaje et al., 2015, Cavalcanti et al., 2013; Marraschi, 2019).

Crous & Gams (2000) foram os pioneiros na reclassificacdo de
P. chlamydospora. Posteriormente, diversos estudos foram realizados em locais onde
0S patogenos sdo comumente encontrados, como Portugal (Sofia et al., 2015), Nova
Zelandia (Pottinger et al., 2002; Smetham et al., 2010), Espanha (Cobos & Martin,
2008; Tello et al., 2010), Africa do Sul (Mostert et al., 2006) e Franca (Borie et al.,
2002; Smetham et al., 2010). No Brasil, agentes causais da doenca de Petri foram

relatados inicialmente no estado do Rio Grande do Sul (Garrido et al., 2004). Porém
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ha registros na regido Nordeste (Correia et al., 2013), nos estados de Pernambuco
(Correia et al., 2013), Sao Paulo (Ferreira et al., 2017), Minas Gerais, Santa Catarina,
Mato Grosso e Parand (Marraschi, 2019). No Sudeste do Brasil, a partir de um
levantamento sobre a presenca de GTDs em Niagara Rosada jovem, constatou-se
maior frequéncia de isolamento de P. chlamydospora em relacdo a Phaeoacremonium
sp. (Ferreira et al., 2013a; Cavalcanti et al., 2013).

O fungo P. chlamydospora pertence a divisdo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Diaporthales e familia Togniniaceae (Crous & Gams,
2000). Até o momento, se conhece apenas a forma anamofica do fungo, sendo
comum o relato de populacdo com alta homogeneidade (Mostert et al., 2006;
Cobos & Martin, 2008; Tello et al., 2010; Sofia et al.,, 2015). O micélio de P.
chlamydospora possui hifas septadas e ramificadas, podem apresentar-se isoladas
ou em grupo, tuberculadas, com verrugas e paredes castanhas (Figura 3). Formam
clamiddsporos, geralmente isolados, mas podem ser vistos em cadeias de até 5, com
coloracdo de olivdcea a castanha-esverdeada, lisos e tuberculados. (Crous & Gams,
2000; Pinto, 2010). O fungo possui crescimento lento em meio BDA, crescendo em

torno de 0,1 mm por dia.

Figura 3. Coldnia de Phaeomoniella chlamydospora cultivado em meio agar
batata dextrose. Foto: Luciana Souza

A doenca de Petri é caracterizada pela presenca de compostos fendlicos
de cor escura nos vasos do xilema, que exalam quando os vasos sdo cortados
transversalmente (Figura 4), e formam-se estrias escurecidas longitudinalmente
(Rooney-Latham et al., 2005). Os sintomas externos caracteristicos sao crescimento
atrofiado, brotacdo atrasada ou ausente, entrenés encurtados, folhagem cloroética e

esparsa com margens necroticas, murcha de folhas e brotos, interrupcdo do
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crescimento e morte da planta (Gramaje e Armengol, 2011). Estes sintomas
frequentemente se assemelham aos de disturbios abioticos e séo de dificil distingdo

daqueles causados pela doenca pé-preto.

Figura 4: Secao da cultivar Niagara Rosada, no porta-enxerto IAC 766,
mostrando sintomas de doenca de Petri nos vasos. No detalhe (canto superior direito),
a lesdo aparece ampliada. Foto: Ana B. M. Ferreira e César B. Junior (Garrido, 2013).

Existem varias evidéncias de que alguns fungos GTD, como P.
chlamydospora , P. minimum e varias Botryosphaeria spp. possuem uma fase
endofitica em videiras (Gonzéalez & Tello, 2011). Estes fungos foram isolados a partir
de plantas assintomaticas, jovens e adultas, por diversas vezes (Aroca et al.,
2010; Edwards & Pascoe, 2004; Fourie & Halleen 2004b; Halleen et al., 2003, 2007a,;
Hofstetter et al., 2012). H& hip6teses de que podem se tornar patogénicos quando a
planta € submetida a diferentes fatores de estresse bibtico e/ou abibtico. (Ferreira et
al., 1999, Gramaje et al., 2018).

O material de propagacdo vegetativa infectado (mudas), o processo de
propagacao para formagcdo das mudas, o in6culo aéreo e solos infectados sdo as
principais fontes de in6culo dos fitopatdégenos da doenca de Petri (Mostert et al., 2006).
Plantas-méae de porta-enxertos e garfos geralmente estédo infectados por fungos GTD
(Rego et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Pinto et al., 2005), dando origem a estacas
como fontes de indculo, especialmente para os patdogenos da doenca de Petri
(Brambatti, 2019). Grande parte das mudas para a instalacdo dos vinhedos sdo
assintomaticas, vindo a desenvolver a doenga anos apds o plantio. Na época do
plantio, as extremidades basais dos porta-enxertos estdo parcial ou totalmente
expostas a infeccdo por patdgenos de solo. E comum ocorrer a quebra de calos

radiculares no processo, ocasionado pequenos ferimentos que permitem a infeccao
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(Cavalcanti et al.,, 2013). Devido a sua habilidade produzir clamidésporos, P.
chlamydospora sobrevive em solos Umidos, favorecendo aos conidios penetrarem
através das injurias radiculares, em viveiros ou vinhedos (Cavalcanti et al., 2013).
Paralelamente a isto, os fungos associados a doenca de Petri e Esca possuem
mecanismos proprios para lancar os conidios no ar apos a chuva podendo infectar
plantas de videira através de qualquer tipo de ferimento (Surico et al., 2006; Quaglia
et al., 2009).

N&o existem, até o momento, medidas de controle que sejam viaveis
economicamente para esta doenca depois de instalada no vinhedo (Cavalcanti et al.
2013; Gramaje, et al. 2018). Qualquer pratica de manejo que impeca a infeccdo de
plantas e a sua disseminacdo é de extrema importancia para a manutencdo da vida

atil das plantas.

3.3 Estratégias de manejo de GTDs

O gerenciamento de GTDs tem sido intensivamente estudado nas ultimas
décadas. As pesquisas para um maior entendimento das GTDs tiveram inicio ao final
da década de 1980, a partir de estudos relacionados a Esca, primeiramente na Franca
e ltalia, e posteriormente na Africa do Sul e Califérnia (Chiarappa, 2000). Diversos
avancos foram conquistados a respeito da epidemiologia, sintomatologia, etiologia e
impacto das doencas de tronco. No entanto, nenhuma medida de controle efetiva foi
desenvolvida para reduzir o impacto apds sua instalacdo na planta, tornando muito
dificil sua gestdo no campo (Gramaje, et al., 2018; Mondello et al., 2018). Fator
também influenciado pelo tipo de doenca e/ou patégenos envolvidos e pelo fato de
ser muito comum uma mesma videira estar infectada por varias GTDs ao mesmo
tempo (Gramaje et al., 2018).

A principal prioridade durante a ultima década, tanto para pesquisadores
guanto para a industria vitivinicola, tém sido a busca por novos ingredientes ativos,
agentes de biocontrole e compostos naturais, cultivares de videira mais resistentes,
bem como praticas culturais que possam reduzir com sucesso a infec¢do por
patdgenos GTD (Urbez-Torres, 2011; Matinez Diz, 2020; Calzarano et al., 2014; 2017;
Calzarano & Di Marco, 2018; Mondello et al., 2018a). A sanitizacdo de ferramentas e

materiais, a utilizacdo de mudas sadias, a eliminacao de restos culturais, a poda dupla
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ou pré-poda, e a protecao de ferimentos com produtos quimicos ou biolégicos, sao
algumas das préaticas culturais que auxiliam na reducdo das doengcas em um
determinado local (Diaz & Latorre, 2013; Halleen et al., 2010; Sosnowski et al., 2013;
Rusin, 2017).

A complexidade das doencas de tronco de videira, aliada a escassez de
ingredientes ativos eficientes e aos altos riscos de infeccdo em viveiros e vinhedos,
sugerem a adocao de estratégias integradas para limitar sua incidéncia (Armengol,
2014; Mondello et al., 2018b). Considerando que os ferimentos sdo 0s principais
pontos de entrada dos fitopatdgenos de tronco em videiras, as pesquisas sobre

controle geralmente visam a protecéo de ferimentos de poda e enxertia.

3.3.1 Protecao de Ferimentos de poda

Ferimentos de poda sdo considerados como a principal porta de entrada
para os patdgenos fungicos colonizadores da madeira (van Niekerk et al., 2011,
Mutawila et al., 2015), portanto a protecao de ferimentos é essencial para reduzir
infeccoes.

A suscetibilidade de ferimentos de poda de videira a patégenos GTD foi
alvo de pesquisas em diversas regides produtoras de uva, a partir de estudos com
inoculacao artificial, como Australia (Ayres et al., 2016), Califérnia (Moller & Kasimatis,
1980; Munkvold & Marois, 1993; Eskalen et al., 2007; Urbez-Torres & Gubler, 2011),
Franca (Chapuis et al., 1998; Larignon & Dubois, 2000; Lecomte & Bailey, 2011), Italia
(Serra et al., 2008), Michigan (Trese et al., 1982), Africa do Sul (van Niekerk et al.,
2011) e Espanha (Elena & Luque, 2016). A suscetibilidade do ferimento depende do
patdgeno envolvido, do tempo decorrido entre a poda e 0s possiveis eventos de
infeccdo, e do periodo do ano em que ocorre (Gramaje et al., 2018). A suscetibilidade
diminui com o tempo, mas pode estender-se até quatro a sete semanas para a maioria
dos fungos GTD em condicfes favoraveis. Pouco se sabe sobre a taxa de infec¢bes
em condi¢cBes naturais (Martinez-Diz, 2020). De acordo com o patogeno, as feridas
podem permanecer suscetiveis a infeccéo por até 2 a 4 meses (Eskalen et al., 2007;
Rolshausen et al., 2010; Serra et al., 2008; Van Niekerk et al., 2011; Mondello et al.,
2018b).

Existem diversos estudos utilizando fungicidas como protetores de
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ferimentos, e alguns foram relatados como eficazes (Mutawila et al., 2015; Mondello
et al., 2018), porém sua eficacia na protecdo de feridas de poda é de curta duracao
(Larignon & Dubos, 2000; van Niekerk et al., 2011). Novas formulagcbes foram
propostas e estdo em desenvolvimento (Diaz & Latorre, 2013), incluindo protecao
guimica, fisica e agentes de biocontrole. Estas formulacbes tém como objetivo
fornecer protecdo por periodos mais prolongados, caracteristica essencial para um
produto que vise protecao de ferimentos (Mondello et al., 2018Db).

3.3.1.1 Fungicidas como protetores de ferimentos de poda

Os tratamentos com fungicidas podem conter um ingrediente ativo ou mais,
com diferentes modos de acdo. Podem ser aplicados via solo, injecbes de tronco,
inseridos em pastas ou tintas para ferimentos de poda ou através da pulverizacéo dos
produtos formulados. Porém sua eficiéncia podera ser menor, de acordo com a
facilidade de o produto ser lavado pela chuva (Rolshausen et al., 2010). Diversos
experimentos com testes in vitro e in vivo apresentaram reducdo do crescimento
micelial e re-isolamento de patdgenos utilizando produtos quimicos, no entanto a
eficacia é muito varidvel de acordo com a espécie do patdégeno (Amponsah et al.,
2012; Bester et al., 2007; Rolshausen et al., 2010; Rusin, 2017).

A efichcia de tratamentos de feridas com fungicidas contra
Botryosphaeriaceae spp. e P. chlamydospora foi demonstrado na Australia (Pitt et al.,
2012), Califérnia (Rolshausen et al.,, 2010), Chile (Diaz e Latorre, 2013), Nova
Zelandia (Amponsah et al., 2012; Sosnowski & Mundi, 2019) e Africa do Sul (Mutawila
et al., 2015). O uso de barreiras fisicas como tintas e pastas formuladas com ou sem
fungicidas também se mostraram eficazes no controle de infec¢cbes causadas por
Fungos Botryosphariaceae e P. chlamydospora (Epstein et al., 2008; Rolshausen et
al., 2010; Pitt et al., 2012; Diaz e Latorre, 2013).

De acordo com Gramaje et al., (2018), dos fungicidas avaliados, com base
na frequéncia de relatos da literatura, o grupo de modo de acao do metil benzimidazol
carbamato (benomil, carbendazim e tiofanato metilico) é o mais eficaz contra os
patdgenos Botryosphaeria e Eutypa. Inibidores de desmetilacdo (tebuconazole e
flusilazol) a  anilinopirimidina  (pirimetanil), o inibidor externo de quinona

(piraclostrobina) e a 2,6-dinitro-anilina (fluazinam), também foram bastante eficazes.
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Em relacdo aos patégenos do complexo da Esca, Rolshausen et
al. (2010) demonstraram que o tiofanato metilico foi eficiente no controle de P.
minimum , P. parasiticum e P. richardsiae, mas n&o apresentou bom desempenho
contra P. chlamydospora. Para P. chlamydospora, a aplicacdo de boro em feridas de
poda foi mais efetiva. Diaz e Latorre (2013) avaliaram a eficacia de aplicacfes de
fungicidas em pasta e em spray na protecdo de feridas de poda contraD.
seriata, Inocutis sp. e P. chlamydospora, e concluiram que a mistura da pasta com
tiofanato metilico proporcionou o melhor controle para estes patégenos. Aplicacdes
com fosetil-Al limitaram a extensdo necrotica da madeira em videiras jovens
inoculadas com P. chlamydospora (Laukart et al., 2001), e P. chlamydospora e P.
minimum (Di Marco et al., 2011), e além de reduzirem a expressao dos sintomas da
Esca em folhas, também reduziram a mortalidade de videiras em condi¢des de campo.

Os tratamentos para protecdo de ferimentos contra fungos GTD séao
aplicados a mdo com um pincel ou aplicadores especialmente projetados. Essa forma
de aplicacéo se torna dispendiosa, com um custo de aplicacdo duas a quatro vezes
maior do que quando aplicado com um pulverizador montado em trator (Sosnowski &
McCarthy, 2017). Portanto, ha necessidade de fungicidas com formulacéo liquida
eficazes, que possam ser aplicados com um pulverizador. No entanto, produtos
limitados sdo registrados para uso em videiras, e existem muitas espécies de
patdgenos taxonomicamente variaveis ainda por serem avaliadas. Pesquisas futuras
devem se concentrar na expansdo da gama de opcdes quimicas e alternativas
disponiveis para as industrias em todo o mundo (Gramaje et al., 2018).

Apenas tratamentos que proporcionaram pelo menos 50% de reducao do
crescimento micelial em agar ou no re-isolamento dos patégenos mencionados acima
em comparagdo com o tratamento controle foram citados. Para a doenca do pé-preto,
de uma maneira geral, as pesquisas concentram-se na protecao de ferimentos
relacionados a producdo de mudas, enxertia € no momento do plantio. Os estudos
sao realizados em nivel de viveiros, topico que sera abordado no item 3.3.2- Protecéo

de ferimentos no processo de producdo de mudas.

3.3.1.2- Agentes de biocontrole como protetores de ferimentos de poda
Agentes de biocontrole vém sendo testados no manejo de doencas de tronco
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de videira visando, principalmente, a protecdo de ferimentos. Estes agentes podem
atuar de forma direta contra os fitopatdgenos através de mecanismos como
parasitismo, antibiose, competicdo (espaco e nutrientes) e sintese de compostos
metabdlitos volateis ou de substancias antimicrobianas, no caso de bactérias (Lanna
Filho et al., 2010). De forma indireta podem atuar como indutores de resisténcia em
plantas (Machado et al., 2012; Rusin, 2017).

Ingredientes ativos quimicos considerados eficazes, tém enfrentado
grandes restricbes na Europa, por apresentarem altos riscos ao meio ambiente e a
saude humana (Larignon et al., 2008; Spinosi et al.,, 2009). Portanto, novas
alternativas para o controle de GTDs se tornaram necessérias. Nos ultimos anos,
pesquisas sobre controle o biol6gico de fungos GTD, utilizando micro-organismos
antagonistas, tem demostrado resultados promissores (Alfonzo et al., 2009; Mutawila
et al., 2011; Haidar et al., 2016; Rezgui et al., 2016; Alvarez Pérez et al., 2017;
Daraignes et al., 2018; Mondello et al., 2018a; Del Frari et al., 2019; Mondello et al.,
2019; Trotel-Aziz et al., 2019).

Ke-xiang et al. (2001), relataram que isolados de Trichoderma spp. foram
eficientes sobre espécies de Botryosphaeria, com a vantagem de conseguirem
colonizar e sobreviver em feridas da poda. Efeitos positivos de Trichoderma também
foram demonstrados reduzindo infec¢gbes por P. chlamydospora, quando testados a
campo (Halleen & Fourie, 2005), e in vitro e em casa de vegetacédo, de acordo com Di
Marco et al. (2004). Pitt et al. (2010), relataram que o uso Trichoderma reduziu a
incidéncia de colonizacdo do D. seriata em ramos de videiras com um ano.
Trichoderma atroviride (cepas SC1 e USPPT1) e T. harzianum apresentaram boa
eficacia para a protecéo de feridas de poda (Di Marco et al., 2004; Pertot et al., 2009;
Halleen et al., 2010; Kotze et al., 2011). Na Franca, Pajot et al. (2012) e Mounier et al.
(2016) relataram resultados promissores da cepa de T. atroviride 1-1237 (Esquive
WP®) contra o cancro da videira. Esta mesma cepa reduziu a incidéncia e gravidade
da doenca causada por P. chlamydospora e N. parvum em Portugal (Reis et al., 2016).
Na Itélia T. asperellum e T. gamsii (Remedier ®) demostraram bons resultados contra
fungos relacionados ao complexo da Esca, reduzindo a mortalidade das plantas
(Reggiori et al., 2014).

Outros agentes biolégicos também tém sido relatados como eficazes contra
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GTDs. Utilizando Trichoderma sp. em associacdo com Bacillus subtilis, Kotze et al.
(2009) promoveram a protecao de ferimentos contra os fungos Phomopsis viticola,
Eutypa lata, P. Chlamydospora e algumas espécies de Botryosphaeriaceae
(Neofusicoccum australe, N. parvum, Diplodia seriata e Lasiodiplodia theobromae).
Alfonzo et al. (2009) avaliaram Bacillus subtilis in vitro, e relataram o controle dos
fungos P. aleophilum, P. chlamydospora, Verticillium dahliae e Botryosphaeria
rhodina. Alguns compostos naturais como extrato de alho, lactoferrina, quitosana,
oligossacarideos, extrato de liquen, extrato de casca de limdo e vanilina também
demonstraram ser promissores no controle de GTDs, mas pesquisas adicionais sdo
necessérias (Ayres et al, 2017; Cobos et al., 2015; Nascimento et al.,
2007; Sosnowski et al., 2013).

Em experimentos de campo se observou que Trichoderma é capaz de
permanecer no hospedeiro por diversos meses apos a aplicacdo (Hunt et al., 2001).
Sabe-se que a eficacia da protecdo de tratamentos com base em Trichoderma spp.
depende da capacidade destes fungos em colonizar ferimentos de poda da videira
(John et al., 2008), bem como da interacdo com a planta, podendo ser mais ou menos
eficaz de acordo com a cultivar (Mutawila et al., 2011). Outro fator importante esta
relacionado ao tempo necessdario para a colonizacdo da ferida pelos agentes de
biocontrole, podendo criar um curto periodo de suscetibilidade a infeccdo por GTDs,
em torno de 1 ou 2 semanas (Mondello et al., 2018).

A eficacia dos agentes de biocontrole depende do crescimento ativo do
ingrediente ativo fungico, que pode ser comprometido pela aplicacdo de fungicidas
antes e/ou apés o tratamento com o in6culo. Nesse sentido, Mutawila et al. (2015)
desenvolveram cepas de Trichoderma mutantes resistentes ao benzimidazol, por
meio de radiacdo gama, que foram eficazes na protecdo de feridas de poda contra

infec¢des fungicas por patdgenos no tronco.

3.3.2 Protecéao de ferimentos no processo de producdo de mudas
O processo de propagacgdo em viveiros é constituido por varias etapas em
gue séao realizados diversos tipos de cortes, provocando inimeros ferimentos nas
plantas, tornando o material de plantio vulneravel a infec¢cdo por patdogenos GTD
(Gramaje & Armengol, 2011). Em nivel de viveiro, 0 manejo adequado deve ocorrer
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de forma integrada, combinando o uso de medidas preventivas em todos os blocos-
mae do viveiro, em todas as fases de producéo e durante plantio das mudas (Gramaje
et al., 2018).

Inéculos viaveis de pé preto e doenca de Petri foram encontrados em
tesouras de poda lavadas, maquinas de enxertia e em tanques de hidratacdo (Agusti-
Brisach et al.,, 2013; Aroca et al.,, 2010 ; Cardoso et al.,, 2013; Gramaje et al.,
2011; Retief et al., 2006; Waite et al., 2013). Os processos de enxertia e de formacéo
de calos sédo estagios criticos no processo de propagacao da videira, pois necessitam
formar feridas, que séo vulneraveis a contaminacao por patogenos GTD (Gramaje &
Armengol, 2011).

A aplicacao de fungicidas no controle de patégenos de tronco no processo
de viveiro é dificil. Banhos quimicos e sprays usados para o controle de patdgenos
externos ndo penetram nas estacas adequadamente para controlar fungos GTD
(Waite, 2005) Contudo, a aplicacdo de fungicidas contra estes patdgenos durante o
processo de propagacdo é uma pratica comum em viveiros de videiras em todo o
mundo, porém os relatos sobre sua eficacia sdo variaveis. Em uma pesquisa realizada
entre 146 viveiros europeus, apenas 8% relataram nao usar fungicidas em nenhuma
etapa do processo de propagacao (Gramaje & Di Marco, 2015). O quinosol (sulfato de
hidroxiquinolina) foi citado como sendo o fungicida mais utilizado, mas foi considerado
ineficaz no controle de P. chlamydospora e P. minimum em viveiros espanhodis
(Gramaje et al., 2009).

O tratamento padrdo para porta-enxertos dormentes e explantes consiste
em submergir estacas na agua quente a 50°C durante trinta minutos, tempo
necessario para inibir a maioria dos patégenos fangicos e bacterianos, sem danificar
gemas e brotos. (Fourie & Halleen 2004a; Waite, 2005). Porém, atualmente existe
uma certa cautela a respeito do risco de dano térmico a partes meristematicas de
explantes de videira, promovido pelo tratamento com agua quente (Serra et al., 2008;
Gramaje & Armengol, 2011; Cavalcanti et al., 2013; Brambatti, 2019).

Diversos estudos sobre agentes de biocontrole de GTDs verificaram a
eficacia de aplicacdes de T. atroviride e T. harzianum em viveiros. A incidéncia de P.
chlamydospora e Phaeacremonium spp. em estacas de porta-enxertos foi reduzida a

partir da imersdo em formulacdes de Trichoderma (Di Marco et al., 2004; Fourie &
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Halleen 2004a , 2006; Halleen & Fourie 2016). Plantas jovens infectadas imersas em
solugdes contendo a cepa 1-1237 de T. atroviride, apresentaram redugéo de necrose
causada por D. seriata e P. chlamydospora em viveiros franceses (Mounier et al.,
2014). Pertot et al., (2016) demonstraram que a aplicacédo da T. atroviride cepa SC1
durante os estagios de hidratacdo, formacéo de calosidades e pré-plantio em viveiros
italianos reduziu a infecgdo por P. chlamydospora e P. minimum, sendo os
tratamentos de hidratacdo os mais eficazes.

Em viveiros, grande parte das pesquisas tem se concentrado em
determinar a suscetibilidade de porta-enxertos de videira a patdgenos do pé preto e
doenca de Petri. A incidéncia e gravidade dessas doencas tem sido significativamente
afetadas pelo genétipo do porta-enxerto. Porém, nenhum dos porta-enxertos
avaliados demostrou resisténcia completa a esses patégenos (Alaniz et al.,
2010; Eskalen et al., 2001; Gramaje et al., 2010b; Gubler et al., 2004 ; Jaspers et al.,
2007). No sul do Brasil sao utilizados, principalmente, os porta-enxertos Rupestris du
Lot, 101-14, Solferino, Kober 5BB, SO4, 420 A e Paulsen 1103, sendo esse ultimo de
grande difusdo devido a tolerancia a fusariose (Camargo, 2003; Rusin, 2017).

As pesquisas realizadas nos ultimos 50 anos promoveram avancos sobre
a etiologia e biologia dos fungos GTD, identificando os riscos de infeccbes e os
periodos de maior suscetibilidade. Esses fatores s&o importantes para o
desenvolvimento de estratégias de manejo, a partir de praticas culturais apropriadas
e da aplicacdo de fungicidas preventivos e/ou agentes de biocontrole nos ferimentos

gerados pela poda ou durante a propagacao em viveiros.

3.4 A utilizacdo da molécula 8-hidroxiquinolina como antifungico

A molécula de 8HQ é composta por um anel heterociclico de seis membros
fundido a um anel benzénico, conforme demonstrado na Figura 5 (Sashidhara et al.
2009). Essa estrutura possibilita uma ampla versatilidade sintética, que viabiliza o
desenvolvimento de projetos de novos antifungicos. Esta molécula é considerada
como uma estrutura de privilégio na quimica heterociclica, pois apresenta capacidade
quelante para varios ions de metais de transicdo, afinidade de ligacbes versateis e
possui propriedades semelhantes a outras drogas (Gupta, Luxami & Paul, 2021). Apos

sua sintese, diversas atividades biologicas foram citadas, dentre elas, efeito
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neuroprotetor, antitumoral, antibacteriano, antisséptico, antioxidante, antimalarico,
antiviral e atividade antifungica (Dixit et al., 2010; Oliveri e Vecchio 2016; Pippi et al.,
2017).

OH

N
F

Figura 5. Estrutura quimica da 8-hidroxiquinolina (8HQ).

O modo de acdo das 8HQs esta relacionado a capacidade quelante do
nitrogénio do anel quinolinico e da 8-hidroxila, que se liga a ions bivalentes
(Prachayasittikul, et al., 2013). Estudos demonstram que os derivados de 8HQ
possuem diferentes mecanismos de acao antimicrobiana, como inibi¢cdo da sintese de
RNA (Fraser et al., 1975) e inibicdo de metalopeptidases (Olaleye et al., 2011,
Wangtrakuldee et al., 2013; Paolino et al., 2018, Joaquim, et al., 2021). Alguns
trabalhos também relataram 8HQs como compostos com agcdo multimodo (Fu et al.,
2019; Harbison-Price et al., 2020; Joaquim, et al., 2021). Derivados como clioquinol
e 0s que contém 4cido sulfénico, demonstraram efeito na parede celular fungica (Pippi
et al., 2017). A conversdo do acido sulfénico em sulfonamida aumentou o efeito
antifangico, destacando-se o0 composto PH 151, 8-hidroxiquinolina-5-(N—4-
clorofenil)sulfonamida. Este composto foi ativo contra todas as espécies de fungos
testadas, demonstrando um amplo espectro de agcédo (Joaquim et al. 2019) e baixa
toxicidade (Pippi et al., 2017; Joaquim et al., 2019).

Os impactos ambientais gerados pela aplicacdo de fungicidas na
agricultura sempre foram motivo de preocupacéo (Pefia et al. 2018), aliado aos riscos
gue representam para a saude do agricultor (Upadhayay et al., 2020), do
desenvolvimento de resisténcia (Leroch et al., 2011; Hu et al., 2016) e dos residuos
nos alimentos produzidos. Portanto, o desenvolvimento de antifingicos que gerem
menores impactos ambientais e riscos no manuseio, que possibilitem a reducdo das

doses aplicadas, mantendo a eficiéncia e seletividade séo essenciais (Zhang et al.,
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2020). A reducao das doses de aplicacdo a partir da combinacdo de ingredientes
ativos sinérgicos tem sido bastante utilizada pela indlstria de agrotoxicos, além dessa
reducdo, o desenvolvimento de resisténcia fungica € suprimido ao utilizar ingredientes
ativos com diferentes mecanismos de acao (FRAC, 2010).

Nesse contexto, dada a crescente incidéncia global de GTDs aliada a
escassez de uma substancia protetora capaz de impedir a contaminagdo e de
controlar os principais agentes causais destas doencas, a utilizagao de derivados de
8HQ pode ser uma possibilidade para prevencao e manejo de infec¢des causadas por
fungos associados as GTDs. Considerando que a infeccdo por estes fungos
geralmente ocorre de forma simultanea, penetrando na planta a partir de ferimentos
(Mondello et al., 2018a), € essencial um produto protetor de amplo espectro. Agentes
causais das doencas pé-preto e de Petri podem coexistir numa mesma planta e
estarem associados a outros como Botryosphaeriaceae e Phomopsis spp. formando
complexos de doencas (Rego et al., 2000; Oliveira et al., 2004; Halleen et al., 2007,
Coletto et al., 2018). Derivados da 8HQ demonstraram um amplo espectro de acao

como antifingico e possuem baixa toxicidade (Pipi et al. 2019a; 2019b).

3.5 Desenvolvimento e registro agrotdxicos no Brasil

De acordo com a redacdo dada pelo decreto 4.074/2002, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, agrotoxicos e afins sdo produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (Brasil, 2002). Fungicidas,
bactericidas e nematicidas, sdo 0s agrotoxicos mais utilizados para doencas de
plantas. Os fungicidas sédo considerados como 0s agrotoxicos mais importantes para
o controle de doencgas, uma vez que representam o grupo que controla a maioria dos
agentes fitopatogénicos (Amorim et al., 2018; Silva Junior & Behlau, 2018). Fungicidas

sdo moléculas quimicas, organicas ou inorganicas, obtidas naturalmente ou
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sintetizadas, utilizadas para evitar os processos de sobrevivéncia, disseminacao,
infeccdo, colonizacdo e reproducdo de fungos, oomicetos, bactérias e algas
causadoras de doencas de plantas (Zambolin et al., 2014; Amorim et al.; Silva Junior
& Behlau, 2018). O conceito de fungicida foi atualizado, incluindo o controle de outros
micro-organismos além dos fungos, pois estas moléculas possuem um espectro mais
abrangente.

O desenvolvimento de um agrotdxico € um processo complexo, que pode
ser dividido em trés etapas principais: (i) pesquisa de sintese e triagem das moléculas;
(ii) desenvolvimento; (iii) registro do produto. O processo de pesquisa tem por objetivo
avaliar as caracteristicas biolégicas, quimicas, toxicolégicas, ambientais e comerciais
das moléculas candidatas ao registro. A fase de desenvolvimento engloba diversos
processos, como: a otimizacao do processo de producdo da molécula; a avaliacdo da
formulacado; os ensaios de campo contra diferentes doencas e culturas em diferentes
condi¢cdes ambientais; e os testes toxicolégicos e de impacto ambiental. Na posse
destes dados, os resultados devem ser submetidos aos diferentes 6rgaos reguladores
para andlise do produto, que podera ser liberado ou ndo para o registro e posterior
comercializacdo. No Brasil, a regulamentacdo de agrotoxicos € regida pelas leis
7.802/89 e 9.974/00, pelos decretos do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento 4.074/02, 5.981/06 e 10.833/21, além de diversas instrucdes
normativas do Instituto da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Amorim et
al., 2018; Silva Junior & Behlau, 2018).

Os agrotoxicos s6 podem ser comercializados no Brasil se estiverem
devidamente registrados. Para isso o produto deve passar pela avaliacdo de trés
orgados do governo federal, o Instituto da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vinculada ao ministério
da saude, e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), que integra o ministério do Meio Ambiente (MMA). Cada orgéo
realiza de forma independente avaliacdes especificas. O IBAMA é responsavel pela
elaboracdo do dossié ambiental, que descreve o potencial toxicologico do produto no
meio ambiente. O MAPA é responsavel por avaliar a eficiéncia agronémica e o
potencial de uso do agrotéxico para controle de pragas, doencas ou plantas daninhas.
A ANVISA é responsavel pela elaboracéo do dossié toxicoldgico, que esta relacionado
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com a nocividade do produto para o homem e a seguranca alimentar. O MAPA
concede o registro no Brasil somente se o0 agrotoxico for aprovado pelos trés 6rgaos.
(Amorim et al., 2018; Silva Junior & Behlau, 2018).

A partir do momento em que a empresa caracteriza uma molécula como
agrotoxico, deve iniciar os procedimentos através do pleito do Registro Especial
Temporario (RET). O RET é destinado a atribuir o direito de utilizar um agrotoxico,
componente ou afim para finalidades especificas em pesquisa e experimentacao, por
tempo determinado, podendo conferir o direito de importar ou produzir a quantidade
necessaria a pesquisa e experimentacdo (Brasil, 2002). Este registro possibilita a
importacao/fabricacdo/formulacao/utilizacdo de quantidades especificas de
agrotoxicos a serem utilizadas em pesquisas conduzidas no Brasil, para geracao dos
dados necessarios para compor os Relatorios Técnicos a serem protocolados em
cada 6rgao para pleito do registro definitivo (MAPA, 2012).

Para obtencdo do RET, o requerente deve apresentar aos 0rgaos
competentes requerimentos e relatérios, na forma prevista no Anexo Il do Decreto
4.074/2002 (Brasil, 2002). As instituicdes de pesquisa, ensino e extensao que utilizem
produtos a base de ingrediente ativo ja registrado no Pais, desde que seu uso nao
ocorra em ambientes hidricos ou em florestas nativas, ficam dispensadas da emissao
do RET. Neste caso, o RET sera concedido automaticamente pelo érgao registrante,
mediante inscricdo em sistema informatizado integrado ao Sistema de Informacgfes
sobre Agrotoxicos — SIA (Brasil, 2006). O requerente devera apresentar relatério de
execucao da pesquisa, quando solicitado, de acordo com instru¢cdes complementares
estabelecidas pelos 6rgaos federais dos setores de agricultura, saude e meio
ambiente (Brasil, 2002).

Os demais tipos de registro sdo definitivos, e devem ser requeridos na
forma do Anexo Il do decreto 4.074/2002 (Brasil, 2002). Séao eles os registros de
produto técnico, pré-mistura e produto formulado. O produto técnico é considerado
uma mateéria prima para o processo de produc¢ao do produto formulado e seu registro
apenas permite o uso em instalag@es fabris para originar o produto formulado. As pré-
misturas sdo preparagfes do produto técnico que tornam possivel seu transporte ou
formulacdo em diferentes unidades fabris, destina-se, portanto, exclusivamente a

formulacdo de produto formulado. Sendo este ultimo, o produto final, a ser utilizado
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em ambiente agricola visando o controle de pragas e doencas (Brasil, 2006; MAPA,
2012). Os requerimentos para pleito dos registros definitivo e RET (Anexos Il e Ill),
conforme o decreto 4.074/02, e atualizados de acordo com os decretos 5.981/06 e
10.833/21 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, estdo disponiveis

no anexo I.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Derivados da 8-Hidroxiquinolina, fungicidas e cepas fungicas

Os derivados da 8HQ testados neste estudo foram Clioquinol- 5-cloro-7-
iodo-8-hidroxiquinolina e PH 151- 8-hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida
(Figura 6). O clioquinol foi obtido através da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e a
PH 151 foi sintetizada como descrito por Joaquim et al., (2019). Os derivados foram
dissolvidos em DMSO (Sigma-Aldrich), diluidos em meio RPMI 1640 (Gibco; Grand
Island, NY, EUA) e tamponados com MOPS (Sigma-Aldrich) para obter uma
concentragdo maxima de 2% de DMSO para a realiza¢do dos experimentos.

OH OH
N | Ny
= Z
O=S. Cl
i1 NH
o
Cl
1 2

Figura 6: Estruturas moleculares dos derivados da 8-hidroxiquinolina: 1- PH 151; 2-
Clioquinol.

Foram utilizados os principios ativos quimicos tebuconazole (Adama Brasil
S/A, Brasil) e mancozebe (Dow AgroSciences Industrial Ltda, Brasil), para os fungos
l. liiodendri e P. clamydospora. Para P. clamydospora, além dos ja mencionados,
foram utilizados também: tiofanato metilico (lharabras S.A. Inddstrias Quimicas),
captana (Adama Brasil S/A), iprodiona (FMC Quimica do Brasil LTDA), hidroxido de

cobre (Mitsui & Co, Brasil S.A.) e o ativo biologico extrato de Melaleuca alternifolia
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(Stockton-Agrimor do Brasil LTDA.). Informacfes mais detalhadas sobre os principios

ativos podem ser observadas na Tabela 2. Estes produtos foram utilizados pois séo

recomendados para o controle de outras doencgas fungicas em videira, aplicados em

diferentes estadios fenologicos da planta e possuem diferentes mecanismos de acao.

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos ingredientes ativos (i.a.) dos fungicidas
comerciais utilizados neste estudo.

Fungicidas Comerciais

ia. Nome Grupo Mecanismo de  Modo de Agéo
comercial quimico* Acao*
Tebuconazole Alterne® Triazol DMI- Inibidor Sistémico
200 g Lt da
desmetilagédo
do C14
Mancozebe Dithane NT®  Ditiocarbamato  Atividade de Protetor de
800 g Kg* contato contato
multissitio
Tiofanato Cercobin® Benzimidazol Montagem de Sistémico
metilico 700 g B-tubulina na
Kgt mitose
Captana 480 g Captan® Dicarboximida Atividade de Protetor de
Lt contato Contato
multissitio
Iprodiona 500 Rovral® Dicarboximida  MAP/Histidina- Protetor de
gL? cinase na Contato
transducéo do
sinal osmotico
Hidroxido de KOCIDE® Inorgénico Atividade de Protetor de
Cobre 538 g  WDG Bioactive Cobre contato contato
Kgt multissitio
Extrato de Timorex Gold® Organico- Ruptura da Protetor de
Melaleuca Extrato de membrana contato,
alternifélia Melaleuca celular mesostémico e
2225¢gL? alternifélia indutor de
resisténcia

* Fonte: FRAC (Fungicide Resistance Action Committee)

As cepas fungicas (Tabela 3) foram obtidas da Micoteca do Laboratorio de

Fitopatologia do Instituto Federal do Rio Grande do Sul, campus Bento Goncalves

(IFRS-BG),

sequenciamento das regides ITS 1 e 2 do rDNA.

cadastro Sisgen n° A85766B. A identificagcdo foi realizada pelo
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Tabela 3. Identificacdo das cepas de llyonectria liriodendri e Phaeomoniella
chlamydospora depositadas na Micoteca do Laboratdrio de Fitopatologia do Instituto
Federal do Rio Grande do Sul (IFRS), Campus Bento Gongalves (ID Colecéo IFRS) e
no Genbank (ID Genbank), que foram utilizadas neste estudo.

ID Colecéo

Espécie IFRS ID Genbank
. liriodendri TD 176 MK421586.1
. liriodendri TD 1117 MK421588.1
P. chlamydospora TD 68 KY984085.1
P. chlamydospora TD 463 *
P. chlamydospora TD 455 KY984088.1
P. chlamydospora TD 624 KY984091.1
P. chlamydospora TD 487 KY984078.1
P. chlamydospora TD 538 KY984079.1
P. chlamydospora TD 336 KY984080.1
P. chlamydospora TD 340 KY984073.1
P. chlamydospora TD 458 KY984082.1
P. chlamydospora TD 157 KY984071.1

* Nao tem depdsito no Genbank

4.2 Determinacdo da Concentracao inibitdria minima (CIM)

Os indculos fangicos utilizados nos ensaios consistiram em uma suspensao
de conidios obtidos a partir de culturas de 10 e 15 dias de idade para I. liriodendri e P.
clamydospora, respectivamente, cultivados em meio BDA (&dgar batata dextrose). A
concentragdo final de conidios foi ajustada em camara de Neubauer para 2,5 x 10°
conidios/mL (Spolti et al., 2012). A CIM, foi realizada segundo o protocolo M38-A2 da
CLSI (2008), em meio RPMI 1640 utilizando-se placas de microdiluicdo estéreis,
descartaveis, com multiplos pocos (96 pocos em formato de U), conforme descrito
(Ribas et al., 2016). Foi determinada como CIM, a menor concentracdo do fungicida
micelial dos fungos. Quatro leituras (quadriplicata) foram feitas para cada combinacao
antifangica. As leituras foram realizadas apés 48 horas para I. liriodendri e 72 horas
para P. clamydospora, onde se observou auséncia de turvacdo do meio.

Confirmacgfes da auséncia de crescimento micelial foram realizadas com microscopio
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Optico com aumentos de 10x e 40x. Foram testadas dez concentracdes dos

compostos entre os intervalos de 0,09 e 50 pg mL™.

4.3 Ensaio de Sinergismo

A interacdo entre a PH 151 e os fungicidas tebuconazole, captana e
tiofanato metilico foram avaliados para as cepas TD 157 e TD 336 do fungo P.
clamydospora usando o método checkerboard (Johnson et al., 2004). Estas cepas
foram selecionadas para dar continuidade ao estudo, pois apresentaram valores de
CIM intermediarios, dentre as dez cepas investigadas. Os trés fungicidas comerciais
com menores valores de CIM foram escolhidos para este ensaio. As concentragdes
testadas variaram de CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8 para cada
composto antifungico, resultando em 49 combinacdes. Os experimentos foram
realizados em triplicata e incubados a 32°C por 7 dias. O efeito da interacao foi definido
quantitativamente como um indice de concentracdo inibitoria fracionada (FICI)
expresso como a soma das concentracgdes inibitérias fracionadas (FIC), conforme

definido pela seguinte equacao:

MIC 4 in combination . MICgin combination
MIC 4 tested alone MICp tested alone

FICI=FICA +FICB =

O sinergismo é definido quando o FICI < 0.5, indiferente quando
0.5 < FICI =4 e antagonismo quando FICI > 4 (Odds, et al., 2003).

4.4 Crescimento micelial, Inibicéo relativa | (%) e ECso

Para a avaliacdo do crescimento micelial do fungo I. liriodendri, as colénias
fungicas da cepa TD 176 foram cultivadas em BDA por 15 dias. Apds este periodo
foram retirados discos miceliais de 5 mm de diametro que foram transferidos para o
centro de novas placas de Petri. As novas placas foram preparadas com meio BDA
contendo o fungicida mancozebe nas diluices 100 e 200 ug mL*, e a PH 151 nas
diluicdes de 50 e 100 pg mL1. As concentra¢Ges citadas foram determinadas a partir
dos seus valores de CIM (8x CIM e 16x CIM). Foram também preparadas placas
controle, contendo somente o meio de cultura. Essas foram mantidas a 25 + 2°C em
escuro continuo. O diametro das colbnias foi medido diariamente, durante duas
semanas, em duas direcdes perpendiculares. Foram utilizadas quatro repetigdes por

tratamento. O fungicida mancozebe foi utilizado neste e nos ensaios subsequentes,
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pois foi 0 que demonstrou melhor atividade frente a I. liriodendri.

Para a avaliacédo do crescimento micelial de P. clamydospora, as colbnias
fungicas da cepa TD 336 foram cultivadas em BDA por 15 dias para a retirada de
discos miceliais de 7 mm de diametro. Os discos foram transferidos para o centro de
novas placas de Petri com o meio BDA contendo separadamente o fungicida
tebuconazole e a PH 151 em concentracdes correspondentes aos seus valores de
CIM. E em placas contendo a combinacdo dos dois produtos, levando em
consideracao as CIMs do ensaio de sinergismo. As concentracdes testadas variaram
entre 16xCIM, 8xCIM, 4xCIM, 2xCIM, CIM E CIM/2 e estao disponibilizadas na Tabela
4. Discos miceliais também foram transferidos para placas controle, contendo
somente o meio de cultura. As placas foram mantidas a 25 + 2°C em escuro continuo.
O didmetro das colbnias foi medido diariamente, durante 30 dias, em duas direcfes

perpendiculares. Foram realizadas trés repeticdes por tratamento.

Tabela 4. Concentragdes finais em meio de cultura sélido do fungicida tebuconazole,
derivado da 8- hidroxiquinolina PH 151 e suas combinacdes para o ensaio de
crescimento micelial de Phaeomoniella chlamydospora.

Concentracdo ug mL™*?

PH 151 Tebuconazole PH 151+Tebuconazole*

16xCIM 50 6,24 21,76 0,96
8xCIM 25 3,12 10,88 0,48
4xCIM 12,5 1,56 5,44 0,24
2xCIM 6,25 0,78 2,72 0,12
CIM** 3,125 0,39 1,36* 0,06~
CIM/2 1,56 0,195 0,68 0,03

*Concentragdes inibitérias minimas determinadas através do checkerboard assay.
** Concentragao inibitéria minima

As porcentagens de inibicao | (%), foram determinadas a partir da formula:
1 (%) = ([(C-d)-(T-d]/((C-d)) x100, onde d corresponde ao diametro inicial das
colénias (5 mm), C ao didametro atingido pelo controle e T ao diametro atingido pelo
fungo em cada tratamento (Agarwal, et al., 2001; Yin et al., 2019)

O ECso, concentragéo que inibe 50% do crescimento micelial, foi calculado
utilizando o software GrafPad Prism 8, as concentracbes dos fungicidas foram
transformadas em logio, € 0s dados submetidos a anélise de regressao.

Os dados de CIM foram submetidos a andlise de variancia unidirecional
(ANOVA). Seguido pelo teste de Duncan (5% probabilidade). Nos dados de inibi¢cao
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relativa (1%6), foi aplicada analise de variancia bidirecional, seguida de teste de Duncan
a nivel de 5% de probabilidade. Estas analises estatisticas foram realizadas através
do software R® (R CORE TEAM, 2022) utilizando o pacote Agricolae v.1.3-5
(Mendiburu, 2022).

4.5 Inoculagéo nas plantas e re-isolamento

Os testes in vivo foram realizados apos os resultados dos testes in vitro em
mudas de videiras das cultivares Gewdrztraminer (Vitis vinifera) e Isabel (Vitis
labrusca), utilizando-se os porta-enxertos Paulsen 1103 e SO4, respectivamente. As
mudas foram obtidas no Viveiro Sinigaglia, Bento Goncgalves/RS e mantidas em vasos
contendo uma mistura composta por um terco de composto organico para producéo
de mudas e dois tercos de solo, em casa de vegetacao no IFRS-BG.

Os tratamentos consistiram na aplicacdo dos produtos em diferentes doses
(10 x CIM, 50 x CIM e 100 x CIM) na protecao de ferimentos, a partir de duas formas:
combinagcdo dos modos preventivo + curativo e somente modo curativo. O ferimento
nos ramos foi efetuado utilizando-se tesoura de poda desinfectada com &lcool 70%.
Logo em seguida, no modo preventivo + curativo, foi aplicado no local do ferimento o
tratamento com o auxilio de uma micropipeta. Transcorridas 24 horas apls a
aplicacao, as videiras foram inoculadas com discos miceliais de 5 mm de I. liriodendri
cultivados previamente em BDA por 15 dias. Para a avaliacdo do modo curativo 0s
produtos (fungicida mancozebe e o derivado da 8HQ PH 151) foram aplicados 24h
apos a introducao dos discos miceliais. Os discos miceliais foram colocados sobre os
ferimentos tratados e cobertos com Parafim® M (Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, IL, USA) para evitar a desidratacdo. Foram efetuadas 4 aplicacdes do
derivado da 8HQ PH 151 e do fungicida mancozebe, nas doses mencionadas acima,
guinzenalmente, durante 60 dias. Para o controle negativo foram utilizados discos de
BDA sem colonizagdo de fungos, e para o controle positivo foram utilizados os discos
miceliais sem nenhum tratamento fungicida no ramo. Obteve-se um total de 14
tratamentos por cultivar, sendo 6 tratamentos para cada forma de aplicagéo, mais os
controles positivo e negativo. Para cada tratamento foram realizadas 10 repeticbes
(10 ferimentos), um ferimento por ramo da planta. A figura 7 demonstra

ilustrativamente os procedimentos descritos.
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Figura 7. Representacdo esquematica do experimento de inoculacdo dos produtos
nas plantas. (A) mudas de videira cultivadas em vasos em casa de vegetacao, (B)
Poda do ramo com tesoura desinfestada com &lcool 70%, (C) Ferimento ocasionado
pela poda, (D)* Aplicacdo dos produtos em diferentes doses, (E) Introducéo do disco
micelial de llyonectria liriodendri 24h ap6s a aplicacdo dos produtos, (F) Cobertura do
ferimento contendo o disco micelial, (F) aspecto do ferimento apresentando infeccéo.
* Na forma curativa os produtos foram aplicados 24h apds a introducéo dos discos
miceliais.

Apoés 60 dias, tempo necessario para o desenvolvimento dos fungos, dos
sintomas caracteristicos e para acao dos produtos, os ramos inoculados foram
podados e observados em relacdo a presenca de sintomas internos, caracterizados
pela coloracdo negra e necrose dos tecidos lignificados. A avaliacdo dos indices de
re-isolamento, nas duas formas de aplicacdo (curativa e preventiva) foi realizado
seguindo a metodologia de Almanca et al. (2013), em que os ramos podados s&o
desinfectados com alcool 70% por 30 segundos com hipoclorito de sodio 2,5% por 2
minutos e novamente imersas em alcool 70% por 30 segundos. Posteriormente foram
retirados 10 fragmentos de lenho de cada ramo e dispostos em placas de Petri
contendo BDA. Estes foram mantidos em estufa a 26°C por 30 dias. O crescimento
dos fungos a partir dos ramos foi observado diariamente durante o periodo de
incubacdo e foi contabilizado o percentual de re-isolamento dos fitopatdgenos
inoculados de acordo com cada tratamento.

Para cada cultivar foi estruturado um delineamento experimental

inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 3, envolvendo dois momentos
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de aplicacdo (preventivo e curativo), duas moléculas diferentes (PH 151 e
mancozebe), trés doses diferentes em funcéo da CIM de cada molécula, e mais dois
tratamentos adicionais (controles positivo e negativo). Realizou-se cinco repeti¢coes
em cada ensaio. Os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia e
testes de média com auxilio do programa estatistico Assistat (Silva e Azevedo, 2016).
As médias dos tratamentos componentes do fatorial foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05). As médias dos tratamentos adicionais foram comparadas
com as médias dos tratamentos do fatorial por contraste (P < 0,05). Para elaboracéo

dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 6.01.
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5. ARTIGOS

5.1. Artigo1l

The efficacy of 8-hydroxyquinoline derivatives in controlling the fungus
llyonectria liriodendri, the causative agent of black foot disease in grapevines.

5.2. Artigo 2

The Efficacy of 8-hydroxyquinoline derivatives in  controlling
the Phaeomoniella chlamydospora, the causative agent of Petri disease in grapevines.
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6. DISCUSSAO GERAL

Neste estudo propomos avaliar a eficiéncia in vitro e in vivo de derivados
da 8HQ no controle do fungo I. liriodendri agente causador da doenca pé-preto em
videira e in vitro no controle do fungo P. chlamydospora, um dos fungos responsaveis
pela doenca de Petri em viveiros e plantas jovens e relacionado ao complexo da Esca
em plantas adultas. Para este ultimo patégeno, também verificamos seu efeito
sinérgico junto a fungicidas ja utilizados em videiras para outras doencas fangicas.

Os resultados referentes as concentracdes inibitérias minimas frente ao
fungo |. liriodendri revelaram que as cepas utilizadas apresentaram maior
sensibilidade a PH 151 quando comparadas aos fungicidas comerciais testados. J&
em relacdo aos resultados frente a P. chlamydospora, podemos observar que as
cepas testadas foram sensiveis ao fungicida comercial tebuconazole, e aos derivados
de 8HQ clioquinol e PH 151. O derivado PH 151 apresentou efeito sinérgico quando
associado aos fungicidas agricolas tebuconazole e captana para P. chlamydospora.
Nos ensaios de crescimento micelial a cepa TD 176 de I. liriodendri foi fortemente
inibida pela PH 151 enquanto a inibicdo referente ao fungicida mancozebe foi
semelhante ao controle negativo ao final do experimento. Para P. chlamydospora,
tebuconazole isoladamente inibiu totalmente o crescimento do fungo, nas duas
maiores doses avaliadas. A PH 151 isoladamente, na maior dose, inibiu 95,8 % do
crescimento micelial. A associacao entre PH 151 + tebuconazole inibiu totalmente o
crescimento até o 15° dia aproximadamente, nas trés maiores doses. A combinacao
entre PH 151 + tebuconazole apresentou os menores valores de ECso, bem inferiores
aos dos produtos isolados. Nos testes in vivo a acao do derivado PH 151 destacou-se
guando aplicado de forma preventiva para I. liriodendri, indicando potencial para uso
como protetor de ferimentos.

A CIM do derivado PH 151 foi avaliado frente a leveduras e fungos
filamentosos de importancia clinica, e este derivado foi 0 mais potente da série, sendo
ativo para todas as espécies de fungos testadas (Joaquim et al., 2019). Pippi et al.,
2019a, verificaram que o mecanismo de acdo desta molécula ocorre, possivelmente,
a nivel de parede celular, gerando alteragcbes morfologicas nas ceélulas fungicas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Yin et al., 2019, quando observaram o
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aspecto das células fungicas tratadas com outro padrédo de derivado da 8HQ
sintetizado pelo grupo. Este estudo expande a lista de ingredientes ativos testados
contra fungos GTD, sendo os derivados de 8HQ clioquinol e PH 151 testados pela
primeira vez. Um numero consideravel de agentes quimicos e de biocontrole ja foram
avaliados para o controle de agentes patogénicos tragueomicéticos relacionados ao
pé-preto, doenca de Petri, complexo da Esca e demais fungos associados as GTDs
nos ultimos 20 anos (Mondello et al., 2018a). Apesar destas tentativas, o controle
destes fungos ainda ndo foi alcancado. A determinacdo da concentracao inibitoria
minima a partir da microdiluicdo de fungicidas em meio liquido, em microplacas de
titulacdo, ndo € um método amplamente utilizado nos ensaios relacionados as
doencas de tronco de videira, mas € um método padrdo para determinacdo de
susceptibilidade de patégenos a farmacos na area clinica. A maioria dos ensaios in
vitro para fungos GTD € conduzido em meio sélido medindo a inibicdo do micélio
inoculado (Mondello et al., 2018b; Del Frari et al., 2018), o qual também realizamos.
Propomos determinar a CIM em meio liquido pois (i) os resultados sdo obtidos de
forma rapida (72h); (ii) a quantidade de produto testada é menor; e (iii) os resultados
de CIM foram utilizados como critério para a conducdo dos experimentos
subsequentes.

Verificamos que o fungo |I. liriodendri apresentou maior sensibilidade a
menores doses de PH 151 e clioquinol quando comparadas as dos fungicidas
comerciais tebuconazole e mancozebe. No ensaio de crescimento micelial de I.
liriodendri verificou-se que a PH 151 inibiu o desenvolvimento do fungo nas duas
doses testadas, com inibicdes relativas de 94 e 98,5 %, nao variando ao longo do
experimento. Ao analisarmos a inibicédo referente ao fungicida mancozebe, percebe-
se uma inibi¢do inicial, mas ao final do experimento assemelha-se ao controle, com
valores de inibicdo de 3 e 10,5%. Fourie e Halleen (2007) verificaram a agéo de 13
fungicidas para o controle de pé-preto em videiras, dentre eles mancozebe e sulfato
de hidroxiquinolina, os dois apresentaram baixa eficiéncia na reducéo do crescimento
micelial. Resultados divergentes foram encontrados por Hassan, et al. 2013, testando
fungicidas contra llyonectria radicicula, onde tanto o mancozebe, quanto o sulfato de
hidroxiquinolina apresentaram inibicdo elevada do crescimento micelial. Porém, os

mesmos nao foram efetivos no experimento in vivo, onde as estacas foram imersas
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nos fungicidas antes do plantio. Alaniz et al. (2011) testou 14 fungicidas contra C.
liriodendri e C. macrodidymum, carbendazim, sulfato de hidroxiquinolina, imazalil e
procloraz foram os fungicidas mais eficazes na reducéo do crescimento micelial em
ambas as espécies de Cylindrocarpon. Derivados da 8HQ foram sintetizados e
testados in vitro por Yin, et al. (2019), destacando-se o composto 2, que inibiu
totalmente o crescimento micelial das cinco espécies de fungos fitopatogénicos
testados, na concentracdo de 25 ug mL 1. Santos et al. (2013), concluiram que a
guitosana (Tecnifol®Defender) e difenoconazol apresentaram resultados promissores
nos testes in vitro para controle de . liriodendri. Russi, et al. (2020), avaliou a atividade
antifingica da cepa F62 de Bacillus subtilis frente as cepas TD 176 e 1117 de |.
liriodendri e verificaram que este agente reduziu o crescimento micelial em 69,7 e
69%, respectivamente. Santos et al. (2016) também verificaram reducdo nas
porcentagens de inibicdo de crescimento de Dactylonectria macrodidyma, em ensaios
com produtos comerciais contendo B. subtilis. Em ambos os trabalhos citados, as
porcentagens de re-isolamentos fungicos foram reduzidas com a aplicacdo dos
agentes de biocontrole, sendo estes considerados promissores. Estes resultados sao
semelhantes aos demonstrados pela PH 151 na cv GewUlrztraminer, e superiores aos
da cv Isabel, quando aplicada de forma preventiva, ha maior dose.

Nos ensaios in vivo, as menores porcentagens de recuperacao do fungo I.
liriodendri foram obtidas a partir dos ramos tratados preventivamente com a PH 151
nas maiores doses aplicadas. Destacando-se a cv Isabel onde obteve-se 17% de re-
isolamento, e uma inibicdo de 81,5% na recuperacdo do patdégeno, quando
comparado ao controle positivo. Para a cv Gewidrztraminer, observou-se maior
dificuldade no controle, sendo o menor indice de re-isolamento de 55% e uma inibicdo
frente ao controle positivo de 37,5%. Esses dados refletem suscetibilidades diferentes
das cultivares em relagcdo ao fungo testado, com a cv Isabel demonstrando uma
melhor resposta ao tratamento preventivo. Os tratamentos curativos, para ambas as
cultivares, ndo foram considerados eficazes.

A suscetibilidade de variedades de videira e porta-enxertos a varios GTD
ja foi amplamente avaliada, demonstrando a existéncia de diferentes niveis de
suscetibilidade entre os diferentes materiais estudados (Eskalen et al., 2001; Feliciano
et al. 2004; Gubler et al. 2004; Baumgartner & Rizzo, 2006; Sosnowski et al., 2007;
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Jaspers et al., 2007; Alaniz, et al., 2010; Gramaje et al., 2016). Fourie & Halleen (2007)
apos a realizagdo de testes in vitro, selecionaram os fungicidas mais efetivos para
aplicacdo em porta-enxertos e raizes em viveiros antes do plantio. As porcentagens
de isolamento observadas revelaram que mesmo os fungicidas mais efetivos in vitro,
nao apresentaram reducdo significativa frente as plantas controle, com excecéo do
fungicida benomyl. Na mesma linha de trabalho Alaniz et al. (2011), selecionou sete,
dos catorze fungicidas testados in vitro, para avaliar de forma preventiva contra C.
liriodendri e C. macrodidymum em estacas durante a fase de enraizamento. As
porcentagens de re-isolamento variaram entre 70,5 e 91,1% dentre os fungicidas e
espécies fungicas, Halleen e Fourie (2016), apds testarem varios fungicidas para
GTD, concluiram que apenas o tratamento com agua quente em estacas dormentes
foi capaz de erradicar patdégenos causadores de pé-preto em viveiros, além de
diminuir a incidéncia de outros fungos de tronco.

Estratégias de controle preventivo e/ou curativo para o pé-preto tem se
limitado a prevenir ou combater a doenca a nivel de viveiro, nas fases de preparacao
dos porta-enxertos e enraizamento. Nestes casos, o tratamento com agua quente tem
se mostrado eficaz. Porém os fungos causadores do pé-preto também penetram na
planta a partir de ferimentos de poda frescos (Gramaje, et al.,, 2018), plantas
aparentemente saudaveis podem ser infectadas por ferimentos de raizes e tronco
(Halleen & Fourie 2006; Akgul 2020). Ferimentos estes, que a planta € submetida ao
longo de toda a sua vida. Neste sentido, avaliamos o potencial da PH 151 em proteger
ferimentos, de forma preventiva, e de eliminar o fungo apds a penetracdo nos vasos
do xilema, de forma curativa. Como o diferencial entre as formas de aplicagéo foi a
aplicacao inicial preventiva e curativa dos produtos, consideramos que a PH 151
demonstrou eficacia apenas como protetora. Resultados semelhantes foram obtidos
por Diaz e Latorre (2013), que concluiram que independente dos fungicidas, as
aplicacoes de forma preventiva foram superiores as de forma curativa contra D.
seriata, Inocutis sp. e Pa. chlamydospora em videiras. Resultados positivos na
protecdo de feridas frescas também foram observados por Sosnowski et al. (2013),
Ayres et al. (2017) e Sosnowski et al. (2019), utilizando diferentes fungicidas e formas
de aplicacéo e por Kotze et al. (2011) e Mutawila et al. (2016), utilizando agentes de
biocontrole, para diferentes GTD.
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Para P. chlamydospora, verificou-se a sensibilidade de dez cepas do fungo
frente a 9 fungicidas a partir do ensaio de concentracao inibitéria minima. De maneira
geral, houve uma pequena variacao entre as cepas, com resultados de CIM variando
entre um ponto de diluicdo abaixo ou acima. Estas variacdes entre as cepas sao
esperadas, porém pode-se observar que todas tiveram comportamento semelhante
guanto a sensibilidade ou ndo aos fungicidas avaliados. Entre os fungicidas
comerciais destacou-se o tebuconazole, seguido por captana, tiofanato metilico e
mancozebe. Em relacdo aos derivados de 8HQ o clioquinol destacou-se, porém PH
151 nédo diferiu estatisticamente de tebuconazole e clioquinol, e foi superior aos
demais fungicidas avaliados. Del Frari et al. (2018), conduziu ensaios de CIM para P.
chlamydospora e P. minimum, avaliando produtos quimicos promissores, onde
peréxido de hidrogénio e prata elementar tiveram CIMs 15 e 4 pg mL7,
respectivamente. Os demais produtos avaliados tiveram valores acima de 37 ug mL-
l.

A associacédo entre fungicidas com distintos mecanismos de agcdo vém
sendo amplamente utilizada na agricultura. Estas associacbes diminuem o
desenvolvimento de resisténcia, associando ingredientes ativos sistémicos e
protetores de contato, potencializam a a¢do dos produtos, que atuam em diferentes
alvos, e reduzem a dose efetiva aplicada (Zambolim, et al., 2014; Amorim et al.; Silva
Junior & Behlau, 2018). De acordo com o FRAC, o risco de ocorréncia de resisténcia
em fungos, é dependente do patégeno, do grupo quimico do fungicida e das medidas
agrondmicas adotadas. Neste estudo verificamos a acao sinérgica entre a PH 151 e
os fungicidas tebuconazole e captana. O mecanismo antifangico de agdo da PH 151
ainda ndo é bem compreendido, mas estudos recentes realizados por Pippi et al.
(2019a) demonstraram que atua na parede celular de Candida sp. e dermatdfitos.
Tebuconazole é um fungicida inibidor da desmetilagdo do C*4 na sintese do ergosterol,
principal lipidio constituinte da membrana plasmética dos fungos, cujo mecanismo
bioquimico de acdo é amplamente conhecido. Captana é um fungicida protetor de
contato com atividade multissitio, atuando em diferentes fases do metabolismo flingico
(FRAC). Assim uma acao na parede celular dos fungos poderia facilitar a penetracao
dos demais fungicidas, aumentando a quantidade do ingrediente ativo disponivel para
exercer seu efeito (Costa et al., 2020). Nao existem dados da associacdo desta
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molécula com fungicidas pois esta sendo testada pela primeira vez neste estudo. Mas
neste trabalho as associagOes acima reduziram os valores de CIM de todos os
produtos, e o0 ECso de PH 151 + tebuconazol, em comparagdo com o ECso dos
produtos isolados.

O experimento de crescimento micelial permitiu a obtencdo das
porcentagens de inibicdo e das concentracdes que inibem 50% do crescimento de P.
chlamydospora, mas também nos permitiu avaliar o comportamento do patégeno ao
longo de 30 dias. Desta forma, podemos observar uma inibicdo inicial importante no
tratamento com PH 151 na maior dose até o 13° dia. ApGs este periodo o patdégeno
teve um leve crescimento, mas com uma inibicdo relativa de 95,8%. Souza et al.
(2020) encontrou inibigdo do crescimento de 94% com a mesma concentra¢ao de PH
151 (50 pg mL?) para I. liriodendri. A associacdo entre PH 151 + tebuconazole
também teve um comportamento semelhante, inibindo o crescimento no mesmo
periodo inicial, nas trés maiores doses. Tebuconazole inibiu totalmente o crescimento
micelial nas duas maiores doses (6,24 e 3,12 ug mLt), com o ECsode 0,235 pug mL™2.

Hernandez (2018) apos testar diferentes fungicidas utilizados em videiras
no Chile, verificou que tebuconazole, tiofanato metilico, hidroxido de cobre e éxido
cuproso foram os mais efetivos, todos com inibicdo na faixa de 98%. Porém nds nao
obtivemos resultados satisfatorios com o hidroxido de cobre, no ensaio de
concentracéo inibitéria minima. Strydom (2019) encontrou ECso médio entre as cepas
testadas de 0,105 pg mL? para tebuconazole. Resultados semelhantes foram
encontrados por Crous et al. (2001); Jaspers (2001) e Gramaje et al. (2009) onde
tebuconazole efetivamente preveniu o crescimento micelial de P. chlamydospora.
Apesar da associagdo entre PH + tebuconazole nédo ter inibido totalmente o
crescimento micelial, seus valores de ECso foram bem inferiores quando comparados
aos das substéancias isoladamente. A reducéo nos valores de ECso no tratamento com
os fungicidas combinados, pode ser explicada pelos diferentes mecanismos de agao
dos produtos. Enquanto tebuconazole atua a nivel de membrana celular, inibindo a
sintese do ergosterol, PH 151 atua a nivel de parede celular fungica. Os resultados
sugerem que um ajuste de dose da PH 151 poderia inibir totalmente o crescimento

micelial do fungo quando utilizada isoladamente. J& a combinag¢do PH + tebuconazole
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poderia ser uma estratégia de manejo para P. chlamydospora, visando a protecao de
ferimentos e a diminuicdo das doses aplicadas de fungicidas de alta toxicidade.

A avaliacdo de novos ingredientes ativos, bem como de praticas culturais
gue possibilitem uma reducao efetiva das infeccbes causadas por patdogenos GTD,
tem sido a principal prioridade para a industria e para pesquisadores durante as
dltimas décadas (Urbez-Torres, 2011; Gramaje, et al., 2018). Verificamos que a PH
151 teve efeito sobre o crescimento dos fungos Ilyonectria liriodendri e P.
chlamydospora in vitro e demonstrou potencial para protecdo de ferimentos. Estes
resultados sédo importantes pois ambos os fungos afetam plantas jovens e atingem o0s
vasos a partir de lesdes. P. chlamydospora e I. liriodendri estdo presentes em viveiros,
onde penetram na planta a partir de lesdes oriundas da producdo de mudas, e a
campo, penetrando a partir de ferimentos de poda. Portando, € necessario um produto
gue proteja contra a infeccdo concomitante por diferentes espécies de fungos GTD.
Desta forma, derivados da 8HQ, como a PH 151, destacam -se como uma alternativa
promissora para protegcao de ferimentos em videiras. O fato desta apresentar um
mecanismo de acdo seletivo, que altera a parede celular do fungo e néo danifica
estrutura e funcdes da membrana plasmatica das células (Pippi, et al., 2019b), a torna
um produto seguro para quem realiza seu manuseio.

Os fungicidas mais efetivos para a protecéo de ferimentos contra a infecgao
de fungos GTD tem uma toxicidade elevada, o que reduziu as op¢des de uso, devido
a retirada do mercado de alguns no inicio dos anos 2000 (Decoin, 2001). A associacao
entre derivados de 8HQ e fungicidas comerciais ja registrados para uso em videira,
poderia ser uma estratégia de manejo utilizada na protecédo de ferimentos, tanto no
processo de producdo de mudas, quanto a campo. Associagcdes entre substancias
gue possuam diferentes alvos sao positivas, pois potencializam a a¢cdo dos produtos
e possibilitam a aplicacdo de menores doses, reduzindo riscos aos agricultores, de

resisténcia fungica e gerando menor impacto ambiental.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, concluimos que o derivado da

8HQ- 8 hidroxiquinolina-5-(N-4 clorofenil)sulfonamida (PH 151) foi efetiva no controle

in vitro dos fungos llyonectria liriodendri e Phaeomoniella clamydospora, e, para este

altimo, apresentou efeito sinérgico com captana e tebuconazole. Este derivado

demostrou ser uma alternativa promissora para a protecédo de ferimentos de videira,

tanto para os ferimentos gerados no processo de producdo de mudas, quanto aos

relacionados a poda. Ademais concluimos o seguinte:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

O fungo I. liriodendri demonstrou sensibilidade frente aos derivados da 8-
hidroxiquinolina PH151 e clioquinol nos ensaios de concentragdo inibitoria
minima, sendo seus valores inferiores aos fungicidas convencionais avaliados.
O fungo P. chlamydospora demonstrou sensibilidade frente aos derivados da
8-hidroxiquinolina PH151 e clioquinol nos ensaios de concentracdo inibitoria
minima, sendo seus valores inferiores a maioria dos fungicidas convencionais
avaliados.

O fungo . liriodendri ndo foi sensivel ao fungicida tebuconazole dentro da faixa
de concentracdo testada, sendo mais sensivel ao fungicida mancozebe.

O fungo P. chlamydospora demonstrou grande sensibilidade ao fungicida
tebuconazole. Demonstrou também sensibilidade para os fungicidas captana,
tiofanato metilico e mancozebe e ndo foi sensivel para os fungicidas extrato de
M. alternifélia, hidroxido de cobre e iprodiona.

No ensaio de crescimento micelial PH 151 inibiu fortemente o desenvolvimento
de I. liriodendri, nas duas doses testadas, ao contrario do fungicida mancozebe.
Para o0 ensaio de crescimento micelial de P. chlamydospora, tebuconazole
inibiu totalmente o crescimento do fungo, nas duas maiores doses avaliadas.
PH 151 inibiu fortemente o desenvolvimento do fungo na sua maior dose, e a
associacao entre PH + tebuconazole nas trés maiores doses. Esta associacao
apresentou os menores valores de ECso.

Observou-se relacdo sinérgica de PH 151 entre tebuconazole e captana, frente

a P. chlamydospora. A combinacdo entre PH 151 e tiofanato metilico foi
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classificada como indiferente.

8) Nos ensaios in vivo, as menores porcentagens de recuperacao do fungo I.
liriodendri foram obtidas a partir dos ramos da cv. Isabel tratados
preventivamente com a PH 151 na maior dose. Os tratamentos curativos, para

ambas as cultivares, ndo foram considerados eficazes.
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9. ANEXOS

a. Anexol

Requerimentos para pleito do registro definitivo (Anexo Il) e do registro
especial temporario- RET (Anexo lIl), conforme o decreto 4.074/02, e atualizados de
acordo com os decretos 5.981/06 e 10.833/21.
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Brasilia, DF, de de 2

Assinatura(s) do(s) Representante(s) do Orgédo Registrante
CERTIFICADO DE REGISTRO DE AGROTOXICOS, PRODUTOS
TECNICOS E AFINS DESTINADOS EXCLUSIVAMENTE PARA EXPORTACAO
O (A) (¢rgdo registrante)_, de acordo com o (Capitulo Il - das competéncias)_, do Decreto n2 4.074, de 4 de janeiro de

2002, que regulamenta a Lei n2 7.802, de 11 de julho de 1989, e a Lei n2 9.974, de 6 de junho de 2000, certifica que se
encontra registrado o produto abaixo descrito, para uso em conformidade com os termos especificados.

1. Produto
1.1 marca comercial 1.2 n2 do registro
1.3 pais importador | 1.4 forma de apresentagdo (produto técnico ou tipo de formulagéo)

1.5 composi¢éo em g/kg, g/L ou %

- Ingrediente ativo: - Outros ingredientes:

2. Classe de uso

(herbicida, inseticida, fungicida etc.)

3. Titular do registro (raz&o social)

3.1 nome 3.2 n2 do cnpj
3.3 endereco 3.4 bairro
3.5 cidade 3.6 uf 3.7 cep

4. Fabricante

4.1 nome 4.2 n do cnpj
4.3 enderego 4.4 bairro
4.5 cidade 4.6 uf| 4.7 cep

5. Formulador

5.1 nome 5.2 n2 do cnpj
5.3 enderego 5.4 bairro
5.5 cidade 5.6 uf| 5.7 cep

6. Ingrediente ativo

6.1 nome comum 6.2 classificag@o taxondmica
6.3 nome quimico 6.4 grupo quimico
Brasilia, DF, de de 2

Assinatura(s) do(s) Representante(s) do Orgéo Registrante

ANEXO Il
Requerimento de Registro
(encaminhar em duas vias)
O requerente a seguir identificado requer ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, da Saude (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e do Meio Ambiente (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), com base no Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, a avaliagdo do produto abaixo especificado, para fins de

() registro () reavaliagédo de registro, para o que presta as informagdes a seguir e junta o Relatério Técnico competente:

1. Requerente

1.1 nome I 1.2 enderego eletronico

1.3 enderego 1.4 bairro

1.5 cidade | 1.6 uf 1.7 cep

1.8 ddd 1.9 fone 1.10 fax | 1.11 celular 1.12 cnpj/cpf

2. Representante legal (anexar documento comprobatdrio)

2.1 nome | 2.2 enderego eletrénico

2.3 enderego 2.4 bairro

2.5 cidade | 2.6 uf 2.7 cep

2.8 ddd 2.9 fone | 2.10 fax 2.11 celular I 2.12 cnpj/cpf

3. Fabricante (repetir o quadro com os dados dos demais fabricantes, se houver)

3.1 nome | 3.2 enderego eletronico

3.3 enderego | 3.4 bairro

3.5 cidade 3.6 uf| 3.7 cep 3.8 pais

3.9 ddd 3.10 fone 3.11 fax 3.12 celular 3.13 cnpj/cpf

4. Formulador (repetir o quadro com os dados dos demais formuladores, se houver)
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4.1 nome | 4.2 enderego eletrénico
4.3 endereco | 4.4 bairro
4.5 cidade 46 uf| 4.7 cep 4.8 pais
4.9 ddd 4.10 fone 4.11 fax 4.12 celular 4.13 cnpj/cpf
5. Finalidade
() 5.1 produgéo () 5.2 importagéo () 5.3 exportagédo () 5.4 manipulagédo
() 5.5 comercializagéo () 5.6 utilizagdo () 5.7 outro: ............

6. Classe de uso

| () 6.1 herbicida |

() 6.2 inseticida |

() 6.3 fungicida

() 6.4 outro: .

7. Modo de agédo

[ () 7.1 sistémico [

() 7.2 contato [

() 7.3 total | () 7.4 seletivo

()7.5o0utro: ..........

8. Ingrediente ativo (repetir o quadro com os dados dos demais Ingredientes ativos, se houver)

8.1 nome quimico na grafia internacional (de acordo com a nomenclatura iupac )

8.2 nome quimico em portugués (iupac)

8.3 nome comum (padrdo iso, ansi, bsi)

| 8.4 nome comum em portugués

8.5 entidade que aprovou o nome em portugués

8.6 n2 codigo no chemical abstract service registry (cas)

8.7 grupo quimico em portugués

(usar letras minusculas)

8.8 sinonimia

8.9 féormula bruta e estrutural

9. Produto

9.1 marca comercial

9.2 codigo ou nome atribuido durante fase 9.3 forma de apresentagao (tipo de formulagdo)
experimental
10. Embalagem
10.1 tipo de embalagem 10.2 material 10.3 capacid. de acondicionamento
,___de___ = de2
Assinatura(s) do(s) Representante(s) Legal(ais)
Documentos a serem anexados ao Requerimento
11. Anexos
1. Relatorio Técnico;
. Comprovante de que a empresa requerente esté devidamente registrada nessa modalidade em 6rgéo competente do Estado, do Distrito Federal ou
do Municipio;
. Idem, relativamente ao(s) fabricante(s) estabelecido(s) no Pais;
. Idem, relativamente ao(s) formulador(es) estabelecido(s) no Pais;
] Documento comprobatério da condi¢édo de representante legal da empresa requerente;

" corh P :

relativamente ao Pais de origem;

. Quando existentes, informagdes e documentos sobre a situagdo do produto, o registro, os usos autorizados, as restrigdes e os seus motivos,
(Redacéo dada pelo Decreto n® 10.833, de 2021),

. Informagdes sobre a existéncia de restrigdes ou proibigdes a produtos a base do mesmo ingrediente ativo e seus motivos, em outros paises;
(Redacao dada pelo Decreto n® 10.833, de 2021)

Descrigdo detalhada do(s) método(s) de desativagédo do produto, acompanhada de laudo técnico que indique o poder de redugédo
dos componentes, com a identificagdo dos residuos remanescentes e a entidade instalada no Pais apta a realizagéo do processo.

OBS.: Os documentos devem ser apresentados no original, em cépia autenticada ou acompanhada do original para
autenticagao pelo érgéo publico que a receber.

42 —Anetos—PROBUFOSFECNEES
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12 - Anexos - PRODUTOS TECNICOS (Redacao dada pelo Decreto n° 5.981, de 2006)

12.1.1. O limite méximo do teor de cada impureza com concentragdo igual ou superior a 0,1%;
12.1.2. O limite minimo do teor do ingrediente ativo;

ambiental; e
12.1.4. Identificagdo de isbmeros e suas proporcdes;

12.2. Descricdo dos efeitos observados relacionados as impurezas relevantes (por exemplo,_efeitos toxicoldgicos ou efeitos sobre a estabilidade do

ingrediente ativo);

iguais a 0,1% e das impurezas toxicolégica ou ambientalmente relevantes em concentragdes inferiores a 0,1%

12.4. Descrigdo da metodologia analitica dos principais produtos de degradacgéo do ingrediente ativo, para fins de monitoramento e fiscalizacéo.

12.6. Relatdrio de estudos de propriedades fisico-quimicas.

Se o registro for de produto(s)_formulado(s) ou pré-mistura(s)_de natureza quimica ou bioldgica:

13. Anexos - PRODUTOS FORMULADOS E PRE-MISTURAS DE NATUREZA QUIMICA OU BIOQUIMICA
(Redagao dada pelo Decreto n° 10.833, de 2021)

compone|
de 2021)

1. Declaragéo do registrante sobre a composigao qualitativa e quantitativa do produto, com a indicagdo dos limites maximo e minimo da variagéo de cada

nte e da sua fungdo especifica, acompanhada de laudo laboratorial ou de declaragao de cada formulador.  (Redagéo dada pelo Decreto n® 10.833,

Unidades impressas do rétulo e da bula do produto, quando existentes no Pais de origem;

ap

pbs-emergéncia etc.), dose recomendada, concentragdo e modo de preparo de calda, modo e equipamentos de aplicagéo, época, nimero e intervalo de

Indicagao de uso (culturas e alvos biolégicos), informagées detalhadas sobre o modo de agéo do produto, modalidade de emprego (pré-emergéncia,

licagdes;

Restrigdes de uso e recomendagdes especiais;

Intervalo de seguranga;

Intervalo de reentrada;

Especificagdo dos equipamentos de protecéo individual apropriados para a aplicagédo do produto, bem como medidas de protegéo coletiva;

Procedimentos para descontaminagdo de embalagens e equipamentos de aplicagéo;

Sistema de recolhimento e destinagao final de embalagens e restos de produtos;

Modelo de rétulo e bula;

Comprovante ou protocolo de registro no Brasil de seus componentes, inclusive do produto técnico.

Se o registro for de produto(s)_a base de agentes bioldgicos de controle de praga:

14 - Anexos — PRODUTOS A BASE DE AGENTES BIOLOGICOS DE CONTROLE DE PRAGA

14.1  Nome e enderego completo do fornecedor do agente bioldgico;

14.2 Classificagédo taxondmica completa do agente biolégico e nome comum;

14.3  Indicagado completa do local e referéncia da cultura depositada em colegéo;

14.4 Declaragdo do registrante da composicdo qualitativa e quantitativa do produto, indicando a concentragdo minima do
ingrediente ativo bioldgico e os limites maximos e minimos dos demais componentes e suas fungdes especificas, acompanhada de
laudo laboratorial de cada formulador;

14.5 Informagbes sobre a possivel presenga de toxinas microbianas e outros metabdlitos, estirpes mutantes, substancia
alergénica etc.;
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14.6 Indicagdes de uso (culturas e alvos biolégicos), modalidade de emprego (pré-emergéncia, pés-emergéncia, etc.), dose
recomendada, concentragdo e modo de preparo da calda, modo e equipamentos de aplicagédo, estratégia de uso (inoculativa,
inundativa, etc.), época, numero e intervalo de aplicagao;

14.7 Informagdes sobre o modo de acédo do produto sobre os organismos alvo;

14.8 Unidade impressa de rétulo e bula do produto, quando existente no Pais de origem;

14.9 Modelo de rétulo e bula, em se tratando de produto formulado;

14.10 Descricdo de testes ou procedimentos para identificacdo do agente bioldgico (morfologia, bioquimica, sorologia,
molecular);

14.11 Informagdes sobre a ocorréncia, distribuigdo geografica, local de isolamento, ciclo de vida do organismo e demais dados
que caracterizem o agente bioldgico;

14.12 Informagdes sobre a relagao filogenética do agente biolégico com patdégenos de organismos ndo-alvo (humanos, plantas e
animais);

14.13 Informagdes sobre a estabilidade genética do agente bioldgico;

14.14 Descrigao do processo de produgédo do produto, fornecida pelo(s) formulador(es);

14.15 Intervalo de seguranga e de reentrada quando pertinente.

14.16 Especificagdo dos equipamentos de protecao individual apropriados para a aplicagdo do produto, bem como medidas de
protecéo coletiva;

14.17 Procedimentos para descontaminagéo de embalagens e equipamentos de aplicagéo;

14.18 Sistema de recolhimento e destinagéo final de embalagens e restos de produtos;

15 - Anexos — PRODUTO EQUIVALENTE

15.1 Produto de referéncia, indicando o numero do registro.

16 - Anexos - PRODUTO TECNICO EQUIVALENTE Redacéo dada pelo Decreto n° 5.981, de 2006

FASE |

16.1. Declaragéo unica do registrante sobre a composigdo qualitativa e quantitativa do produto, elaborada com base no(s) laudo(s) laboratorial(is) das
analises de cinco bateladas de cada fabricante, o(s) qual(is) devera(do) acompanhar a declaragéo, indicando:

16.1.1. O limite maximo do teor de cada impureza com concentragao igual ou superior a 0,1%;

16.1.2. O limite minimo do teor do ingrediente ativo;

16.1.3. O limite maximo de subprodutos ou impurezas presentes em concentragdes inferiores a 0,1%, quando relevantes do ponto de vista toxicolégico ou
ambiental; e

16.1.4. Identificacdo de isdbmeros e suas proporcdes;

16.2. Descrigcdo dos efeitos observados relacionados as impurezas relevantes (por exemplo, efeitos toxicoldgicos ou efeitos sobre a estabilidade do
ingrediente ativo);

16.3 Descrigdo da metodologia analitica para determinagéo qualitativa e quantitativa do ingrediente ativo, das impurezas em concentragdes superiores ou
iguais a 0,1% e das impurezas _toxicolégica ou ambientalmente relevantes em concentracdes inferiores a 0,1%

16.4. Descrigao da metodologia analitica dos principais produtos de degradagéo do ingrediente ativo, para fins de monitoramento e fiscalizacéo.

16.5. Descricdo do processo de produgdo do produto técnico, contemplando suas etapas de sintese, seus subprodutos e impurezas, fornecida pelo
fabricante, contendo:

16.5.1. fluxograma das reagdes quimicas de cada etapa do processo;

16.5.2. identidade dos reagentes, solventes e catalisadores;

16.5.3. descrigédo geral das condigdes que séo controladas durante o processo (por exemplo: temperatura, presséo, pH, umidade);

16.5.4. descricdo das etapas de purificagdo (incluindo as usadas para recuperar ou reciclar materiais de partida, intermedidrios ou substancias geradas); e

16.5.5. discussédo sobre a formacéo tedrica de todas as possiveis impurezas geradas no processo de producgéo.

16.6. Relatdrio de estudos de propriedades fisico-quimicas:

16.6.1. presséo de vapor;

16.6.2. ponto de fusdo ou ebuligdo;

16.6.3. solubilidade em &gua; e

16.6.4. coeficiente de particdo N-octanol/agua.

Quando nao for possivel determinar a equivaléncia na Fase |, os seguintes estudos poderao ser exigidos:

FASE Il

16.7. Testes de toxicidade para animais superiores
16.7.1. Toxicidade oral aguda;

16.7.2. Toxicidade inalatéria aguda;

16.7.3. Toxicidade cutdnea aguda;

16.7.4. Irritagdo cutdnea primaria;

16.7.5. Irritagdo ocular;
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| 16.7.6. Sensibilizacdo dérmica; e |
[ 16.7.7. Mutagenicidade génica e cromossdmica |

Quando nao for possivel determinar a equivaléncia na Fase Il, os seguintes estudos poderao ser exigidos:

FASE llI

16.8. Testes toxicoldgicos com doses repetidas (desde subagudos até cronicos) e estudos toxicolégicos para avaliar, teratogenicidade, carcinogenicidade,
neurotoxicidade e efeitos hormonais;

16.9. Testes ecotoxicologicos de toxicidade a organismos aquaticos e terrestres (peixes, Daphnia, algas, aves, abelhas, microrganismos, organismos de
solo), de acordo com o uso pretendido do produto.

RELATORIOS TECNICOS
(apresentar em uma via)

Ao Orgéo Registrante (critérios e exigéncias serdo especificados em normas complementares)

18 - Anexos - Orgao Registrante, para avaliagdo da eficiéncia de agrotéxicos e afins

18.1 Testes e informagdes sobre a eficiéncia e a praticabilidade do produto na(s) finalidade(s) de uso proposta(s);

18.2 Testes e informagoes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

18.3 Informagdes sobre o desenvolvimento de resisténcia ao produto;

18.5 Método analitico e sua sensibilidade para determinagao de residuos do agrotoxico;

18.6 Resultado das andlises quantitativas efetuadas indicando a persisténcia dos residuos em vegetais, animais, na égua, no
solo e noar.

18.7 Informagdes relativas a bioacumulagéo, persisténcia e mobilidade;

18.8 Outros dados, informacdes ou documentos exigidos em normas complementares.

Ao Ministério da Saude (critérios e exigéncias serdo especificados em normas complementares)

19 - Anexos - Ministério da Saude

5c P

19.1 Relatério de estudos de propriedades fisico-quimicas; (Redacao dada pelo Decreto n° 5.981, de 2006)

19.2 Relatério de estudos de residuos, intervalo de Seguranga e, quando for o caso, limite dos residuos estranhos;

19.3 Método analitico e sua sensibilidade para determinagao de residuos de agrotdxico;

19.4 Resultado das analises quantitativas efetuadas indicando a persisténcia dos residuos em vegetais, animais, na agua, no
solo e no ar;

19.5 Intervalo de reentrada de pessoas nas areas tratadas;

19.6 Estudos bioldgicos envolvendo aspectos bioquimicos e toxicoldgicos agudos e cronicos;

19.7 Antidoto ou tratamento disponivel no Pais, para os casos de intoxicagdo humana;

19.8 Outros dados, informagées ou documentos exigidos em normas complementares.

19.9 Testes e informagdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

19.10 Informagdes relativas a bioacumulagao, persisténcia e mobilidade;

Ao Ministério do Meio Ambiente (critérios e exigéncias serdo especificados em normas complementares)

20 - Anexos - Ministério do Meio Ambiente

20.2 Relatdrio de estudos de dados relativos a toxicidade para microorganismos, microcrustaceos, peixes, algas, organismos de
solo, aves, plantas e insetos néo-alvo;

20.3 Relatério de estudos de dados relativos a bioacumulagao, persisténcia e mobilidade;

20.4 Relatério de estudos de dados relativos a toxicidade para animais superiores;

20.5 Relatério de estudos de dados relativos ao potencial mutagénico, embriofetotdxico e carcinogénico em animais;
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20.6 Método analitico e sua sensibilidade para determinagéo de residuos de agrotéxico;

20.7 Resultado das analises quantitativas efetuadas indicando a persisténcia dos residuos em vegetais, animais, na agua, no
solo e no ar;

20.8 Outros dados, informagdes ou documentos exigidos em normas complementares

20.9 Testes e informagdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

21 - Anexos - PRODUTO FORMULADO COM BASE EM PRODUTO TECNICO EQUIVALENTE — Ao Orgéo Registrante
(Incluido pelo Decreto n° 5.981, de 2006)

21.1. Estudos e informagdes sobre a eficiéncia e a praticabilidade do produto na(s) finalidade(s) de uso proposta(s), devendo ser conduzidos conforme
suas caracteristicas e de acordo com as normas complementares do érgéo responsavel;

21.2. Informagdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

21.3. Informacdes sobre o desenvolvimento de resisténcia ao produto;

21.4. Relatério de estudo de residuos, intervalo de segurancga e, quando for o caso, limite dos residuos estranhos;

21.5. Método analitico e sua sensibilidade para determinagéo de residuos do agrotoxico, para fins de monitoramento e fiscalizagéo.

22 - Anexos - PRODUTO FORMULADO COM BASE EM PRODUTO TECNICO EQUIVALENTE — Ao Ministério da Satide (Incluido
pelo Decreto n® 5.981, de 2006)

1. Relatdrio de estudos de propriedades fisico-quimicas;

2. Relatdrio de estudo de residuos, intervalo de seguranga e, quando for o caso, limite dos residuos estranhos;

22.3. Método analitico e sua sensibilidade para determinacéo de residuos de agrotéxico, para fins de monitoramento e fiscalizagéo;
22.4. Intervalo de reentrada de pessoas nas areas tratadas;

22.5. Estudos toxicolégicos agudos e de mutagenicidade;

22.6. Antidoto ou tratamento disponivel no Pais, para os casos de intoxicagdo humana;

22.7. Informagdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

23 — Anexos — PRODUTO FORMULADO COM BASE EM PRODUTO TECNICO EQUIVALENTE — Ao Ministério do Meio
Ambiente (Incluido pelo Decreto n°® 5.981, de 2006)

23.1. Relatério de estudos de propriedades fisico-quimicas;

23.2. Relatério de estudos de dados relativos a toxicidade para microorganismos, microcrustaceos, peixes, algas, organismos de solo, aves, plantas e
insetos ndo-alvo;

23.3. Relatdrio de estudos de dados relativos a toxicidade para animais superiores;

23.4. Relatdrio de estudos de dados relativos ao potencial mutagénico;

23.5. Método analitico e sua sensibilidade para determinagéo de residuos de agrotéxico, para fins de monitoramento e fiscalizagéo;

23.6. Informacdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos.

24 - Anexos - PRODUTOS FITOSSANITARIOS COM USO APROVADO PARA A AGRICULTURA ORGANICA

- |dentificagdo do produto em relagdo a especificagdo de referéncia;

- Descrigéo do processo de produgéo do produto;

- Declaragao do registrante, sobre a composigéo qualitativa e quantitativa do produto, indicando os limites maximo e minimo da variagéo de cada componente
e sua funcgao especifica, acompanhada de laudo laboratorial de cada formulador;

- Indicag&o de uso (culturas e alvos bioldgicos), modo de agdo do produto, modalidade de emprego, dose recomendada, concentragdo e modo de preparo de
calda, modo e equipamentos de aplicagéo, época, nimero e intervalo de aplicagdes;

- Restrigbes de uso e recomendagdes especiais;

- Intervalo de seguranga;

- Intervalo de reentrada;

- Informagdes referentes a sua compatibilidade com outros produtos;

- Especificacdo dos equipamentos de protecao individual apropriados para a aplicagdo do produto, bem como medidas de protecéo coletiva;

- Procedimentos para descontaminagao de embalagens e equipamentos de aplicagéo;

- Sistema de recolhimento e destinagéo final de embalagens e restos de produtos;

- Modelo de rétulo e bula.

ANEXO Il

Modelo | - Requerimento de Registro Especial Temporario - RET

O requerente a seguir identificado requer aos Ministérios da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, da
Saude (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e do Meio Ambiente (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis), com base no Decreto n2 4.074, de 4 de janeiro de 2002, a avaliagdo do
produto abaixo especificado, para fins de registro especial temporario, para o que presta as informagdes a seguir
e junta documentos:

1. Requerente

1.1 nome | 1.2 enderego eletronico

1.3 endereco 1.4 bairro
1.5 cidade | 1.6 uf 1.7 cep

1.8 ddd 1.9 fone 1.10 fax I 1.11 celular 1.12 cnpj/cpf

2. Representante legal (anexar documento comprobatério)

2.1 nome | 2.2 enderego eletrdnico

2.3 enderego 2.4 bairro
2.5 cidade | 2.6 uf 2.7 cep
2.8 ddd 2.9 fone 2.10 fax 2.11 celular 2.12 cnpj/cpf

3. Da pesquisa (se agente bioldgico de ocorréncia natural)

3.1 classificagdo taxondmica ou caracterizagdo morfolégica ou bioquimica
3.2 informacgdes de ocorréncia no pais
3.3 procedéncia e informagdes de ocorréncia e, quando importado, medidas quarentenarias aplicaveis
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de 2

Assinatura(s) do(s) Representante(s) Legal(ais)

Documentos a serem anexados ao Requerimento

4. Anexos

4.1 Tipo de pesquisa (laboratérios, estufa, casa de vegetagao, estagdo experimental, campo);

4.2 Projeto experimental;

4.3 Dados fisico-quimicos;

4.4 Dados necessarios a avaliagéo toxicoldgica prelimi

nar;

4.5 Dados necessarios a avaliagdo ambiental preliminar.

Modelo |l - Registro de produto para pesquisa e

1. Requerente

1.1 nome | 1.2 enderego eletronico
1.3 enderego 1.4 bairro
1.5 cidade | 1.6 uf 1.7 cep
18ddd | 1.9 fone | 1.10 fax | 1.11 celular 1.12 cnpjlcpf
2. Representante legal (anexar documento comprobatério)
2.1 nome I 2.2 enderego eletronico
2.3 enderego 2.4 bairro
2.5 cidade | 2.6 uf 2.7 cep
2.8 ddd I 2.9 fone 2.10 fax 2.11 celular 2.12 cnpj/cpf
3. Da pesquisa
3.1 objetivo da pesquisa e experimentagdo
, de de 2

Assinatura(s) do(s) Representante(s) Legal(ais)

Documentos a serem anexados ao Requerimento

4. Anexos

4.1 Projeto experimental.

ANEXO IV

Registro de Componentes — Excetuados os

1. Requerente (repetir o quadro com os dados dos demais requerentes, se houver)

1.1 nome | 1.2 enderego eletronico

1.3 enderego 1.4 bairro

1.5 cidade | 1.6 uf 1.7 cep

1.8 ddd 1.9 fone I 1.10 fax l 1.11 celular 1.12 cnpj/cpf
2. Representante legal (anexar documento comprobatério)

2.1 nome | 2.2 enderego eletrdnico

2.3 enderego 2.4 bairro

2.5 cidade | 2.6 uf 2.7 cep

2.8 ddd 2.9 fone 2.10 fax 2.11 celular 2.12 cnpj/cpf
3. Fabricante (repetir o quadro com os dados dos demais fabricantes, se houver)

3.1 nome | 3.2 endereco eletronico

3.3 endereco 3.4 bairro

3.5 cidade [ 3.6 uf 3.7 cep

3.8ddd | 3.9 fone | 3.10 fax | 3.1 celular 3.12 cnpj/cpf
4. Produto

4.1 nome comercial

4.2 usos pretendidos 4.3 n2 codigo da substancia no chemical abstract

service registry (CAS)
4.4 nome quimico da substancia
4.5 nome comum da substancia | 4.6 grupo quimico | 4.7 sinonimia
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