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RESUMO GERAL

A aquicultura envolve o cultivo de organismos aquaticos incluindo peixes, crustaceos,
moluscos e plantas aquaticas. Estes cultivos tém como principais objetivos a producgédo de
alimentos e outros bioprodutos para o homem. Por outro lado, os cultivos de plantas
aquaticas também podem ter por finalidade o tratamento de efluentes da aqicultura, a
fitorremediacdo de solos contaminados ou a criacdo/restauracdo de ambientes aquaticos
vegetados. As plantas de marismas, como a Spartina alterniflora, estdo entre as plantas
superiores mais cultivadas pelo homem, visando a contencéo de processos erosivos naturais
relacionados com a elevacao relativa do nivel do mar. A producdo de mudas em estufas
agricolas e o estabelecimento de plantulas no ambiente entremarés estdo entre as etapas
mais criticas para o sucesso de projetos de criacdo/ restauracdo de marismas. Em adicéo, o
cultivo dessas plantas, assim como para qualquer outro tipo de organismo aquatico,
necessita de cuidados para uma maior produtividade, evitando assim pragas (herbivoros e
fungos) e doencas nas plantas. Por isso, o conhecimento de mecanismos ecologicos é
essencial para 0 sucesso nesses tipos de projetos. Dessa forma, na tentativa de avaliar o
impacto de pequenos herbivoros e da subsequente infeccdo de fungos sobre mudas
provocadas por machucaduras desses herbivoros, esta Dissertacdo de Mestrado descreve o
desenvolvimento de 2 estudos. No primeiro estudo, apresentado no Capitulo 1, foram
avaliados os efeitos da herbivoria de afideos Hysteroneura setariae no desenvolvimento das
mudas de S. alterniflora e na infeccdo de suas folhas por fungos. Para o controle dessas
pragas, também foi determinada a eficiéncia da aplicacdo separada e conjunta do inseticida
Malathion 500 CE e do fungicida Daconil BR sobre o cultivo dessas mudas em uma estufa
ndo climatizada. Os resultados obtidos comprovaram uma grande eficiéncia do inseticida
Malathion em proteger mudas de S. alterniflora contra o ataque de afideos e fungos, além
de melhorar os pardmetros biométricos e fitossanitarios da planta. Em relacdo ao
desenvolvimento da planta, é importante destacar que os valores medios de perfilhamento
das mudas tratadas com inseticida foram cerca de 155% maiores do que das néo tratadas
com esse inseticida. O uso do fungicida Daconil ndo foi efetivo em diminuir os danos

causados pelos afideos e nem a infeccdo de fungos, facilitada durante a alimentacéo e



secrecdo de substancias agucaradas (melada, “honeydew”) por esses insetos. Tanto que a
frequéncia da ocorréncia de manchas fungicas nas folhas pulverizadas com esse fungicida
teve valores médios em torno de 90%. Adicionalmente, esse fungicida ndo demonstrou
ocasionar efeitos agudos no crescimento/desenvolvimento das mudas de S. alterniflora. O
segundo estudo, descrito no Capitulo 2, foi desenvolvido na zona entremarés de uma
marisma recém-estabelecida. Neste, foi examinado os impactos dos caranguejos Neohelice
granulata e das infeccdes de fungos facilitadas por esses herbivoros sobre a S. alterniflora
a partir de 2 experimentos fatoriais com a utilizacdo de gaiolas de exclusdo de caranguejos
e pulverizacdo do fungicida Daconil BR. Através dos resultados encontrados, foi possivel
verificar um grande impacto dos caranguejos sobre o desenvolvimento das mudas.
Enquanto 100% das mudas de S. alterniflora protegidas com gaiolas de exclusao
sobreviveram, nas gaiolas vazadas a sobrevivéncia das mudas reduziu para 65%. As folhas
lesionadas com fungicida e aquelas sem lesdes e uso desse pesticida tiveram valores médios
de biomassas fungicas até 70% mais baixos do que as das folhas lesionadas. Por fim, o
fungicida e os fungos ndo afetaram no desenvolvimento e sobrevivéncia das mudas de S.

alterniflora ao longo dos 2 experimentos realizados.

ABSTRACT

Aguaculture is understood to mean the farming of aquatic organisms including fish,
molluscs, crustaceans and aquatic plants. The main objectives of these crops are the
production of food and other bioproducts for mankind. Moreover, the cultivation of aquatic
plants can also be conducted for the treatment of effluents from aquaculture,
phytoremediation of contaminated soils or the creation/restoration of vegetated aquatic
environments. Marsh plants such as the grass Spartina alterniflora, are among the most
cultivated higher plants aiming to control natural erosive processes related to the relative
sea level rising. The production of propagules in greenhouses and propagule establishment
in the intertidal habitat are among the most critical steps to successful projects of
saltmarshes creation/restoration. In addition, the cultivation of these plants, as well as any

other aquatic organism, needs care for higher productivity, thus avoiding pests (herbivores



and fungi) and plant diseases. Therefore, the knowledge of ecological mechanisms is
essential for success in these kinds of projects. In the attempt to assess the impact of small
herbivores and subsequent fungi infection of the damaged leaves, this dissertation describes
the development of two studies. In the first study, presented in Chapter 1, the effects of
herbivory by the aphid Hysteroneura setariae in the development of S. alterniflora
vegetative propagules and in the infection of their leaves by fungi were evaluated. The
efficiency of separated and combined application of the insecticide Malathion 500 EC and
the fungicide Daconil BR to control these pests was tested on plants growing in an
unheated greenhouse. The obtained results proved a great effectiveness of the insecticide
Malathion to protect S. alterniflora propagules from the attack of aphids and fungi, and also
its utilization improved phytosanitary and biometric parameters of the plants. Regarding the
development of the plant, the average value of tillering of the propagules treated with
insecticide were about 155% higher than non-treated propagules. The use of the fungicide
Daconil was not effective neither reducing the damage caused by aphids nor to avoid fungal
infection, which seems to be facilitated by the secretion of sweet substances (honeydew) by
aphids during feeding. This is so true that a frequency of occurrence of fungal spots around
90% on leaves sprayed with a fungicide but not with insecticide was observed.
Additionally, this fungicide had no acute effects on the growth/development of S.
alterniflora propagules. The second study, described in Chapter 2, was developed in the
intertidal zone of a newly established marsh. The impacts of Neohelice granulata crabs
herbivory and fungal infection facilitated by crabs' grazing scars on S. alterniflora was
evaluated by 2 factorial experiments, using cages to exclude crabs and spraying of the
fungicide Daconil BR. The experimental results pointed out a large impact of crabs on the
development of vegetative propagules of S. alterniflora transplanted in the intertidal. While
100% of S. alterniflora propagules protected from crabs' grazing by exclusion cages
survived, in open cages propagules survival decreased to 65 %. The wounded leaves with
fungicide and intact leaves without fungicide had mean values of fungal biomass up to 70%
lower than wounded leaves not protected by fungicide. Finally, fungicide application and
thus fungi infection did not significantly affect the development and survival of S.

alterniflora propagules during the 2 field experiments.



INTRODUCAO GERAL

1. Plantas aquaticas de marismas e seu cultivo para qualidade de vida das regides

costeiras

A aquicultura envolve o cultivo de organismos aquaticos incluindo peixes,
crustaceos, moluscos e plantas aquaticas. Estes cultivos tém por principal finalidade a
producdo de alimentos e outros bioprodutos para 0 homem. Entretanto, os cultivos de
plantas aquaticas podem também ter por finalidade a implementacdo de processos de
depuracéo de efluentes da aquicultura (e.g., biofiltros/bioreatores), fitorremediacdo de solos
contaminados ou a criacdo/restauracdo de ambientes aquaticos vegetados (Whisenant,
2005; Costa, 2011). Adicionalmente, como acontece para outros organismos, o cultivo
sempre implica em alguma forma de intervengdo (“fitotecnia’) no processo de plantio para
aumentar a producdo ou o sucesso/eficiéncia da funcédo realizada pelas plantas, tais como
fertilizacdo, formas de irrigacdo, controle de pragas (doencas, herbivoros e predadores de
sementes), etc.

Entre as plantas aquéticas de ambientes salinizados, as plantas de marismas estdo
entre as plantas superiores mais cultivadas e plantadas pelo homem, particularmente com a
finalidade do estabelecimento de barreiras naturais contra a erosao costeira e recuperacao
de areas degradadas (Adam, 1993; Chung, 2006; Costa et al., 2009). O desenvolvimento da
vegetacdo de marisma permite conservar o solo, nutrientes, processos hidroldgicos
funcionais de ciclagem de nutrientes e de captura de carbono da atmosfera a partir da
energia solar (Adam, 1993; Costa et al., 1997. Consequentemente, o plantio dessas plantas
aquaticas pode levar a criagcdo de uma paisagem capaz de auto-reparacdo, que fornecem
bens e servigcos necessarios para uma sustentabilidade ecoldgica e socioeconémica da zona
costeira.

Marismas sdo formadas a partir da colonizagdo de planos entremarés arenosos e
lamosos por plantas herbaceas halofitas que podemos chamar de “bioengenheiras” (Chung,
2006; Marangoni & Costa, 2012). Estas especies pioneiras fixam carbono da atmosfera a

partir da fotossintese, formam raizes, caules e folhas que favorecem a deposicdo e fixacao



do sedimento, funcionando como obstaculo contra a eroséo costeira (Pennings & Bertness,
2001; Halpern et al., 2007). As marismas vao gradualmente soerguendo em relacdo as
regibes aquaticas ndo vegetadas, formando ambientes favoraveis a colonizacdo de outras
espécies vegetais e animais, menos tolerantes ao alagamento e a salinidade (Adam, 1993;
Halpern et al. 2007). As principais espécies bioengenheiras de marismas sdo gramas do
género Spartina, e transplantes destas plantas podem ser feitos em pequena média ou larga
escala, utilizando mudas originadas em viveiros de sementes ou pela propagacdo vegetativa
(Chung, 2006; Halpern et al., 2007; Mendonca & Costa, 2008). Globalmente, tem ocorrido
perdas cumulativas de areas de marismas, tanto devido aos processos erosivos de naturais
associados a elevacdo relativa do nivel do mar como pela ocupagdo humana da regido
costeira, com aterros e/ou contaminacao das aguas e sedimentos (Chung, 2006; Costa et al.,
2009). Consequentemente, a restauracdo de marismas impactadas e a criacdo de novas areas
de marismas a partir de plantas bioengenheiras constituem ag6es prioritarias de manejo para

manutencdo destas unidades ambientais.

2. LimitacGes da producdo de mudas e do estabelecimento de plantas na zona

entremarés devido ao pastoreio por pequenos herbivoros e infeccao foliar por fungos

No Brasil, a propagacdo e plantios experimentais das espécies nativas de Spartina
comecaram a ser realizados na década de 1990 (Costa, 2011). Duas das etapas mais criticas
para o0 sucesso de um projeto de restauracdo ou criacdo de marisma sdo a producdo de
mudas e o estabelecimento de plantulas no ambiente entremarés. Diversos estudos
demonstraram uma grande sensibilidade das plantas jovens a condigdes abioticas
estressantes, tais como altas frequéncias de alagamento, baixos potenciais de oxi-reducao e
altas salinidades (Bertness, 1991; Castillo et al., 2000; Chung, 2006; Deng et al., 2008;
Marangoni & Costa, 2012). Muito menos é conhecido sobre os efeitos das interacoes
bidticas sobre as plantas de marismas, entretanto, tanto em viveiros como no ambiente
natural, a sobrevivéncia e 0 crescimento das mudas podem ser gravemente afetados pela
acao de invertebrados herbivoros e de fungos endoparasitas.

Os principais insetos que se alimentam de plantas de marismas sdo gafanhotos



(familias Tettigoniidae e Acrididae), pequenas cigarras (Hemiptera, Cicadellidae) e afideos
(Hemiptera, Aphididae) (Salgado & Pennings, 2005; Ho & Pennings, 2008). Estes insetos
herbivoros compdem importantes elos troficos das marismas com cadeias alimentares
terrestes. Entretanto, em viveiros de producdo de mudas de plantas de marismas, com altas
densidades monoespecificas de plantas para o aproveitamento do espaco e auséncia de
predadores naturais, populacdes de insetos mastigadores e sugadores apresentam rapido
crescimento e consequente grande impacto sobre as plantas. O aumento da abundéancia
desses insetos em viveiros pode acarretar reducdo na producdo de mudas, diretamente por
danos na area foliar, mas também através da inoculacdo das plantas com patégenos no ato
da alimentacdo, uma vez que as machucaduras podem se tornar portas abertas para infeccéo
por fungos e outros microrganismos (Garcia-Guzman & Dirzo, 2001; Zacchi & Vaughan-
Martini, 2002; Hohn, 2007). O ataque por afideos pode ser um dos principais limitantes do
crescimento de plantas em estufas. Estes insetos sdo de dificil controle, devido a sua
notdvel habilidade reprodutiva, envolvendo reproducdo sexuada e assexuada
(paternogénese) (Dixon, 1987). A infec¢do secundaria por fungos em lesbes foliares
induzidas por afideos pode ser facilitada pela excrecdo de uma substancia agucarada
(denominada “melada”; “honeydrew”) pelo afideo durante a alimentacdo sobre a planta
(Choudhury, 1985; Dixon, 1987). Intensa infeccdo de afideos sobre plantas de S.
alterniflora e S. densiflora propagadas em estufa, com proliferacdo de manchas flngicas
endodérmicas e significativa perda de mudas, foi observada por Lobato et al. (2007) em
Rio Grande (RS).

Invertebrados aquaticos herbivoros podem desempenhar um importante papel no
controle da sobrevivéncia de plantulas recém-estabelecidas na zona entremarés (Costa,
2011; Marangoni & Costa, 2012). O pastoreio por caranguejos (Costa et al., 2003; Alberti
et al., 2007) e por gastropodos nas marismas (Silliman & Zieman, 2001; Silliman &
Newell, 2003; Silliman et al., 2005) frequentemente limita o crescimento das plantas
afetadas, além de reduzir sua altura e/ou sua biomassa das hastes. A abundéncia destes
invertebrados aquaticos herbivoros é frequentemente controlada por predadores, cuja
remocao por fendbmenos naturais ou atividades antropicas podem desencadear cascatas

troficas (Silliman & Bertness 2002). O pastoreio pelo caramujo Littoraria irrorata sobre



Spartina alterniflora, por exemplo, pode depauperar completamente grandes areas de
marismas no sul dos Estados Unidos quando presente estes estdo presentes em altas
densidades (Silliman & Zieman, 2001; Silliman & Newell, 2003). No sul do Brasil 0
pastoreio pelo caranguejo Neohelice granulata pode ser responsavel por 56% das mortes de
plantas de S. alterniflora no primeiro més apds seus plantios na zona entremarés
(Marangoni & Costa, 2012). Dada a ampla distribuicdo e grande abundancia de N.
granulata nas marismas do sudoeste Atlantico, além de sua habilidade de suprimir o
crescimento das plantas de Spartina (Bortolus & Iribarne, 1999; Costa et al., 2003; Silliman
& Bortolus, 2003; Rosa & Bemvenuti, 2004), este caranguejo pode atuar como um
importante determinante do sucesso da colonizagdo vegetal e da estruturacdo das
comunidades de marismas a nivel de escalas espago-regional. Recentemente, Daleo et al.
(2009) demonstraram que a herbivoria de N. granulata induz a infeccdo de fungos
endoparasitas nas folhas de S. alterniflora e S. densiflora, ndo observada em folhas intactas,
bem como a aplicacdo de fungicida pode reduzir a infeccdo de folhas danificadas. Neste
ultimo estudo, a prevencao da infeccdo de fungos pela aplicacdo de fungicida nas folhas
feridas resultou em aumento do nimero de hastes e das biomassas aérea viva e total. O
trabalho anterior foi realizado em uma marisma madura e ndo existem informagdes sobre o
impacto da infec¢do de fungos, induzida pelo caranguejo, em areas do entremarés sendo
colonizadas por Spartina (marismas em formacdo). Esta informacéo é vital para o sucesso
de projetos de restauracdo de marismas através do plantio de Spartina nesta regido do
Atlantico.

O pastoreio por afideos e caranguejos sobre plantas do género Spartina pode
facilitar a infecgdo por fungos parasitas, durante a producdo de mudas em viveiros e no
estabelecimento em novas areas de marismas. Estes processos podem limitar o sucesso de
projetos de restauracdo/criacdo de marismas envolvendo o plantio destas gramas
bioengenheiras. Do ponto de vista ecologico, a acdo dos fungos sobre a matéria vegetal
produzida pelas plantas de marismas é importante para a reciclagem dos nutrientes, bem
como a biomassa fungica é um componente substancial de teias detritivoras estuarinas
(Newell, 1992; Newell, 2001a; Silliman & Newell, 2003). A necessidade e a eficiéncia da

adocdo do controle de fungos com pesticidas devem ser cuidadosamente avaliadas, de



forma a ndo comprometer o proprio ambiente que se deseja preservar. Esta Dissertacdo de
Mestrado avaliou os efeitos do pastoreio de afideos, em ambiente de viveiro, e do
caranguejo N. granulata, em uma marisma recém-estabelecida por plantio, no
desenvolvimento de mudas de S. alterniflora e na infecgédo de suas folhas por fungos.

No Capitulo 1, foi avaliada a eficiéncia da aplicacdo separada e conjunta do
inseticida Malathion 500 CE e fungicida Daconil BR no controle do ataque por afideos
Hysteroneura setariae e da infeccdo foliar por fungos em mudas de S. alterniflora
crescendo em uma estufa ndo climatizada, no periodo de outubro de 2012 a janeiro de
2013.

O Capitulo 2, conduzido durante novembro de 2012 a abril de 2013, descreve 0s
impactos da herbivoria pelo caranguejo N. granulata e da infeccdo de fungos em lesbes
simuladas desse herbivoro no desenvolvimento de plantas de S. alterniflora em uma zona
entremarés. Este estudo foi realizado em uma marisma recém-estabelecida através de
experimentos fatoriais com a utilizacdo de gaiolas de excluséo e aplicacédo do fungicida
Daconil BR.

OBJETIVOS

- Quantificar o impacto da infeccdo de afideos e da infeccdo foliar por fungos sobre o
desenvolvimento (produgdo de area foliar e de perfilhos) e qualidade (aspecto fitossanitario,
danos foliares e pigmentos fotossintetizantes) de mudas de S. alterniflora cultivadas em
estufa .

- Quantificar o impacto do pastoreio do caranguejo N. granulata no desenvolvimento das
mudas de S. alterniflora (crescimento, producdo de area foliar e de perfilhos) e na infeccéo
das folhas destas por fungos, em uma area recém-estabelecida de marisma no estuario da
Lagoa dos Patos (Rio Grande, RS).
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RESUMO

A producdo de mudas da grama Spartina alterniflora é considerada uma das etapas criticas
para 0 sucesso de projetos de restauracdo ou criagdo de marismas. Em estufas, as altas
densidades monoespecificas de mudas para o aproveitamento do espaco resultam em
vulnerabilidade ao rapido crescimento de pragas, como afideos Hysteroneura setariae e
fungos. O presente trabalho visou avaliar a eficiéncia da aplicacdo separada e conjunta de
Malathion 500 CE e Daconil BR no controle da herbivoria por afideos H. setariae e da
infeccdo por fungos sobre mudas de S. alterniflora crescendo em estufa ndo climatizada,
através de um experimento fatorial. Os resultados demonstraram que o inseticida Malathion
protegeu eficientemente a S. alterniflora do ataque por H. setariae, reduzindo a densidade
média em 70% desse afideo em relacdo a plantas ndo tratadas com Malathion. Os valores
médios dos parametros biométricos (e.g.: altura das hastes, producdo de perfilhos e
biomassa aérea seca) e fitossanitarios (e.g.: area foliar danificada, teores de clorofila e
carotenoides, presenca de manchas fungicas) dos tratamentos com inseticida também foram
superiores do que os ndo tratados. O efeito positivo no desenvolvimento das plantas de S.
alterniflora pulverizadas com Malathion foi devido principalmente a inibicdo dos danos
foliares causados pelos afideos H. setariae. Por exemplo, a area foliar danificada em
plantas com inseticida foi cerca de 70 % menor do que os tratamentos restantes O uso do
fungicida Daconil sobre mudas de S. alterniflora ndo melhorou o desenvolvimento das
mudas em relagdo aos tratamentos sem esse pesticida. Em adicdo, esse fungicida
demonstrou ser ineficiente em prevenir a infeccdo fungica associada ao ataque dos afideos,
pois 90% das folhas pulverizadas com esse pesticida tiveram presenca de fungos. Logo,
uma alta produtividade de mudas em um curto periodo de tempo e com menor gasto em

insumos pode ser alcangado somente com uso do inseticida Malathion.

ABSTRACT

The production of Spartina alterniflora propagules is considered one of the most critical

steps to successful projects of saltmarsh creation/restoration. In greenhouses, the high
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density of monospecific propagules to active a better use of the space, results in
vulnerability to the rapid growth of pests, like aphids Hysteroneura setariae and fungi. This
study aimed to evaluate the efficiency of separated and combined application of the
insecticide Malathion 500 EC and the fungicide Daconil BR to control herbivory by aphids
H. setariae and fungal infection on S. alterniflora vegetative propagules growing in an
unheated greenhouse, through a factorial experiment. The results showed that the
insecticide Malathion efficiently protected S. alterniflora from attack by H. setariae,
reducing the mean aphids density 70% in comparison to values observed on plants not
treated with Malathion. The mean values of biometric parameters (i.e.: shoot height, tiller
production and aerial dry biomass) and plant health traits (i.e.: damaged leaf area,
chlorophyll and carotenoids contents, presence of fungal spots on leaves) of insecticide
treatments were higher than those of untreated plants. The positive effect on the
development of S. alterniflora plants sprayed with Malathion was primarily due to an
inhibition of leaf damage caused by aphids H. setariae. For example, the damaged leaf area
of the plants with insecticide was around 70 % smaller than of the other treatments. The use
of the fungicide Daconil was not effective neither reducing the damage caused by aphids on
S. alterniflora propagules nor to avoid fungal infection. For instance, 90% on leaves
sprayed with a fungicide had fungal spots. Therefore, a high productivity of propagules in a
short period of time and with less expenses can be achieved by use exclusively the

insecticide Malathion.

1. INTRODUCAO

Marismas sdo ambientes vegetados por plantas herbaceas na zona entremarés de
costas temperadas e ocorrem associadas a manguezais em zonas subtropicais e tropicais.
Marismas recobertas pela grama Spartina alterniflora Loisel. (Poaceae) ocorrem na costa
atlantica do Canada até a provincia de Chubut no sul da Argentina (Costa & Davy, 1992;
Bortolus & Iribarne, 1999; Bertness & Silliman, 2008). Esses ambientes protegem a costa
contra a forca erosiva das ondas e correntes (Chung, 2006), formam habitats e fornecem

alimentos para fauna costeira inclusive alguns recursos pesqueiros (Adam, 1993; Costa et
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al. 1997, 2009), bem como interceptam, estocam e/ou degradam varios elementos presentes
nas aguas da drenagem continental e de esgotos lancados na costa (Adam, 1993; Chung,
2006; Costa et al., 2009).

Globalmente, tem ocorrido perdas cumulativas de &reas de marismas, tanto devido a
ocupacdo humana da regido costeira, com aterros e/ou contaminacdo das aguas e
sedimentos, como por processos erosivos naturais associados ou nédo a elevacéo relativa do
nivel do mar (Chung, 2006; Costa et al., 2009). Consequentemente, a restauracdo de
marismas impactadas e a criacdo de novas areas de marismas a partir de plantas
bioengenheiras, tais como S. alterniflora, constituem acGes prioritarias de manejo para
manutencdo destas unidades ambientais e suas fungdes para a qualidade de vida das regifes
costeiras.

A producdo de mudas de S. alterniflora em estufas agricolas constitui uma das
etapas mais criticas para o sucesso de projetos de restauracdo ou criacdo de marismas. A
producdo de mudas em estufas é caracterizada pelas suas altas densidades para o
aproveitamento do espaco, resultando em vulnerabilidade ao rapido crescimento de pragas,
mas principalmente insetos herbivoros e fungos (Hatcher et al., 1997; Brodsgaard &
Albajes, 1999). Em marismas, 0s insetos sdo capazes de exercer forte controle na
reproducdo e produtividade da S. alterniflora (Bertness & Shumway, 1992; Daehler &
Strong, 1995). Os principais insetos fitéfagos que se alimentam de plantas do género
Spartina sdo gafanhotos (familias Tettigoniidae e Acrididae), pequenas cigarras (Ordem
Hemiptera, Superfamilia Cicadellidae) e afideos (Hemiptera, Aphididae) (Salgado &
Pennings, 2005; Ho & Pennings, 2008). Em viveiros com a auséncia de predadores
naturais, o aumento da abundancia desses insetos pode acarretar em uma redugdo na
producdo de mudas, diretamente por danos na area foliar, mas também através das
machucaduras que podem ser portas abertas para infec¢do de fungos (Garcia-Guzman &
Dirzo, 2001).

O ataque por afideos pode ser um dos principais limitantes do crescimento de
plantas em estufas. A maioria das espécies de afideos € pequena e imperceptivel, e
frequentemente se tornam abundantes. Muitos produtores estdo cientes da importancia

dessas pragas e que sdo vetores de doencas e inclusive virus (Miles, 1987b; Blackman &
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Eastop, 2000). Os danos causados por afideos, durante a alimentacdo e extragdo de seiva
elaborada das plantas hospedeiras, provocam a paralisacdo do fluxo pelo floema (Dixon,
1986; Godfrey et al., 2000; Jansson, 2003). A relacdo entre planta-fungo também varia,
uma mesma espécie de fungo, por exemplo, pode ser puramente saprofita, vivendo
assintomaticamente com a planta, e em outro momento torna-se altamente patogénica
(Hammon & Faeth, 1992; Saikkonen et al., 1998). A infeccdo fungica pode ter efeitos
negativos na sua eficiéncia fotossintética, em decorréncia da liberacdo de substancias
toxicas por esses microorganismos e por interferéncia na radiacéo solar pelo recobrimento
da superficie foliar pelos micelos dos fungos. (Choudhury, 1985; Dixon, 1987).

Durante o desenvolvimento de um projeto de restauracdo de marismas no ano de
2007, na cidade de Rio Grande (RS), uma grande infestacdo do afideo Hysteroneura
setariae (Thomas, 1878) foi observada sobre plantas de S. alterniflora e Spartina densiflora
propagadas em estufa, com significativa perda de mudas (C.S.B. Costa Com. Pess.).
Associadas as lesbes dos afideos, foram observadas manchas fangicas endodérmicas de
coloracdo escura pelos fungos Epicoccum nigrum e Rhodotorula sp (Lobato et al., 2007).
No caso do fungo sapréfito e oportunista encontrado, Rhodotorula sp., sua presenca é
citada no trato digestério (pecas bucais, etc.) de insetos sugadores e esporos podem ser
passados para planta no ato da alimentacdo (Zacchi & Vaughan-Martini, 2002). O H.
setariae € considerado também como praga nos cultivos de trigo, cana-de-aclcar e soja
(Ingram & Summers, 1936; Chan et al.., 1991), tendo sido associadas grandes abundancias
desta espécie em plantas crescendo em solos enriquecidos com nitrogénio (Jahn et al.,
2005). De forma a obter uma producdo mais eficiente de mudas das gramas Spartina em
estufa, sdo necessarias avaliagdes do controle através de pesticidas de H. setariae e de
fungos associados as suas infeccdes.

Uma das formas para o controle dessas pragas (insetos e fungos) em estufas €
através do uso de inseticidas e fungicidas. O Malathion 500 CE é um inseticida do grupo
dos Organofosforados (ingrediente ativo: malathion), com acdo de contato e ingestdo,
apresentado sob a forma de concentrado emulsionavel, sendo eficaz contra o ataque de
diversos insetos (afideos, moscas, formigas) nas plantas. Além disso, possui alto poder

residual, proporcionando boa durabilidade no controle de insetos (Whitehead, 1997). J& o
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Daconil BR é um fungicida de contato (atua diretamente sobre o patdgeno), pertence ao
grupo Isoftalonitrila e tem o chlorothalonil como ingrediente ativo. Esse pesticida é
empregado na forma de pulverizacbes no controle de inimeras doencas fangicas em
diversos cultivos de plantas (lhara, 2014).

O presente trabalho visou avaliar a eficiéncia da aplicacdo separada e conjunta de
Malathion 500 CE e Daconil BR no controle da herbivoria por afideos H. setariae e da
infeccdo por fungos sobre mudas de S. alterniflora crescendo em estufa ndo climatizada,
através de um experimento fatorial. Adicionalmente, o impacto dos afideos e da infec¢do de
fungos no desenvolvimento de mudas de S. alterniflora (e.g., altura de hastes, producéo
foliar, teor foliar de clorofila e perfilhamento) foi quantificado, bem como foi testada a
hipdtese de facilitacdo da infeccdo de fungos em folhas de S. alterniflora por lesdes foliares

ocasionadas pelos afideos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental e aplicacdo dos tratamentos

O experimento foi realizado entre outubro de 2012 e janeiro de 2013 em uma estufa
agricola ndo climatizada localizada no Museu Oceanografico “Prof. Eliézer de Carvalho
Rios” da FURG (Rio Grande, RS). Plantas de S. alterniflora (com limbos foliares
sadios/integros) coletadas na marisma da Ilha da Pdlvora (Rio Grande, RS, 32°02'06"S e
52°05'55"W), ja crescendo na estufa, foram separadas em mudas contendo uma haste
(colmo) com raizes e fragmentos de rizomas. Essas mudas foram acomodadas em bandejas
plasticas (30 cm x 50 cm) com sedimento fino da praia e composto organico (3:1),
formando um leito de aproximadamente 5 cm de espessura no fundo das bandejas para
enraizamento e formacgdo de perfilhos (i.e., novas hastes resultantes do brotamento de
botbes germinativos) (Mendonga & Costa, 2008; Costa, 2011). A analise do sedimento fino
de praia indicou a seguinte composic&o: pH= 7,2; N= 0,3 mg kg™*; P= 0,5 mg kg™; e K=
19,0 mg kg'l. O composto organico tipo “terra preta” utilizado da marca Humosolo Vida,

foi previamente peneirado em malha de 5 mm, e apresentou a seguinte composi¢do: pH=
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56;N=7,7gkg"; P=3,7 gkg™; e K= 1,6 g kg™. As mudas foram irrigadas a cada 2-3 dias
com agua doce de torneira e a cada 15 dias eram borrifadas com agua do mar, que fornece
suplementacdo de sddio necessaria para estas plantas hal6fitas C4 (Cunha et al., 2005) e
limita o crescimento de briofitas no sedimento.

Em outubro de 2012, foram estabelecidas 12 bandejas com 20 mudas de S.
alterniflora por bandeja, totalizando 240 mudas. As mudas mortas (n = 3) na primeira
semana de cultivo foram repostas. Durante esse estabelecimento das mudas, todas as
bandejas receberam uma suplementagéo nutricional através da adic&o de 25g N m™ e 28g P
m (Leal et al.., 2011); os nutrientes utilizados foram do tipo granulado industrial, marca
“Ourofértil”, P como superfosfato (P,Os) e N como sulfato de amonia [(NH4),SO4]. Nessa
etapa inicial, uma baixa frequéncia de individuos alados e apteros do afideo Hysteroneura
setariae ja era observada entre as hastes de S. alterniflora na estufa. Essa espécie é
frequente nas estufas com mudas de S. alterniflora em Rio Grande (RS) e a identidade
taxonémica foi confirmada pelo Dr. Carlos Roberto Sousa e Silva (Depto. de Ecologia e
Biologia Evolutiva, Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar). ApGs a primeira
semana de cultivo, cada haste principal das mudas foi marcada na base do colmo pela
amarracdo de um fio elétrico fino encapado, e as bandejas foram separadas aleatoriamente
em 4 grupos de 3 bandejas, sendo cada grupo submetido aos respectivos tratamentos: (1)
“IN” aplicagdo de inseticida Malathion 500 CE (5 mL L; doravante denominado
Malathion) (2) “FU” aplicagdo de fungicida genérico Daconil BR (1,5 g L™; doravante
denominado Daconil); (3) “IN+FU” aplicacao conjunta do fungicida e do inseticida; e (4)
“CO” bandejas controle sem aplicacéo de fungicida ou inseticida (Anexo 1).

As pulverizacGes de inseticida e/ou fungicida foram repetidas diretamente sobre as
bandejas a cada 3 semanas. A concentragéo e a freqliéncia de aplicacdo do Malathion (total
de 20 mL L™ em 3 meses) seguiram recomendacdes de Martin & Worthing (1976) e do
fabricante do Malathion 500 CE (Insetimax, 2014). A aplicacdo do Daconil (total de 6 g L™
em 3 meses) esteve dentro dos valores utilizado por Silliman & Newell (2003) para S.
alterniflora e dos recomendados pelo fabricante do Daconil BR, quando utilizado no
controle de infeccdo fungica em gramineas (lhara, 2014).Exceto pelas bandejas tratadas

com pesticidas, foi permitido a populagdo de afideos dentro da estufa crescer sem nenhuma
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forma de restricdo. Durante os 90 dias de duragdo do experimento, a cada 2 semanas a
posicdo das bandejas na estufa foi trocada, para minimizar os efeitos de variagdes espaciais
na penetracdo solar e temperatura. Ao longo do experimento, foram medidas diariamente as
temperaturas minimas, médias e maximas presentes na estufa. Além disso, também foram
analisadas as salinidades da agua intersticial do solo das bandejas nos Gltimos 2 meses do
cultivo (1 vez por més), estimada através de um condutivimetro digital (Hanna, Modelo HI
9835). Os valores de salinidade foram expressos em gNaCl L™, considerando a relacio de
conversdo 52 dS m™ = 35 gNaCl L.

2.2. AvaliacBes biométricas das plantas e da densidade de afideos

No dia da primeira aplicacdo de inseticida e fungicida, foram quantificadas a altura
(cm) e o nimero de folhas vivas da haste principal de cada muda. Apds noventa dias, foi
avaliado o desempenho global por recipiente de cultivo através da quantificacdo da
producdo de perfilhos por S. alterniflora (expressa como percentagem da densidade inicial).
A altura (cm) e o numero de folhas vivas de todas as plantas em cada bandeja foram
medidas. Valores destes parametros das hastes principais (mudas originais) e dos vinte
perfilhos mais altos de cada bandeja foram analisados separadamente. Esses maiores
perfilhos selecionados representam o melhor desenvolvimento de novas mudas brotadas
durante os 90 dias de experimento, em cada tratamento experimental. O procedimento de
avaliar o melhor desempenho foi adotado para prevenir a distorcdo da insercdo da medicéo
de brotos em expansdo na avaliacdo do “maximo” potencial de crescimento desta planta
clonal nos tratamentos experimentais. Devido a arquitetura clonal de Spartina, apds varias
semanas de desenvolvimento e perfilhamento cada bandeja passa a possuir brotos recentes,
com poucos centimetros, hastes jovens e hastes maduras (“parentais”). Desta forma uma
melhor avaliagdo do potencial de crescimento da planta pode ser obtida considerando
apenas grupos de hastes que atingiram um maior desenvolvimento (Costa & Seeliger, 1988;
Costa et al., 2003; Deng et al., 2008).

Ao final do experimento, as vinte hastes principais de cada bandeja de S.

alterniflora (n = 60 por tratamento) foram cortadas, proximo a superficie do sedimento, e

19



tiveram a maior folha de cada haste separada do colmo (n = 60 folhas por tratamento). Para
cada uma destas folhas maduras foi determinado por visualizacdo o impacto fitossanitario
dos afideos. Este atributo foi avaliado através de uma escala visual de quatro niveis
adaptada de Marin (1988): 0 = limbo foliar clorofilado, aparéncia sadia verde homogénea;
1 = limbo foliar levemente danificado (< 1/5 da &rea) e/ou com pequenas areas perfuradas,
amareladas e/ou despigmentadas; 2 = limbo foliar mediamente injuriado, entre 1/5 e 2/5 da
area danificada e/ou amareladas e/ou despigmentadas; 3 = limbo foliar altamente injuriado,
> 2/5 da érea danificada, amareladas e/ou despigmentadas.

A maior folha de cada haste principal também tiveram suas superficies digitalizadas
em um Scanner HP Scanjet 2400 a uma resolucdo de 300 dpi. Posteriormente, as biomassas
secas de cada folha (peso foliar) e da parte remanescente do colmo das hastes principais
(parte aérea com as demais folhas) foram estimadas apds secagem em estufa a 60 °C por 48
horas e pesagem em balanga de precisdo (x1 mg). As imagens das folhas digitalizadas
foram analisadas através do software ImageJ® (Abramoff et al.., 2004), para determinar
valores de area foliar (cm?), percentagem de area foliar danificada (perfuragdes e/ou
manchas flngicas) relativa a area do limbo foliar. A area foliar especifica (cm? mg™)
(doravante denominado AFE) foi posteriormente calculada a partir do quociente entre a
érea (cm?) e a massa (g) de cada folha, tendo como objetivo de avaliar a alocacdo da
biomassa da folha (em decorréncia de fatores ambientais/bidticos) por unidade de area
(Evans, 1972; Poorter & Garnier, 1999). Adicionalmente, a imagem de cada folha foi
inspecionada e a ocorréncia ou ndo de manchas fungicas registrada, para posterior
comparacdo da frequéncia de infeccdo fungica entre tratamentos. Os principais fungos
associados as folhas foram identificados pela Dra. Erica Silveira (10-FURG).

Ao final do experimento, a densidade de afideos foi estimada para todas as
bandejas. Para realizar essa medicéo, foram colocadas duas fitas pega-moscas (area total =
240 cm?; 0,024 m?) no fundo de uma bandeja plastica com &rea de 0,15 m? (30 cm x 50
cm), e em seguida, uma bandeja com plantas foi colocada perpendicularmente as fitas pega-
moscas e as hastes das plantas chacoalhadas vigorosamente por dois minutos, de forma a
retirar 0 maximo possivel dos afideos presentes. Apos este procedimento, o nimero de

afideos foi quantificado nas fitas pega-moscas com o auxilio de uma lupa manual (10X) e a
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densidade de afideos estimada para a bandeja através da multiplicacdo do valor encontrado
por 6,25 (razdo entre a area da bandeja de quantificacdo e a area das fitas pega-moscas) e
expressa em individuos por m?> de bandeja. Este procedimento foi repetido para as 12

bandejas experimentais.
2.3. Analise de pigmentos fotossintéticos

Ao final do experimento, foram coletadas aleatoriamente 6 folhas completamente
expandidas de hastes de cada tratamento (n = 2 folhas por bandeja réplica). As folhas
tiveram a superficie dos seus limbos lavada com &gua destilada, foram colocadas
individualmente em sacos plasticos etiquetados e congeladas. Posteriormente, 0s pigmentos
fotossintéticos foram extraidos de 0,1 g de peso fresco de cada folha usando 7 mL de
solugdo de 90% de acetona no escuro, com ajuda de pistilo e cadinho de porcelana. As
amostras foram centrifugadas (3000 rpm) por 20 minutos e o sobrenadante lido em um
espectrofotobmetro UV-Visivel (FEMTO - Modelo 600S), usando trés comprimentos de
onda (470, 647 e 661 nm). Os teores de clorofila a, b, total (a+b), a razdo a/b e os
carotendides totais (mg g™ peso fresco) foram estimados através das equacdes definidas por
Lichtenthaler & Buschmann (2001).

2.4. Analise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés
repeticdes hierarquizadas (“nested”) em cada nivel de utilizagdo de inseticida (IN; com e
sem) e de fungicida (FU; com e sem). Os dados do experimento foram analisados através
de Analises de Variancia (Zar, 2010) em termos da resposta total por bandeja, do
desenvolvimento individual das plantas e das caracteristicas foliares, em cada nivel dos
tratamentos testados.

A producdo de perfilhos de S. alterniflora por bandeja e a densidade de afideos
(individuos m™ de bandeja), ao final dos 90 dias do experimento, foram comparados entre

niveis de utilizacdo do inseticida (IN; com e sem) e presenca do fungicida (FU; com e sem)
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através de ANOVA bifatorial (com fator de interacdo IN x FU), seguida pelo teste de
comparag6es multiplas Tukey, a 5% de significancia (Zar, 2010). Adicionalmente, a analise
da producéo de perfilhos foi realizada para valores percentuais, em relacdo a densidade de
mudas plantadas por bandeja (20 mudas).

Para a analise do desenvolvimento individual das hastes no inicio (altura, n° de
folhas vivas) e final do experimento (altura, n° de folhas vivas, biomassa aérea seca), bem
como para as caracteristicas de area foliar, area foliar especifica, peso foliar, porcentagem
de area foliar danificada e impacto fitossanitario dos afideos, as médias foram comparadas
entre niveis dos tratamentos atraves de ANOVAs unidirecionais (one way ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey, a 5% de significancia (Zar, 2010). Este procedimento analitico
foi adotado porque, diferente do procedimento descrito no paragrafo anterior, os individuos
(hastes ou folhas) eram as unidades amostrais e ndo as bandejas de cultivo. O desenho
utilizado nessas ANOVAs foi o hierdrquico (“nested”), com blocos de repetigao
representados pelas bandejas (BA) aninhados dentro dos niveis dos quatro tratamentos com
pesticidas (PE) aplicados — BA(PE); o seja, IN, FU, IN+FU e controle sem IN/sem FU.

Em relacdo ao parametro da presenca de manchas fungicas nas folhas ao final dos
90 dias do experimento, este foi analisado como a frequéncia binaria que ele representa,
utilizando o teste do qui-quadrado (Zar, 2010). As concentracdes de clorofilas (a, b, total e
razdo a/b) e carotendides totais ao final dos 90 dias do experimento foram comparadas
através de ANOVAs bifatorial com os fatores inseticida (IN; com e sem), fungicida (FU;
com e sem) e interacdo IN x FU. Este procedimento foi adotado porque as folhas analisadas
foram coletadas aleatoriamente nas bandejas (n = 2) por bandeja dos tratamentos. Quando
significativas as ANOVAs foram seguida pelo teste de comparagdes multiplas Tukey, a 5%
de significancia (Zar 2010).

Os resultados de todas as ANOVAs foram analisados quanto a significancia
estatistica dos tratamentos, bem como pela percentagem da variabilidade total no
experimento de cada parametro contabilizado por cada tratamento. A contabilizacdo da
variabilidade foi realizada através do coeficiente eta quadrado, que foi calculado pela
divisdo da Soma dos Quadrados do tratamento “i” (SQi) pela Soma dos Quadrados total

(SQT) da variavel . O coeficiente eta quadrado foi expresso percentualmente como “%SQi”
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(Zar, 2010).

Para todas variaveis quantificadas, foram realizadas os testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov e de Homocedasticidade (Cochran C., Hartley e Bartlett), ambos a
5% de significancia, como requisito para as analises estatisticas paramétricas (Zar, 2010).
Quando necessario, transformacGes mateméticas foram empregadas aos valores das
varidveis para atender estes requisitos. As variaveis nimero de folhas vivas da haste
principal e namero de perfilhos mais altos foram transformadas pela funcdo logio(X).
Mesmo ap0s a utilizacdo de transformacdes, o parametro AFE ndo atingiu o requisito de

normalidade, sendo assim analisado pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
3. RESULTADOS

3.1. Dados de salinidade da agua intersticial do solo das bandejas, temperatura da

estufa e densidade de afideos Hysteroneura setariae

Entre outubro de 2012 e janeiro de 2013, periodo de cultivo da S. alterniflora, a
temperatura minima noturna da estufa variou entre 8,0 °C e 25,0 °C (média = 17,7 £ 4,0 °C;
+ desvio padrdo) e a temperatura méaxima diurna variou entre 26 °C e 42 °C (média = 33,1 +
3,9 °C).

A salinidade média da agua intersticial do solo de todas as bandejas apresentou
valores minimos e maximos de, respectivamente, 1,4 e 3,8 g L™ (média = 2,4 + 1,0 g L™).
Em janeiro de 2014, as densidades dos afideos H. setariae nas plantas de S. alterniflora que
receberam a aplicacdo de inseticida Malathion (IN=170,8 £ 19,9 ind. m~; e IN+FU = 197,9
+ 26,6 ind. m? de &rea de bandeja) foram significativamente menores (Fiy = 81,5; p < 0,001)
do que nas plantas dos tratamentos CO (587,5 # 20,1 ind. m™) e FU (512,5 + 71,0 ind. m™).
Por outro lado, ndo ocorreu efeito significativo de FU sobre a densidade dos afideos (Fry =
0,4; p > 0,05) e nem da interacdo IN x FU (Fiyx ru = 1,6; p > 0,05).

3.2. Respostas biométricas e fitossanitarias de S. alterniflora a acdo dos pesticidas
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3.2.1 Tamanho e nUmero de folhas vivas das hastes principais no inicio do experimento

A altura média e ndmero de folhas vivas no inicio do experimento das hastes
principais (20 mudas originais de cada bandeja) de S. alterniflora variaram, respectivamente,
de 37,8 £ 1,1 (erro padréo) a 42,1 £ 1,2 cm e de 4,45 + 0,17 a 4,95 £ 0,11 folhas entre os
tratamentos. Diferencas significativas entre tratamentos foram detectadas apenas para o
numero de folhas vivas (Fpe= 15,4; p < 0.05), sendo diferentes apenas a maior média

(tratamento FU) e a menor média (IN).

3.2.2. Producdo de perfilhos por bandeja

Ap6s 90 dias de cultivo, os perfilhamentos (% da densidade inicial) nos tratamentos
IN (239,8 £ 41,5%) e IN+FU (229,4 + 29,1%) foram significativamente maiores (F\ = 24,4;
p < 0,01) do que nas bandejas CO (91,3 + 20,7%) e FU (92,9 + 18,3%) (Fig. 1A). No
entanto, ndo existiu diferenca significativa na interacdo IN x FU (Tabela 1). A pulverizacao
do inseticida contabilizou 75% da variabilidade (%SQ) na producdo de perfilhos entre os

tratamentos.

3.2.3. Desenvolvimento das mudas

Tanto as hastes principais de S. alterniflora (mudas originalmente plantadas) como os
perfilhos que se desenvolveram durante os 90 dias do experimento apresentaram melhor
desenvolvimento nos tratamentos com inseticida. A altura final média das hastes principais
(Fpe = 7,8; p < 0,001) e dos perfilhos de S. alterniflora (Fpe = 11,7; p < 0,001) do CO foram
significativamente mais baixas entre os tratamentos (Fig. 1B,D; Tabelas 2 e 3). Maiores
alturas das hastes principais foram observadas no IN (82,0 + 1,4 c¢cm), ja na altura dos
perfilhos, o IN+FU (69,1 = 0,7 cm) tiveram os valores mais altos. Os nimeros de folhas
vivas das hastes principais em IN (4,8 £ 0,1) e IN+FU (4,7 £ 0,1) foram significativamente
maiores do que do FU (4,3 + 0,1 folhas por haste) (teste de Tukey; p < 0.05). Além disso, 0
namero de folhas vivas das hastes de perfilhos do IN+FU (3,6 £ 0,1) foi significativamente
maior do que 0 CO (3,2 £0,1) e FU (3,2 £ 0,1), sendo que o tratamento IN apresentou valor
médio intermediario (3,4 £ 0,1) (Fig. 1C,E; Tabelas 2 e 3). De forma consistente com 0s

resultados biométricos apresentados acima, as seis bandejas aplicadas com inseticida (IN e
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IN+FU) tiveram valores médios de biomassas aéreas secas das hastes principais
significativamente (p < 0,05) maiores do que as dos tratamentos CO e FU (Fig. 1F; Tabela
3).

A variabilidade entre as bandejas réplicas da altura dos perfilhos e das hastes
principais, bem como da biomassa aérea das hastes principais dentro dos tratamentos foi
muito significativa (p < 0,001) e contabilizou 11 a 59% da variabilidade total destes

parametros no experimento (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1: Analises de Variancia da producdo de perfilhos (% da densidade inicial) das
mudas de S. alterniflora crescendo em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande, RS), ap0s
90 dias de aplicacdo de inseticida (IN) e fungicida (FU). Os graus de liberdade (gl) e as
percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por cada tratamento

(coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade experimental) sdo apresentados.
Tratamento

Tratamento Prod. de perfilhos
gl %SQ F Sig

IN 1 75,2 244 >k

FU 1 0,07 0,02 NS
IN*FU 1 0,13 0,04 NS
Residuo 8 24,6

** p <0,01; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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Tabela 2: Anélises de Variancia da altura final (Hf perf) (cm) e do nimero de folhas vivas
(nfolviv perf) dos vinte perfilnos mais altos de S. alterniflora crescendo em uma estufa ndo
climatizada (Rio Grande, RS), ap6s 90 dias de aplicacdo de pesticidas (PE; inseticida e
fungicida). Os graus de liberdade (gl) e as percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ)
contabilizadas por cada tratamento (coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade

experimental) sdo apresentados.

Hf perf nfolviv perf
Tratamento gl % SQ F Sig  %SQ F Sig
PE 3 54 11,7 xxx 51 4,6 *x
BA(PE) 8 592 476 *** 89 2,9 *k
Residuo 228 354 86,0

**n<0,01; *** p <0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).

Tabela 3: Anélises de Variancia da altura final (Hf haste) (cm), do nimero de folhas vivas
(nfolviv haste) e da biomassa aérea seca (g) das hastes principais de S. alterniflora
crescendo em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande, RS), ap6s 90 dias de aplicacdo de
pesticidas (PE; inseticida e fungicida). Os graus de liberdade (gl) e as percentagens da
Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por cada tratamento (coeficiente eta quadrado

de explicacdo da variabilidade experimental) sdo apresentados.

nfolviv Biomassa
Hf haste ]
haste aérea seca
Tratamento gl  %SQ F Sig %SQ F Sig %SQ F Sig
PE 3 49 78  #xx 6,2 53 ** 144 147 ***
BA(PE) 8 473 28,2 *** 53 1,7 NS 11,2 43  ***
Residuo 228 478 88,5 74.4

**p < 0,01; *** p <0,001; NS: néo significativo (p > 0,05).
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Figura 1: Valores medios (£ erro padrdo) da producdo de perfilhos (%) (A), da altura final

(cm) (B) e numero de folhas vivas dos vinte perfilhos mais altos (C), da altura final (cm) (D),

namero de folhas vivas (E) e biomassa aérea seca (g) (F) das hastes principais de S.

alterniflora. Estas plantas cresceram em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande, RS), ap6s

90 dias de aplicacdo de inseticida (IN) e fungicida (FU). CO = controle sem inseticida e

fungicida. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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3.2.4. Desenvolvimento e parametros fitossanitarios das folhas

As Andlises de Variancia das areas, pesos foliares e AFE das mudas de S. alterniflora
sob diferentes tratamentos com pesticidas sdo apresentadas na Tabela 4A,B. Tanto a area
foliar média (35,5 + 0,9 cm?) como o peso seco foliar médio (255,8 + 7,4 mg) das plantas nas
bandejas pulverizadas somente com inseticida (IN) foram significativamente maiores (p <
0,05; teste de Tukey) que os tratamentos restantes (IN+FU, CO, FU) (Fig. 2A e 2B). Em
adicdo, a AFE (0,14 + 0,003 cm® mg?) de S. alterniflora das bandejas IN foram
significativamente superiores (p < 0,05) apenas aos valores de CO e FU (Fig. 2C).

As folhas pulverizadas com inseticida apresentaram percentagens de areas foliares
danificadas cerca de 3 vezes menores (IN = 12,2 £ 0,6 %; IN+FU = 10,1 + 0,3%) do que as
sem inseticida (CO = 34,8 + 1,2%; FU = 33,2 + 1,49%) (Fig. 2D). A visualizacdo das areas
danificadas e/ou amareladas-despigmentadas das folhas através do impacto fitossanitario
dos afideos apresentou 0 mesmo comportamento significativo de diferenca entre tratamentos
(Fee = 129,1; p < 0,001) da percentagem de areas foliares danificadas (Fpe = 264,5; p <
0,001) (Tabela 4B). Entretanto, as plantas que receberam aplicacdes conjuntas de inseticida e
fungicida (IN+FU) demonstraram um impacto fitossanitario dos afideos significativamente
menores (p < 0,05, teste de Tukey) do que as dos demais tratamentos (Fig. 2E). Com exce¢éo
do impacto fitossanitario, todos os demais pardmetros foliares apresentaram diferencas
significativas entre as bandejas réplicas dentro dos tratamentos (p < 0,05); esta fonte da
variagao contabilizou de 12 a 17,2% da variabilidade experimental nas folhas (Tabela 4 A e
4B).

Foram identificados nas folhas de S. alterniflora manchas flngicas escuras associadas
as espécies Epicoccum nigrum e Rhodotorula sp., bem como bolores brancos formados por
Aspergilus sp. e Penicillium sp. Em relagdo & visualizacdo da frequéncia de ocorréncia de
manchas fungicas nas folhas das hastes principais, foi observada diferenca (y2 = 87,4; p <
0,001) entre os quatro tratamentos de pesticidas. Os valores médios do IN foram
significativamente menores do que o0 CO (x? = 42,8; p < 0,001) e FU (¥ = 48,7; p < 0,001)
(Fig. 2F). As folhas pulverizadas com inseticida e fungicida (IN+FU) também apresentaram
valores significativamente mais baixos do que 0 CO (2 =38,7; p<0,001) e FU (y2=44,4; p

< 0,001). Em contraste, ndo foram encontradas diferencas nas frequéncias de manchas
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fangicas entre 0 IN e IN+FU (¥2=0,4; p > 0,05) e CO e FU (32 =0,2; p > 0,05).

Tabela 4: Anélises de Variancia da &rea (cm?) e peso (mg) foliar (A), bem como &rea foliar
especifica-AFE (cm® mg™), impacto fitossanitario dos afideos e dano foliar percentual (B)
das hastes principais de S. alterniflora crescendo em uma estufa ndo climatizada (Rio
Grande, RS), apos 90 dias de aplicacdo de pesticidas (PE; inseticida e fungicida). Os graus
de liberdade (gl) e as percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por cada

tratamento (coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade experimental) sdo

apresentados.
A)
Area foliar Peso foliar
Tratamento gl %SQ F Sig  %SQ F Sig
PE 3 33,0 50,0 =*xx 150 16,3 ***
BA(PE) 8 172 98 *** 153 6,3 ***
Residuo 228 498 69,7

*** p < 0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).

B)
AFE Imp. fitos. afideos Dano foliar
Tratamento gl %SQ F Sig  %SQ F Sig  %SQ F Sig
PE 3 265 34,1 #xx 628 1291 #xx 684 264,00 ***
BA(PE) 8 14,3 6,5 *** 0,02 1,2 NS 120 174 ***
Residuo 228 64,2 37,2 19,6

*** p < 0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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Figura 2: Valores médios (z erro padrdo) da area foliar (cm2) (A), peso foliar (mg) (B), area
foliar especifica (cm® mg™) (C), impacto fitossanitério dos afideos (D), area foliar danificada
(%) e presenca de manchas fungicas (E) das folhas das hastes principais de S. alterniflora.
Estas plantas cresceram em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande, RS), apds 90 dias de
aplicacdo de inseticida (IN) e fungicida (FU). n = 3; CO = controle sem inseticida e

fungicida. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Os teores médios de clorofila (Cla, Clb, Cla+b) e carotendides totais (Ct) das folhas
de S. alterniflora também atestam uma melhor qualidade foliar nas plantas tratadas com
inseticida (Fig 3; Tabela 5A e 5B). Estes teores foram significativamente mais altos (p <
0,05; testes de Tukey) em IN e IN+FU do que em FU e CO. Por exemplo, os valores médios
de Cla+b dos tratamentos IN (1,6 + 0,2 mg g™) e IN+FU (1,5 + 0,1 mg g*) também foram
cerca de trés vezes maiores do que os de CO (0,6 + 0,1 mg g*) e FU (0,7 + 0,1 mg g). A
aplicacdo de inseticida contabilizou de 64 a 72% da variabilidade experimental destes
pigmentos (Tabela 5A e 5B). A razdo Cla/b ndo apresentou diferencas entre os tratamentos e
nenhum dos pigmentos foliares apresentou interacdo significativa entre niveis dos

tratamentos de inseticida e fungicida (Fig. 3D; Tabela 5B).

Tabela 5: Analises de Variancia dos teores de clorofila a, b (A) total (a+b), razdo a/b (B) e
carotendides totais (Ct) (C) de folhas das mudas de S. alterniflora crescendo em uma estufa
ndo climatizada (Rio Grande, RS), apds 90 dias de aplicacdo de inseticida (IN) e fungicida
(FU). Os graus de liberdade (gl) e as percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ)
contabilizadas por cada tratamento (coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade

experimental) sdo apresentados. n = 6 por tratamento.

A)
Cla Clb
Tratamento gl %SQ F Sig %SQ F Sig
IN 1 72,3 53,5 - 64,3 37,4  xxx
FU 1 0,5 0,5 NS 0,01 0,0 NS
IN*FU 1 0,01 0,0 NS 1,49 08 NS
Residuo 20 27,2 34,2

*** p < 0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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B)

Cla+b Cla/b Ct
Tratamento gl %SQ F Sig %SQ F Sig  %SQ F Sig
IN 1 71,5 50,9  xxx 15 05 NS 70,0 46,5 wxx
FU 1 0,2 0,1 NS 4,1 08 NS 012 01 NS
IN*FU 1 0,3 0,2 NS 4,0 08 NS 008 01 NS
Residuo 20 28,0 90,4 29,8

*** p <0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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Figura 3: Valores médios (+ erro padrdo) dos teores de clorofila a (A), b (B), carotenoides
totais (Ct) (C) e razdo clorofila a/b (D) (mg g™ peso fresco) de folhas de S. alterniflora.
Estas plantas cresceram em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande, RS), apds 90 dias de
aplicacdo de inseticida (IN) e fungicida (FU). n = 6; CO = controle sem inseticida (IN) e

fungicida. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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4. DISCUSSAO

4.1. Abundancia de afideos e a eficiéncia do Malathion

O inseticida Malathion protegeu eficientemente a S. alterniflora da herbivoria por H.
setariae. Ao final do experimento, no verdo de 2013, a densidade média de afideos H.
setariae nas bandejas de producdo de mudas de S. alterniflora que ndo receberam o
inseticida Malathion (CO e FU) foi cerca de 550 ind. m? Esta densidade foi
aproximadamente 200% maior do que nas bandejas tratadas com o IN e IN+FU. O uso de
Malathion em marismas de New England (E.U.A) também resultou em uma grande reducao
do insetos sugadores presentes em plantas de S. alterniflora (Bertness et al., 2008; Sala et al.,
2008).

Grandes abundancias de afideos sobre culturas em estufas e em areas agricolas sao
comuns e frequentemente relacionadas as temperaturas favoraveis (Campbell & Mackauer,
1975), a notavel habilidade reprodutiva desses insetos (Dixon, 1987, 1998), a qualidade
nutricional das plantas (uso de fertilizantes) e/ou a ndo utilizacdo de inseticidas (Mallot &
Davy, 1978; Ho & Pennings, 2008; Marczak et al., 2011). A fertilizagdo ou uma maior
disponibilidade de nutrientes melhora a qualidade nutricional das plantas de S. alterniflora
(Vince et al., 1981; Rossi & Stilling, 1998), que € um fator de atracdo de afideos (Vince et
al., 1981) e diretamente relacionado com o crescimento e a fecundidade destes insetos
(Dixon, 1998; Koricheva et al., 1998). Consequentemente, a utilizacdo de aplicacdes
periddicas de Malathion sobre bandejas de crescimento de S. alterniflora é recomendavel

para o controle de afideos em estufas.

4.2. Desenvolvimento das mudas de Spartina alterniflora frente a utilizacdo de
pesticidas

As plantas de S. alterniflora demonstraram um 6timo desenvolvimento, em termos

de formacédo de perfilhos e do crescimento de suas hastes, nas bandejas com solo fertilizado

na estufa sem climatizacdo utilizada no experimento. Aléem da pequena abundancia de
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afideos nas bandejas de S. alterniflora pulverizadas com Malathion, as plantas dessas
bandejas apresentaram melhor desenvolvimento, baixos valores de danos foliares e maiores
teores de pigmentos fotossintéticos.

Os valores médios de perfilhamento das plantas tratadas com inseticida foram cerca
de 155% maiores do que das ndo tratadas, demonstrando que S. alterniflora tem a formacéo
de novos propagulos marcadamente afetada pela acdo do afideo H. setariae. Esta
magnitude de diferenca na producdo de perfilhos é semelhante a observada por Mallot &
Davy (1978) em plantas de cevada (Hodeum vulgare) ndo infestadas e infestadas com alta
densidade do afideo Rhopalosiphum padi. Plantas de S. alterniflora crescendo em
recipientes investem vigorosamente na formacdo de perfilhos quando expostas a alta
disponibilidade de nutrientes (Deng et al., 2008) e a reducdo do perfilhamento em nosso
experimento aponta para uma forte drenagem dos recursos fotossintetizados pelos afideos.

Ao final do experimento, a altura, o nimero de folhas vivas e a biomassa aérea das
hastes de S. alterniflora pulverizadas com inseticida também foram maiores do que das
plantas ndo pulverizadas. Varios estudos sobre os efeitos de insetos sugadores/fitdfagos
demonstraram que plantas cultivadas sem a utilizacdo do inseticida apresentaram reducdes
significativas no crescimento e/ou na sobrevivéncia (Mallott & Davy, 1978; Reed &
Semtner, 1992; Deberardinis et al., 1994). A altura média das plantas de Solidago rugosa
tratadas com inseticida Esfenvelerato (grupo dos piretroides) em uma area experimental sob
a influéncia de insetos fitofagos foi cerca de 30% maior do que nos tratamentos controle
(sem uso de pesticidas) (Carson & Root, 2000). Brown et al. (1987) também encontraram
um maior numero de folhas vivas em plantas de Plantago lanceolata tratadas com
Malathion-60, em relacdo as plantas dessa espécie que foram pulverizadas somente com
agua (controle). Bertness et al. (2008) observou um aumento em até 275% da producéo de
biomassa aérea por S. alterniflora fertilizada e tratada com Malathion em marismas da
costa atlantica dos E.U.A., em relacdo a plantas que foram fertilizadas e ndo pulverizadas
com esse inseticida.

Apesar dos resultados positivos acima citados, o impacto do uso de outros
inseticidas além do Malathion no crescimento de S. alterniflora em marisma tem sido

variavel. Por exemplo, Sala et al. (2008) observou que ap6s uma estacdo de crescimento de
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aplicagdo do inseticida Discus N/G (ingredientes ativos: Imidacloprid + Ciflutrina) ou da
mistura deste com o fungicida Daconil em uma marisma, as biomassas aéreas de S.
alterniflora foram superiores aos tratamentos controle sem inseticida e apenas com
fungicida. Em contraste, no experimento realizado por Daehler & Strong (1995), ndo foram
detectadas diferengas nas biomassas aéreas de S. alterniflora entre os tratamentos controle
(somente agua) e o inseticida Safer (organico; composto de sais de potassio de acidos
graxos). No caso deste ultimo experimento, 0s autores apontaram que o inseticida nédo
afetou o crescimento da S. alterniflora, apesar desse composto provar ser extremamente
efetivo em devastar insetos fitéfagos presentes na planta.

O efeito positivo no desenvolvimento das plantas de S. alterniflora pulverizadas
com Malathion foi devido principalmente a inibicdo dos danos foliares causados pelos
afideos. A utilizacdo do Malathion reduziu a area foliar de S. alterniflora comprometida
pela alimentagdo dos afideos de cerca de 35% para 10%, bem como a frequéncia da
ocorréncia de manchas fungicas nas folhas caiu de cerca de 90% para 30%. Estes resultados
também evidenciam uma forte relacdo entre a infec¢do de fungos nas folhas da planta e o
sucesso dos afideos que compartilham a mesma planta hospedeira.

Durante sua alimentacdo, os afideos secretam uma substancia adocicada
denominada melada (“honeydew”), que constitui o excesso de seiva elaborada que
atravessa o trato digestivo e ndo é consumido. Tanto a perfuracdo do tecido foliar como o
recobrimento da folha com melada tém sido relacionados ao aumento de infeccGes
fangicas, que podem prejudicar as plantas (Fokkema et al., 1983; Choudhury, 1985; Dik &
van Pelt, 1992). Vérias outras evidéncias apontam que insetos fitdfagos podem aumentar as
infeccbes flngicas (e até mesmos as virais e bacterianas) em uma grande variedade de
ambientes, especialmente quando eles atacam folhas novas (Terhune et al., 1991; Garcia-
Guzman & Dirzo, 2001). Daleo et al. (2009) observaram atraves de inspecdo em
estereoscopio médias de 36% e 23% de infeccdo fangica, respectivamente, em folhas de S.
alterniflora e Spartina densiflora com marcas de pastagem pelo caranguejo Neohelice
granulata, coletadas em 4 marismas da Argentina. Porém, esses mesmos autores nao
visualizaram manchas fangicas em folhas sadias ndo pastadas das mesmas marismas. Para

S. alterniflora, foi demonstrado (Silliman & Newell, 2003) que les6es/radulagdes
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provocadas pelo caramujo Littoraria irrorata promovem a infecgdo foliar de fungos em
marismas do Atlantico Norte. Adicionalmente, em um mecanismo parecido com a
deposicdo de melada nas folhas pelos afideos, a deposicdo de pellets fecais do préprio
gastrépodo nas lesbes pode aumentar em 171% a infeccdo de fungos (avaliada pela
biomassa fungica) nas folhas de S. alterniflora, em relacdo as folhas lesionadas sem pellets
(Silliman & Newell, 2003). Abaixo, a analise das respostas foliares aos pesticidas ajuda a

esclarecer a acdo da infeccdo fangica nas plantas atacadas por afideos.

4.3. Respostas foliares ao Malathion

Apds 90 dias de cultivo, a utilizacdo do Malathion nas mudas de S. alterniflora
resultou em uma AFE cerca de 20% maior em relacdo aos tratamentos CO e FU. Esta
resposta foi principalmente relacionada a um ganho de 30% da area do limbo foliar pelas
plantas tratadas com Malathion. Visto que, a AFE esta diretamente e linearmente
relacionada com a taxa de crescimento relativo (em biomassa) da planta (Evans, 1972;
Mallott & Davy, 1978; Poorter et al., 2009), a pastagem pelos afideos provavelmente
reduziu de forma significativa a capacidade das plantas de S. alterniflora de formarem
biomassa. Este efeito foi evidenciado nas se¢Oes anteriores, quando apontamos a reducao
da biomassa aérea das hastes principais e do perfilhamento de plantas ndo tratadas com
Malathion e exposta aos afideos. Resultados ainda mais expressivos de aumento da AFE
pelo emprego de pesticidas foram observados por Hatcher et al. (1994) em um experimento
com plantas do género Rumex. As plantas protegidas do ataque de besouros por aplicagdes
do inseticida Dimetoato (grupo dos organofosforados) e do fungicida Benomil (grupo dos
benzimidazois) apresentaram AFE aproximadamente 83% maior do que plantas sob
influéncia desses insetos herbivoros e fungos. Contrastantemente, Mallott & Davy (1978)
ndo observaram diferencas na AFE entre plantas de cevada (Hordeum vulgare) fortemente
infestadas pelo afideo Rhopalosiphum padi e plantas crescendo sem a presenca de afideos.
Plantas de cevada infestadas por afideos responderam a pastagem alocando 0s recursos
remanescentes para manutencdo da area foliar, em detrimento da formacgédo de perfilhos,

resultando em semelhantes areas foliares especificas entre tratamentos. Este tipo de
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resposta ndo foi observado em S. alterniflora que produz extensos rizomas e apresenta uma
marcada integracédo clonal.

A AFE é um atributo muito sensivel a quantidade de radiacdo luminosa disponivel e
frequentemente uma relacdo inversa entre estas varidveis é observada (Evans, 1972).
Menores valores de AFE e a maior incidéncia de manchas fangicas em plantas ndo tratadas
com Malathion poderiam indicar uma interferéncia na captacdo de luz pelas folhas
recobertas por hifas. A melada produzida por afideos e outros insetos sugadores pode
facilitar o crescimento de fungos e resultar na completa cobertura das folhas por plasma
fuliginoso (fumagina) (Newbery, 1980b; Vranjic & Gullan, 1990). Entretanto, este efeito
ndo parece ter ocorrido durante o experimento com S. alterniflora, uma vez que néao foi
observada uma alteracdo significativa na razdo clorofila a/b, que € um atributo fisiolégico
muito sensivel a trocas na intensidade da luz (Lichtenthaler et al., 1982). Frequentemente, o
aumento do sombreamento resulta na reducdo na razao clorofila a/b, no aumento dos teores
de clorofila total e no decréscimo na concentracdo de carotenoides totais. Os valores da
razdo clorofila a/b entre 1,2 e 1,4 caracterizam um ambiente com baixa intensidade
luminosa, compativel com o recobrimento da estufa por cortinas de sombrite durante a
maior parte do experimento, de forma a reduzir as altas temperaturas de verdo. Essa razdo é
frequentemente acima de 3,0 para plantas expostas a alta intensidade luminosa
(Lichtenthaler & Bushcmann, 2001). Entretanto, a maior presenca de manchas fngicas em
plantas nédo tratadas com Malathion ndo reduziu mais ainda o valor da razéo clorofila a/b.
Os teores foliares médios de clorofila a nas bandejas com Malathion (0,85-0,90 mg g™ peso
fresco) foram inferiores ao valor médio de 1,3 mg g™ peso fresco, relatado por Seneca &
Broome (1972) para plantulas de S. alterniflora crescendo sob luz artificial em gabinete de
cultivo.

Os menores teores de clorofilas e carotendides em plantas ndo tratadas com
Malathion sugerem que, as diferencas nos teores de pigmentos entre os tratamentos foram
principalmente determinadas por perda de parénquima clorofiliano nessas plantas mais
expostas aos afideos, do que a uma menor disponibilidade de radiacdo (devido a uma maior
quantidade de manchas fangicas recobrindo o limbo foliar). Folhas de S. alterniflora

pulverizadas com Malathion tiveram teores médios de clorofila a aproximadamente 148%
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maiores do que dos tratamentos restantes. Consequentemente, a acdo de um adensamento
dos afideos H. setariae em estufa pode acarretar uma depauperacao significativa da
qualidade de mudas para plantios. Esse impacto dos afideos, por exemplo, parece ser bem
maior do que o do ataque de caramujos Littoraria irrorata sobre plantas de S. alterniflora
em marismas dos E.U.A., onde plantas expostas ao caramujo apresentavam teores foliares
médios de clorofila 47% menores do que de plantas de areas sem caramujos (McFarlin &
Alber, 2013). Maneva et al. (2010) também descrevem reducgdes de 21-27% e de 14-28%,
respectivamente, nos teores totais de clorofila e de carotendides em folhas de duas
variedades de cevada atacadas por afideos, em relacdo a plantas ndo expostas a esses
insetos. Esses autores também detectaram uma menor taxa fotossintética liquida em plantas
expostas a afideos e relacionaram essa reducéo a perda de biomassa clorofiliana.

N&o foram observados efeitos toxicos do inseticida Malathion nas plantas de S.
alterniflora na estufa durante o periodo experimental. Cumpre destacar que, de acordo com
Daehler & Strong (1995), altas frequéncias de pulverizagdes de inseticidas nas folhas de S.
alterniflora podem causar estiolacdo de folhas (adelgacamento das paredes celulares e
reducdo no teor de clorofila), principalmente se for aplicado em periodos sob altas

temperaturas e penetracao solar.

4.4. Respostas foliares ao Daconil

Poucas foram as diferencas significativas no desenvolvimento das plantas de S.
alterniflora atribuidas exclusivamente a aplicacdo de fungicida Daconil. O resultado da
andlise do indice fitossanitario sugere que a aplicacdo conjunta de pesticidas (IN+FU)
resultou em folhas mais sadias (coloragdo mais “esverdeada”) do que a pulverizagdo
exclusiva de Malathion (IN). Resultado este ndo confirmado pela percentagem de dano
foliar estimada através na analise das imagens escaneadas das folhas (Anexo 2), e nem pela
observacdo da frequéncia de ocorréncia de manchas fungicas nos limbos foliares. A AFE do
tratamento IN+FU foi significativamente maior (p < 0,05) do que de IN. Este resultado é
compativel com uma possivel maior infeccdo ou resposta a infeccdo de fungos em IN.

Evans (1972; p. 538) destaca que folhas infestadas por fungos demonstram menores valores
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de AFE do que de plantas sadias da mesma idade. Esse autor encontrou que essa situacéo
possivelmente é relacionada a uma maturacdo precoce, com aumento da espessura do
limbo, adensamento de vasos condutores e de fibras na parede celular ou a inclusdo de
biomassa fungica, e consequente elevacdo da densidade/peso por unidade de area foliar.
Alternativamente, Dijkstra (1990) sugere que plantas expostas a herbivoros podem ter
reducdo de sua AFE, devido a producdo de compostos secundarios para inibir a
palatibilidade para esses animais. De qualquer maneira, a aplicacdo do fungicida Daconil
sobre mudas de S. alterniflora ndo afetou a abundancia dos afideos e nem melhorou o
desenvolvimento das mudas em relacdo as bandejas controle. Consequentemente, o
experimento ndo encontrou evidéncias de efeito negativo dos fungos presentes na estufa
sobre o desenvolvimento das mudas expostas a afideos. Em adicdo, o fungicida Daconil
demonstrou ser ineficiente em prevenir a infeccdo fungica associada ao ataque dos afideos.

E importante ressaltar, que os fungos identificados formando manchas fingicas nas
folhas de S. alterniflora foram: Epicoccum nigrum, Rhodotorula sp., Aspergilus sp. e
Penicillium sp.. O Epicoccum nigrum é considerado um fungo saprofito onipresente em
ambientes Umidos (e.g. marismas) e sobre vegetacdo em decomposicdo (Lobato et al.,
2007). Em adig&o, esses microorganismos sdo frequentemente encontrados em sementes e
inflorescéncias de S. alterniflora (Gessner, 1977). Os fungos do género Rhodotorula sp.,
além de serem encontrados no trato digestorio de insetos sugadores (podendo passar para a
planta durante a alimentagdo) (Zacchi & Vaughan-Martini, 2002), também podem infestar
folhas de trigo Triticum aestivum L. (Larran et al.,, 2007). Espécies de Aspergillus e
Penicillium séo as mais frequentes em amostras de dgua do estuario e costa adjacente a
Lagoa dos Patos (Silveira, 2012). Espécies de Penicillium foram encontradas associadas a
folhas em decomposicdo de S. alterniflora e Scirpus maritimus em uma marisma do
estuario da Lagoa dos Patos (Silveira, 2012). Conforme esta autora, ambas espécies sdo
consideradas na literatura como fungos apodrecedores (eminentemente saprofitos), sendo
que espécies de Penicillium sdo patdgenos fracos, que em certas ocasifes incidem sobre
orgdos de reserva, como sementes e frutos.

O estudo anterior de Sala et al. (2008) também demonstrou que, a adi¢do de

Daconil ndo teve efeito significativo na reducdo de infeccdo por fungos em folhas de S.
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alterniflora em uma marisma. Além disso, as infec¢bes por fungos ndo atuou como fator
influenciando significativamente na producao de biomassa dessas plantas. Os resultados de
Rabbinge et al. (1984) demonstraram um baixo efeito do fungicida Captafol (grupo
Sulfanilamida) contra fungos na presenca de afideos que excretam abundantemente melada
durante a alimentac&o, em experimentos de campo com folhas de trigo. Contrastantemente,
Dik & van Pelt (1992) observaram um melhor desenvolvimento de plantas de trigo
expostas a afideos quando aplicado inseticida (Pirimor) em conjunto com o fungicida
(Prochloraz). Estes resultados contraditérios na realidade revelam uma relacdo complexa
entre planta-afideos-fungos, onde o beneficio do controle de fungos com fungicida depende
do habito saprofito ou patogénico do fungo e de sua sensibilidade ao pesticida. Fungos
saprofitos consomem rapidamente os carboidratos da melada excretada pelos afideos,
gerando grande biomassa de hifas e competitivamente eliminando recursos para fungos
patogénicos (Fokkema et al., 1983). Foi também demonstrado, que grandes abundancias de
melada podem reduzir a efetividade da acdo de fungicidas sobre fungos de cereais, porque
alguns fungos tém sua tolerancia a fungicidas (Dik et al., 1991b), o seu crescimento e a
reproducdo (Fokkema et al., 1983; Dik & van Pelt, 1992) estimulados pela melada. No caso
da aplicacdo do Daconil em folhas de S. alterniflora, a abundante producéo de melada pelos
afideos pode ter reduzido a eficiéncia desse fungicida.

No presente estudo, as 3 bandejas aplicadas com fungicida e inseticida (tratamento
protegido de afideos) apresentaram baixos valores de dano foliar e altos teores totais de
clorofilas e carotendides. Consequentemente, a aplicacdo de Daconil ndo teve nenhum
efeito toxico nas plantas de S. alterniflora. Vieira et al. (2001) também ndo observaram
nenhuma alteragdo visual das folhas do mamoeiro Carica papaya L., como branqueamento
ou ulceracBes, que pudesse ser associar a um efeito toxico do fungicida Daconil quando

aplicado sozinho.

4.5. Variabilidade entre bandejas

Apesar dos efeitos significativos dos pesticidas utilizados na formacéo de perfilhos

e desenvolvimento de plantas de S. alterniflora, a maior parte da variabilidade dos
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pardmetros biométricos das hastes quantificadas no experimento foi contabilizada por
diferencas entre bandejas réplicas dentro de cada tratamento. As temperaturas altas
registradas na estufa (média de 33,1 £ 3,9 °C) contribuiram para o grande crescimento das
mudas de S. alterniflora, visto que essa planta C4 apresenta uma maior taxa de crescimento
em temperaturas mais elevadas (Cunha et al., 2005; Kirwan et al., 2009). A baixa salinidade
da agua intersticial das bandejas e a pouca variacdo deste pardmetro entre bandejas
analisadas dos tratamentos também teve pouca significancia para o resultado do
experimento.

A principal causa da grande variabilidade entre bandejas dentro de cada tratamento
foi provavelmente as diferencas no tamanho inicial das mudas obtidas por propagacdo
vegetativa. Ao fragmentar os tufos de hastes das plantas-méde de S. alterniflora para
preparar as mudas, ha dificuldade para separar rizomas e raizes, o que resulta em biomassas
subterraneas desiguais e consequentemente, desempenhos diferenciados em funcéo de,
possivelmente, diferentes niUmeros de gemas basais e/ou nas reservas nutricionais entre 0s
fragmentos de rizomas obtidos. No solo fertilizado das bandejas, mudas com maior
capacidade de obter agua e nutrientes ou de produzir mais perfilhos, podem crescer mais
rapidamente e assimetricamente em relagdo a suas vizinhas, que ao final de algumas
semanas serdo mais baixas e produziram menos folhas (Dickerman & Wetzel, 1985). A
percentagem de area foliar danificada e o impacto fitossanitario, que foram parametros
foliares que avaliaram os danos causados por afideos e fungos entre tratamentos com
pesticidas, contabilizaram apenas uma pequena fracdo da variabilidade experimental entre
bandejas réplicas. Estes Ultimos resultados sugerem uma independéncia da distribuicdo dos
afideos e da acdo dos pesticidas na estufa para, respectivamente, atacarem e protegerem

folhas em diferentes bandejas.
5. CONCLUSAO
Através dos diversos resultados apresentados, foi possivel demonstrar a grande

importancia e eficiéncia do inseticida Malathion contra o impacto do afideo H. setariae sobre

mudas de S. alterniflora em estufa. A infeccdo de fungos foi principalmente determinada
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pela abundancia dos afideos e o total de area foliar comprometida pela herbivoria. O uso do
fungicida Daconil ndo afetou a densidade de afideos, o dano foliar dos afideos, a ocorréncia
de manchas fungicas foliares e nem o desenvolvimento das mudas de S. alterniflora. Logo,
uma alta produtividade de mudas em um curto periodo de tempo e com menor gasto em
insumos pode ser alcangado somente com uso do inseticida.

S&0o necessarios estudos adicionais para esclarecer o papel da melada produzida pelo
afideo H. setariae no desenvolvimento de manchas fangicas foliares. Em adicdo, é
recomendavel avaliar se fatores ambientais ou bidticos podem determinar a substituicdo de
fungos saprofitos por fungos patdgenos durante infestacbes desses afideos, bem como
estudos para avaliar a absor¢do e a acumulagdo desses pesticidas nas plantas de S.

alterniflora devem ser realizados.
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RESUMO

A sobrevivéncia e o crescimento de mudas recém-transplantadas da grama bioengenheira
de marismas S. alterniflora podem ser gravemente afetados pela acdo do caranguejo
Neohelice granulata, que se alimenta de suas folhas, e por infec¢fes de fungos provocadas
por esses herbivoros ao longo da costa do sudoeste Atlantico. Os efeitos no sucesso do
estabelecimento de mudas de S. alterniflora através do controle da herbivoria por
caranguejos e da infeccdo de fungos foram avaliados através de dois experimentos fatoriais
com gaiolas de exclusdo e aplicacdo de um fungicida, em uma marisma recém-criada na
Ilha da Pélvora (Rio Grande, RS). O uso das gaiolas de exclusdo foi altamente eficiente
contra o ataque de caranguejos N. granulata ao longo dos 2 experimentos realizados. A
pastagem por esses caranguejos nas gaiolas vazadas reduziu significativamente sua
sobrevivéncia e o desenvolvimento das mudas. Enquanto 100% das mudas de S.
alterniflora protegidas com gaiolas de exclusdo sobreviveram, nas gaiolas vazadas a
sobrevivéncia das mudas reduziu para 65%. Les6es simuladas de N. granulata mostraram
poder facilitar na infeccdo de fungos, principalmente das plantas recém-transplantadas, em
que suas biomassas fungicas foram 50% maiores do que o das folhas lesionadas das plantas
rebrotadas. Em adicdo, pode ser dito que esses microorganismos nao influenciaram nos
parametros biométricos das plantas de S. alterniflora em uma zona entremarés da Ilha da
Pdlvora. A aplicagdo do fungicida Daconil reduziu cerca de 50% da biomassa fungica de
folhas lesionadas em relagdo aquelas com lesbes e sem uso desse pesticida. Por fim, esse
fungicida também ndo afetou o desenvolvimento das plantas nos 2 experimentos

desenvolvidos.
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ABSTRACT

Along the southwest Atlantic coast, the survival and growth of newly transplanted
propagules of the bioengineer saltmarsh cordgrass S. alterniflora on the intertidal zone can
be seriously affected by the action of the Neohelice granulata crabs, which feed on their
leaves and may induce fungal infections of the wounded tissues. The effects on the
establishment success of S. alterniflora vegetative propagules by Neohelice granulata crabs
herbivory and fungal infection facilitated by crabs' grazing scars were evaluated by 2
factorial experiments, using cages to exclude crabs and spraying of the fungicide Daconil
BR. These experiments were carried out in a newly created salt marsh at “Ilha da Pélvora”
(Rio Grande, RS). The use of exclusion cage was highly effective to protect S. alterniflora
against the attack by crabs N. granulata during both experiments. The grazing by crabs in
open cages significantly reduced the survival and growth of the propagules. While 100% of
S. alterniflora propagules protected from crabs' grazing by exclusion cages survived, in
open cages propagules survival decreased to 65 %. Simulated wounds of N. granulata
facilitate the foliar infection of fungi, particularly on the newly transplanted propagules,
where fungal biomass was 50% greater than the wounded leaves of 2-months older
propagules. The wounded leaves with fungicide and intact leaves without fungicide had
mean values of fungal biomass up to 70% lower than wounded leaves not protected by
fungicide. Finally, fungicide application and thus fungi infection did not significantly affect

the development and survival of S. alterniflora propagules during the 2 field experiments.
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1. INTRODUCAO

Transplantes da grama bioengenheira de marismas Spartina alterniflora (Poaceae),
visando a criagdo de habitats ou prote¢do da costa contra processos erosivos (Chung, 2006;
Marangoni & Costa, 2012), podem ser feitos em pequena, méedia ou larga escala, utilizando
como unidade de propagacdo tanto sementes como material vegetativo, obtidos de
ambientes naturais ou produzidos em viveiros (Woodhouse & Knutson, 1982; Mendonc¢a &
Costa, 2008).

Um dos estagios mais criticos para o sucesso de um projeto de restauracdo ou
criacdo de marismas € o estabelecimento de plantas bioengenheiras no ambiente
entremarés. Diversos estudos tém demonstrado a maior sensibilidade das plantas jovens de
Spartina a diversos fatores abioticos (alta frequéncia de alagamento, baixos potenciais de
oxi-reducdo, altas salinidades, etc.) (Bertness, 1991; Adam, 1993; Castillo et al., 2005;
Chung, 2006). Entretanto, no ambiente natural, a sobrevivéncia e o crescimento das mudas
podem ser gravemente afetados pela acdo de invertebrados herbivoros e de infeccdes de
fungos. Em marismas do sul dos EUA, por exemplo, o caramujo Littoraria irrorata que
pastoreia sobre Spartina alterniflora, pode depauperar grandes areas de marismas se
presentes em altas densidades (Silliman & Zieman, 2001; Silliman & Newell, 2003,
Silliman et al., 2005). Quando a acdo de um herbivoro ndo causa lesbes fatais as plantas,
ela resulta em remocdo de carbono e nutrientes, bem como na ativagdo de mecanismos de
cicatrizacdo ou abscissdo do tecido afetado (Nykanen & Korechiva, 2004). Logo, a
herbivoria pode limitar o crescimento das plantas afetadas, reduzindo sua biomassa e/ou
altura das hastes (Silliman & Zieman, 2001; Silliman & Newell, 2003; Costa et al., 2003;
Alberti et al., 2007). Adicionalmente, as les6es ocasionadas por herbivoros podem facilitar
a infecgéo por fungos, virus e bactérias em diversos ambientes, especialmente quando eles
pastam folhas novas (Garcia-Guzman & Dirzo, 2001). Infeccbes de fungos também tém
sido associadas a degeneragdo progressiva da vegetacdo de vérias areas de marismas
(“marsh dieback vegetation”) dominadas por espécies de Spartina na América do Norte
(Silliman et al., 2005).

Ao longo da costa do sudoeste Atlantico, o caranguejo cavador Neohelice granulata
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(Dana 1851) é uma das espécies mais importantes de macroinvertebrados. Alimenta-se de
invertebrados bentdnicos, detritos e também pasta sobre plantas de marismas,
principalmente de hastes vivas (colmos) das gramas do género Spartina (Costa et al., 2003;
Alberti et al., 2007; Daleo et al., 2009) (Anexo 3). Esse caranguejo que atinge um diametro
da carapaca de até 40 mm (Spivak et al., 1994), é distribuido desde o sudeste do Brasil (23°
S) até o norte da Patag6nia na Argentina (41° S) (Iribarne et al., 2003), sendo capaz de
sobreviver inclusive em condi¢6es hipersalinas (Iribarne et al., 2005). No estuario da Lagoa
dos Patos (RS, Brasil), marismas e planos de lama entremarés sdo densamente habitados
por N. granulata (até 100 individuos por m?; D’Incao et al., 1992).

O pastoreio por N. granulata diminui a sobrevivéncia de plantas jovens das gramas
S. densiflora e S. alterniflora (Costa et al., 2003; Alberti et al., 2007; Daleo et al., 2009) e
pode afetar o sucesso de projetos de restauracdo/criacdo de marismas (Costa, 2011). Mais
de 50% das plantas transplantadas enraizadas em planos de lama na parte baixa do
entremarés podem ser mortas por predacdo de N. granulata (Costa & Marangoni, 1997;
Costa et al.,, 2003; Marangoni & Costa, 2012). A S. alterniflora sofre uma maior
intensidade de pastoreio pelo N. granulata do que a S. densiflora (Costa et al., 2003; Alberti
et al., 2007), o que parece estar relacionado a seus maiores teores de compostos
nitrogenados no tecido e menor fibrosidade.

Experimentos no NE da costa argentina (Daleo et al., 2009), demonstraram que a
herbivoria de N. granulata pode induzir a infecgdo de fungos nas folhas de S. alterniflora e
S. densiflora, ndo observada em folhas intactas. Alem disso, a aplicacdo de fungicida pode
reduzir a infec¢do de folhas danificadas. Esses mesmos autores também relataram que a
prevencéo da infeccdo de fungos pela aplicacdo de fungicida nas folhas feridas resultou em
aumento do desenvolvimento das plantas, tanto em namero de hastes, como em termos de
biomassas aérea viva e total produzidas. Este trabalho (Daleo et al., 2009) foi realizado em
uma marisma madura densamente vegetada e ndo existem informagdes sobre 0 impacto da
infeccdo de fungos, induzida pelo caranguejo, em areas do entremarés sendo colonizadas
por Spartina (marismas em formacéo).

Se 0 pastoreio por caranguejos sobre plantas do género Spartina pode facilitar a

infeccdo por fungos durante o estabelecimento dessas plantas em novas areas de marismas,
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parte da mortalidade atribuida a acdo direta do N. granulata poderia ser, na realidade,
ocasionada pelos fungos. Esta interacdo biologica poderia limitar o sucesso de projetos de
restauracao/criacdo de marismas envolvendo o plantio dessas gramas bioengenheiras nessa
regido do Atlantico. O presente trabalho teve como objetivo quantificar as importancias
relativas do pastoreio pelo caranguejo N. granulata e da infeccdo de fungos em lesdes
induzidas por esse herbivoro na mortalidade e no desenvolvimento de mudas de S.
alterniflora recém-estabelecida na zona entremarés. Este estudo foi desenvolvido em uma
area de marisma a partir de dois experimentos fatoriais de transplante de plantas com a
utilizacdo de gaiolas de exclusdo de caranguejos e da aplicacdo de um fungicida genérico.
Sao testadas as seguintes hipoteses: (1) a herbivoria do caranguejo facilita a infeccdo
fangica foliar em plantas de S. alterniflora; (2) a infeccdo fangica em lesbes por si é
determinante da sobrevivéncia e do desenvolvimento das mudas; (3) este papel da infeccédo
fangica € influenciado pela intensidade de herbivoria (efeito sinérgico); (4) o tamanho das
mudas influéncia na sensibilidade das plantas de S. alterniflora a herbivoria e infeccdo
fangica. Adicionalmente, é discutida a necessidade do emprego de mecanismos de exclusdo
de caranguejos e de fungicidas em projetos de restauracdo de marismas através do plantio

de S. alterniflora no SW do Atlantico.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo

Dois experimentos foram realizados em um plano arenolodoso com baixa cobertura
vegetal na zona entremarés na llha da Pdlvora (Rio Grande - RS; 32° 01’ S, 52° 06° W),
localizada na porcdo mediana do estuario da Lagoa dos Patos. O plano entremarés
localizava-se a -23 cm do nivel médio da lagoa (média de dados diarios dos ultimos 15
anos; fonte PELD - Programa de Pesquisas Ecoldgicas de Longa Duracdo FURG/CNPQ),
tendo uma umidade do solo homogéneo. A Ilha da Polvora possui cerca de 45 hectares,
quase toda area coberta por marismas, e uma elevacdo maxima de cerca de 60 cm acima do

nivel médio da Lagoa dos Patos. A densa cobertura vegetal é dominada por gramas do
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género Spartina e tiriricas (ciperaceas) (Costa et al., 2003), sendo o caranguejo N.
granulata o mais importante decapodo da zona entremarés (Costa et al., 2003; Rosa &
Bemvenuti, 2004). Silveira (2012) demonstrou uma grande diversidade de fungos e
leveduras crescendo sobre o detrito vegetal e folhas vivas de S. alterniflora durante o
verdo/outono, onde as espécies mais frequentes sdo fungos ascomicetos (filo Ascomycota).
O presente estuario apresenta um clima temperado quente com forte sazonalidade do
fotoperiodo, radiacdo solar e temperatura (Costa et al., 1988; Mata & Moller, 1993). Ja o
seu padrdo hidroldgico € caracterizado por um regime de micromarés (0,5 m),
irregularmente inundado com forte componente meteoroldgico. E notavel a componente
sazonal da precipitacdo, com invernos chuvosos acarretando grandes vazdes e &guas altas,
além de verBes secos com aguas baixas e salinas (Costa et al., 1988, 2003; Moller et al.,
2009).

3.2. Experimento 1 - Herbivoria por caranguejos e infeccdo por fungos em plantas

recém-estabelecidas

Em novembro de 2012, foram transplantadas 60 mudas de S. alterniflora no plano
entremarés da Ilha da Polvora. O plantio das mudas (todas com alturas entre 40 e 55 cm)
foi efetuado com um espacamento de 1 m e cada muda foi composta por 2 hastes
(perfilhos) interconectadas por rizoma com raizes. Ap6s o plantio, as mudas foram
designadas aleatoriamente a 6 grupos de 10 mudas, submetidos a diferentes tratamentos
experimentais (Anexos 4 e 5). As mudas de 4 grupos foram individualmente protegidas do
pastoreio natural por N. granulata através de gaiolas de exclusdo (cilindricas com 20 cm de
didmetro e 60 cm de altura, revestida com tela de aco galvanizada com malha de 3 mm).
Dois grupos protegidos por gaiolas de exclusdo tiveram suas mudas submetidas a lesbes
simuladas do pastoreio de N. granulata, que foram confeccionadas através de 3 incisdes
paralelas no limbo foliar com bisturi (Anexo 6). Este aspecto de dilaceracdo foliar pelo
caranguejo é comumente observado no estuario da Lagoa dos Patos e descrito por outros
autores (Bortolus & Iribarne, 1999; Alberti et al., 2007). Para cada muda, 2 folhas foram

lesionadas (uma folha de cada haste), com incisdes que englobaram uma érea de 4 cm? de
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cada folha. Considerando o niumero médio inicial de 4 folhas por haste e um comprimento
médio das folhas de 25 cm nas mudas de S. alterniflora, as lesbes representaram um dano
de cerca de 50% das folhas ou 20% da area foliar inicial das mudas. Nos 2 grupos
protegidos por gaiolas de exclusdo remanescentes, as mudas ndo sofreram lesdes. Um dos
grupos com mudas lesionadas e um dos grupos com mudas ndo lesionadas foram
pulverizados semanalmente com fungicida genérico Daconil BR (1,5 g L™ dissolvida na
agua do estuario; aplicado em periodos com maré baixa) para prevenir a infeccdo de
fungos.

Consequentemente, essas plantas em gaiolas de exclusdo foram relacionadas aos
seguintes tratamentos: lesdes simuladas do caranguejo e aplicagdo de fungicida (ELF);
lesbes simuladas do caranguejo e sem aplicacdo de fungicida (EL); sem lesdes do
caranguejo e aplicacdo de fungicida (EF); sem lesGes do caranguejo e sem aplicacdo de
fungicida (EX). Adicionalmente, 0s 2 grupos remanescentes de 10 mudas tiveram cada
muda plantada circundada por gaiola de exclusédo (20 cm de didmetro e 60 cm) com tela
galvanizada vazada, isto €, recobrindo apenas metade da superficie do cilindro da estrutura
da gaiola. Este procedimento visou fornecer um controle do artefato da gaiola de excluséo,
sendo as mudas vulneraveis ao pastoreio natural pela populacdo local de N. granulata. Um
dos grupos de mudas de gaiolas vazadas (n = 10) recebeu pulveriza¢cbes semanais do
fungicida descrita anteriormente (VF) e o segundo grupo ndo recebeu a aplicacdo de
fungicida (VA). Semanalmente, as gaiolas foram vistoriadas quanto a presenca de recrutas
de caranguejos (que foram removidos das exclusdes quando encontrados). No desenho
amostral utilizado, gaiolas vazadas expostas aos caranguejos, gaiolas protegidas com lesdes
induzidas e gaiolas protegidas sem lesbes representam um gradiente de reducdo da
intensidade de herbivoria, bem como a aplicacéo e ndo de fungicida determinam diferentes
intensidades de infestacdo por fungos. Consequentemente, o efeito sinérgico da intensidade
da herbivoria na infeccdo fungica e desenvolvimento das mudas pode ser avaliado.

A aplicacdo do Daconil (total de 4,5 g L em 21 dias) esteve dentro dos valores
utilizado por Silliman & Newell (2003) para S. alterniflora. A quantidade foi em torno de
10% abaixo do limite recomendado para o controle de infeccdo fungica em gramineas pelo

fabricante do Daconil BR (lhara, 2014). Adicionalmente, experimentos preliminares
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desenvolvidos por Silliman & Newell (2003) e Sala et al. (2008), demonstraram que a
aplicacdo de Daconil em plantas de S. alterniflora sadias ndo afetou o seu crescimento em
marismas da Ameérica do Norte, bem como, ndo teve efeitos toxicos agudos sobre
caramujos herbivoros de marismas (B.R. Silliman, Duke University, Com. Pess).

Durante o periodo do experimento, foram obtidos dados diarios da salinidade
(refratdmetro) e nivel da agua do estuario (régua graduada) na estagdo de monitoramento
do PELD (32° 05' S, 52° 10'W; 1 km ao norte do local do experimento) e as temperaturas
do ar na Estacdo Automatica INMET (Instituto Nacional de Meteorologia; 9 km do local do
experimento). Semanalmente, também foram quantificados no plano de lama entremarés, o
nivel da &gua (régua graduada), a salinidade do sedimento com uso de um condutivimetro
digital (Hanna - Modelo HI 9835) (estimada no extrato 2:1 de sedimento e dgua destilada;
expresso como g sal kg solo™ a partir da relacéo de converséo 52 dS m™ = 35 gNaCl L™)
em 3 diferentes pontos da area experimental e a temperaturas do ar no interior de 1 gaiola
vazada e 1 gaiola de exclusdo. No dia do estabelecimento do experimento, foram
quantificados os seguintes parametros: altura inicial (com régua em cm), numero de folhas
vivas e de perfilhos da haste principal das mudas transplantadas. Os tratamentos foram
mantidos por 21 dias e apds este periodo foram avaliados os seguintes parametros das
mudas: sobrevivéncia (%), altura final, nimero de folhas vivas e nimero de perfilhos.
Todas as mudas foram coletadas (corte com tesoura) para estimar a biomassa aérea seca de
cada muda (expressa em g m™) realizada posteriormente em balanca analitica apos secagem
em estufa por 72 horas a 60 °C. Uma vez que a densidade de herbivoros pode estar
relacionada a intensidade da herbivoria (Lubchenco, 1983), foram também quantificadas a
densidade de tocas em um quadrat de 1 m2 ao redor de cada gaiola (parametro considerado

um estimador da densidade dos individuos de N. granulata; Alberti et al., 2007).
3.3. Experimento 2 - Impacto de lesbes do pastoreio de N. granulata sobre o
desenvolvimento de hastes e na infecgdo fangica de suas folhas de propégulos ja

estabelecidos e recém-transplantados

Em marco de 2013, foram transplantadas vinte mudas vegetativas de S. alterniflora
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no mesmo plano entremarés onde o Experimento 1 foi realizado. As caracteristicas das
mudas e 0 espacamento de plantio foram os mesmos do experimento 1. Todas as plantas
foram mantidas protegidas do pastoreio por N. granulata através de gaiolas de exclusao
com tela galvanizada (as mesmas utilizadas no Experimento 1). Concomitantemente, foram
selecionados vinte tufos de S. alterniflora de plantas utilizadas no Experimento 1. Todos 0s
tufos selecionados eram plantas que cresceram nas gaiolas de exclusdo com tela apos o
corte de todas as hastes no final do Experimento 1, consequentemente foram mantidas
protegidas da herbivoria por N. granulata nos 2 meses ap0s a coleta. Estas plantas
doravante serdo chamadas de “rebrotes”, uma vez que cresceram do brotamento dos
meristemas basais da grama apo6s o corte. Cada tufo de rebrote possuia em torno de 9
hastes. Para cada tipo de propagulo estabelecido (mudas recem-transplantadas e rebrotes)
foram designados, aleatoriamente, 4 grupos de 5 gaiolas com plantas, e submetidos a
diferentes tratamentos experimentais. Em cada gaiola, 2 perfilhos de tamanhos e nimero de
folhas semelhantes foram marcadas com fio elétrico encapado, sendo 1 perfilho submetido
a lesbGes simuladas do pastoreio de N. granulata (iguais do Experimento 1) com bisturi
(Anexo 6) em 2 folhas. As lesBes representaram cerca de 70% das folhas por haste ou 30%
da area foliar inicial das mudas recém-transplantadas (logo, teve um maior impacto na
planta do que o Experimento 1). De forma a avaliar os efeitos da infeccdo de fungos nas
hastes de Spartina, metade das mudas rebrotadas e metade das transplantadas (n = 10 de
cada) foram pulverizadas a cada 5 dias com fungicida genérico Daconil BR (1,5 g L™
dissolvida na agua do estuario; aplicado em periodos com mareé baixa).

Por conseguinte, as plantas dos 2 tipos de propagulos foram associadas aos
seguintes tratamentos: a) rebrotes com lesdes foliares simuladas do caranguejo em
presenca (ERLF) ou auséncia do fungicida (ERL); b) rebrotes sem lesdes foliares em
presenca (ERF) ou auséncia fungicida (ER); ¢) mudas transplantadas com lesdes foliares
simuladas do caranguejo em presenca (ETLF) ou auséncia de fungicida (ETL); d) mudas
transplantadas sem les6es foliares com (ETF) ou sem fungicida (ET) (Anexo 7). A cada 5
dias, as gaiolas foram vistoriadas quanto & presenca de recrutas de caranguejos (removidos
das exclusdes se encontrados).

Durante o periodo do experimento foram obtidos os mesmos dados meteoroldgicos
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e abioticos quantificados no Experimento 1. No inicio do Experimento 2, foram
quantificados os seguintes parametros: altura (com régua graduada em cm) e nimero de
folhas vivas dos 2 perfilhos marcados (com e sem lesdo foliar), bem como o nimero de
perfilhos de cada gaiola. Apos 35 dias, as hastes marcadas foram novamente medidas e 0s
seguintes parametros determinados através da diferenca entre as medices inicial e final de
cada haste: formacdo de perfilhos por gaiola, crescimento vertical (cm; 35 dias™) e

formacéo foliar.

3.4. Uso do ergosterol como medida de biomassa fungica e a percentagem de area
foliar danificada em S. alterniflora

Apds o término do Experimento 1 (21 dias), foram aleatoriamente escolhidas e
coletadas doze folhas das mudas de S. alterniflora dos tratamentos protegidos do ataque de
caranguejos EX, ELF e EL. Cada folha com cerca de 0,10 g peso fresco e comprimento de
10 cm foi colocada em sacos individuais. Apds a coleta, todas as folhas foram mantidas no
escuro e resfriadas até serem levadas ao laboratorio. Ndo foram realizadas analises de
ergosterol nas folhas do tratamento EF (n&o lesionadas pulverizadas com fungicida) devido
a auséncia de diferenca na biomassa fangica entre folhas sadias (sem lesfes) de S.
alterniflora tratadas com ou sem fungicida, demonstrada por Silliman & Newell (2003).
Adicionalmente, Daleo et al., (2009) também ndo observaram a presenca de manchas
fangicas em folhas sadias de S. alterniflora nas marismas da costa Argentina.

No laboratdrio, a superficie das folhas foi observada com uma lupa manual (10x) e a
percentagem de area foliar danificada (%) estimada visualmente. Apos isso, elas foram
estocadas individualmente em frascos @mbar com metanol 100% e transferidas para um
freezer (-10 °C) no Laboratorio de Biotecnologia de Halofitas (IO-FURG). Este
procedimento visou a preservacdo do ergosterol (esterol presente na membrana celular dos
fungos) nas amostras (Newell, 1995). O ergosterol € considerado uma boa medida de
crescimento fungico (Anderson et al., 1994), em decorréncia dele ter uma alta relacdo com
a biomassa metabolicamente ativa dos fungos.

A biomassa fungica de cada amostra foi quantificada através do teor de ergosterol
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(Mg erg g, peso fresco), usando uma metodologia adaptada por Newell et al. (1988) no
Laboratorio de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos (Escola de Quimica e Alimentos -
FURG). A concentracdo de ergosterol foi quantificada a partir dos extratos das folhas em
metanol 100% lidos em um HPLC/UV (marca Shimadzu) com coluna C18, 4,6 x 250 mm,
5 um, em um comprimento de onda de 282 nm. A fase modvel utilizada foi metanol 100%,
com vazdo de 0,8 mL min™. A analise cromatogréafica foi de 15 minutos, em que o
ergosterol foi identificado em um tempo de retencdo de 12,8 minutos.

Ao final do Experimento 2 (apds 35 dias), também foram aleatoriamente escolhidas
e coletadas 6 folhas de cada tratamento. Em relacéo as plantas rebrotadas, foram analisadas
as folhas dos tratamentos ERLF, ERL e ER. Foram também analisadas as folhas das plantas
transplantadas dos tratamentos ETLF, ETL e ET. Foram realizados 0s mesmos
procedimentos metodoldgicos de coleta, biometria, preservacdo das folhas e analise do teor

foliar de ergosterol do Experimento 1.

3.5. Analise dos dados

Para todos os parametros biométricos das hastes de S. alterniflora, da analise visual
das folhas lesionadas e da biomassa fungica quantificados ao longo dos 2 experimentos
foram realizados os testes de Normalidade Kolmogorov-Smirnov e de Homocedasticidade
(Cochran C., Hartley e Bartlett), ambos a 5% de significancia, como requisito para as
analises estatisticas parametricas (Zar, 2010). Os parametros medidos sofreram
transformagcbes matematicas, quando necessario, para satisfazer os requisitos de
homocedasticidade e normalidade. A variavel formacdo de perfilhos do Experimento 2 foi
transformada pela funcdo logio(x). Durante a preservagdo e o processamento das folhas
para analise da quantificacdo do teor de ergosterol, duas amostras de cada experimento

tiveram que ser descartadas, gerando matrizes de dados ndo balanceadas entre tratamentos.

3.5.1. Experimento 1

Diferencas no desenvolvimento das mudas (altura final, nUmero de folhas vivas

numero de perfilhos e biomassa aérea seca) de S. alterniflora foram comparadas entre
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niveis de herbivoria (HE) e da presenca do fungicida (FU) através de ANOVAs bifatoriais
(com fator de interacdo HE x FU), seguidas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (Zar,
2010). O teste do Qui-quadrado (?) foi usado para analisar diferencas entre frequéncias de
sobrevivéncia das hastes transplantadas entre os tratamentos. As médias de temperaturas
dentro das gaiolas de exclusdo e vazadas foram comparadas através do teste “t” de Student
(com nivel de significancia 5%). Médias das biomassas de fungos e a percentagem de area
foliar danificada foram comparadas entre tratamentos de gaiolas protegidas através de
ANOVAs unidirecionais, seguida pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia (Zar, 2010).
Os resultados das ANOVAs foram analisados quanto a significancia estatistica dos
tratamentos, bem como pela percentagem da variabilidade total no experimento de cada
parametro contabilizada por cada tratamento. A contabilizacdo da variabilidade foi
realizada do coeficiente eta quadrado, que foi calculado pela divisdo da Soma dos
Quadrados do tratamento “i” (SQi) pela Soma dos Quadrados total (SQT) da variavel. O

coeficiente eta quadrado foi expresso percentualmente como “%SQi” (Zar, 2010).

3.5.2. Experimento 2

Devido ao desenho amostral que objetivou comparar o efeito de lesbes simuladas
sobre pares de hastes marcadas de S. alterniflora, os parametros biométricos (crescimento
vertical e formacdo foliar) foram comparados através de 2 procedimentos. A dependéncia
das medigdes resultou de cada par de hastes pertencer a um mesmo propagulo (clone).
Inicialmente, o efeito das lesdes foi analisado pela comparacdo do desenvolvimento das
hastes lesionadas e ndo lesionadas, em termos de crescimento vertical e formacédo foliar,
através do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (Siegel, 1975) para amostras dependentes e
pareadas. Esses testes foram avaliados considerando o nivel de significancia a 5%. No
segundo procedimento, os efeitos dos tratamentos presenca de fungicida (FU) e tipo de
propagulo (TI) sobre o crescimento vertical e formacdo foliar foram avaliados pela
comparacao, separadamente para hastes lesionadas e para hastes ndo lesionadas, através de
ANOVAs fatoriais incluindo a interacdo FU x TI. A formacdo de perfilhos também foi
avaliada através de uma ANOVA, considerando FU, Tl e FU x TI. Com este procedimento,

foi garantida a independéncia das amostras comparadas (hastes lesionadas ou hastes ndo
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lesionadas), que pertenciam a diferentes gaiolas (propagulos).

A biomassa fungica das folhas e a percentagem de area foliar danificada foram
comparadas entre os tratamentos (ET, ETL, ETLF, ER, ERL e ERLF), separadamente para
cada tipo de propagulo (muda recém-transplantada ou rebrote), através de ANOVAsS.

Todas as ANOVAs foram avaliadas em um nivel de significancia de 5%, e quando
necessario foram efetuados testes de comparagdes multiplas de Tukey, a 5% de
significancia (Zar, 2010). O coeficiente eta quadrado de quantificacdo da variabilidade
contabilizada por cada tratamento das ANOVAs foi estimado e expresso percentualmente
como “%SQ1” (Zar, 2010).

4. RESULTADOS

4.1. Dados abiéticos e nimero de tocas m™

4.1.1. Experimento 1

Ao longo da area experimental localizada na Ilha da Pélvora, a densidade de tocas
de caranguejos apresentou uma média de 15,0 + 1,0 tocas m™ (erro padrdo; n = 60), com
valores minimo e maximo, respectivamente, 7 e 33 tocas m™”. Durante os 21 dias de
crescimento das mudas de S. alterniflora, a temperatura do ar oscilou entre 12 e 33 °C (
22,5 + 3,5 °C; média + desvio padrdo). As médias de temperatura dentro das gaiolas de
exclusdo (26,0 £ 0,7 °C) e vazadas (25,6 + 0,7 °C) ndo apresentaram diferencas
significativas (t = -0,4; p > 0,05; n= 9 para cada tipo de gaiola). A salinidade da agua do
estuario oscilou entre 14,5 e 31,1 (22,6 £ 6,0) e a frequéncia de alagamento da area
experimental foi aproximadamente de 65% do tempo. A salinidade do sedimento no plano
entremarés so teve maiores variagdes dentro do plano no 1° dia de coleta (26,7 a 62,7 g sal
kg solo™), tendo uma média de 24,6 + 11,7 g sal kg solo™ ao longo do Experimento 1.

4.1.2. Experimento 2

Ap0s 35 dias do outono de 2013, do Experimento 2, a temperatura do ar oscilou entre

10°C e 24 °C (20,2+ 1,9°C ; média + desvio padréo). A salinidade da agua teve valores entre
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18,0 e 30,0 (21,2 £ 6,2), a frequéncia de alagamento foi em torno de 75% do tempo, com
uma média de lamina de alagamento de 5 cm (o nivel da agua -17 cm do nivel médio da
lagoa). A salinidade do sedimento teve um pico no 2° dia de coleta (44,0 g sal kg solo™) e a

sua média foi de 25,5 + 7,4 g sal kg solo™.

4.2. Respostas biométricas das plantas analisadas

4.2.1. Experimento 1

Ap0s vinte e um dias do plantio, 100% das mudas de S. alterniflora protegidas com
gaiolas de excluséo sobreviveram, enquanto nas gaiolas vazadas a sobrevivéncia foi cerca
de 65% (*> =16,3; p <0,01). Os valores médios da altura final das mudas de S. alterniflora
diferiram entre os niveis de herbivoria (F = 17,0; p < 0,001), no entanto, ndo ocorreram
efeitos significativos de FU (F = 0,4; p > 0.05) e da interacdo FU x HE (F = 0,1; p > 0,05)
(Tabela 6A). As médias globais de altura das plantas em gaiolas de exclusdo e vazadas
foram, respectivamente, 48,6 e 23,5 cm (Fig. 4A).

O numero médio de folhas vivas das mudas de S. alterniflora possuiram diferencas
somente entre os niveis de herbivoria (HE) (F = 68,5; p < 0,001), enquanto que no efeito
FU (F =0,08; p > 0,05) e interacdo IN x FU (F = 0,39; p > 0,05) ndo diferiram (Tabela 6A).
As hastes em gaiolas de exclusdo possuiam mais folhas (Teste de Tukey; p < 0,05; 3,5+ 0,2
folhas por haste) do que as hastes em gaiolas vazadas (0,6 = 0,3 folhas por haste) (Fig 4B).
Ja o numero de perfilhos também se diferenciou entre os niveis de herbivoria (F = 94,4; p <
0,001) e enquanto os outros efeitos analisados (FU: F=0,9; p>0,05e FUXHE: F=0,3; p
> 0,05) ndo foram significativos (Tabela 6B). Os valores médios do nimero de perfilhos
nas gaiolas de exclusdo que tinham les6es em suas folhas (com ou sem fungicida) foram
significativamente maiores (p < 0,05) que os tratamentos restantes, bem como as gaiolas
protegidas sem folhas lesionadas (EX e EF) apresentaram resultados significativamente
superiores (p < 0,05) do que as gaiolas vazadas (VA e VF) (Fig. 4C).

A biomassa aérea seca das mudas de S. alterniflora também apresentou diferencas
apenas no efeito HE (F = 13,5; p < 0,001) (Tabela 6B). As biomassas médias dos
tratamentos com gaiolas de exclusio (EX: 38,4 + 6,1 g m?; EF: 38,1 + 53 g m™? EL: 39,6
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+ 35 g m% ELF: 39,2 + 44 g m?) nio diferiram (p > 0,05) entre si e foram
significativamente maiores do que das gaiolas vazadas (VA: 13,9 + 52 g m?; VF: 184 +
5,29 m?) (Fig. 5).

A herbivoria contabilizou cerca de 70% da variabilidade do numero de folhas vivas
e de perfilhos de S. alterniflora, sendo as respostas em altura e biomassa aérea muito menos
determinadas por este fator (33-38%) (Tabela 6 A,B).

Tabela 6: Andlises de Variancia das médias da altura final e do nimero de folhas vivas da
haste principal (A), além do nimero de perfilhos e da biomassa aérea seca (g m™) (B) das
mudas de S. alterniflora apds 21 dias de exposicao a diferentes intensidade de herbivoria e
aplicacdo de fungicida em um plano entremarés da llha da Pélvora (Rio Grande, RS). Os
graus de liberdade (gl) e as percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por

cada tratamento (coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade experimental) sdo

apresentados.
A)
Altura final Numero de folhas vivas
Tratamento gl %SQ F Sig  %SQ F Sig
FU 1 0,5 04 NS 0,1 0,1 NS
HE 2 383 17,0 *** 714 685 faleied
FU x HE 2 0,4 0,2 NS 0,4 0,4 NS
Residuo 54 60,8 28,1

*** p < 0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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B)

Numero de perfilhos

Biomassa aérea seca

Tratamento gl %SQ F Sig  %SQ F Sig

FU 1 04 0,9 NS 0,1 0,1 NS

HE 2 772 94,4 %+ 331 13,5 Kk

FU x HE 2 0,3 0,3 NS 0,4 0,2 NS
Residuo 54 221 66,4

*** p <0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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lesbes simuladas e sem fungicida (EL); protegidas sem lesbes e com fungicida (EF);
protegidas sem lesdes e sem fungicida (EX); gaiolas vazadas com fungicida (VF); gaiolas

Tratamentos: protegidas com lesdes simuladas e com fungicida (ELF); protegidas com
vazadas sem fungicida (VA).

diferentes intensidade de herbivoria e aplicagdo de fungicida em um plano entremarés da

haste principal, e de perfilnos das mudas de S. alterniflora ap6s 21 dias de exposigéo a
Ilha da Pélvora (Rio Grande, RS).

Figura 4: Valores médios (+ erro padréo) da altura (cm; A) e numero de folhas vivas (B) da

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 5: Valores médios ( erro padrdo) da biomassa aérea seca (g m-2) das mudas de S.
alterniflora apos 21 dias de exposicdo a diferentes intensidades de herbivoria e aplicacdo de
fungicida em um plano entremarés da llha da Pélvora (Rio Grande, RS).

Tratamentos: protegidas com lesdes simuladas e com fungicida (ELF); protegidas com
lesbes simuladas e sem fungicida (EL); protegidas sem les6es e com fungicida (EF);
protegidas sem lesdes e sem fungicida (EX); gaiolas vazadas com fungicida (VF); gaiolas
vazadas sem fungicida (VA).

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

4.2.2. Experimento 2

A avaliagdo das hastes pareadas demonstrou que a simulagdo de lesdo foliar
acarretou em um efeito significativo (teste de Wilcoxon; T = 5,0; p < 0,05) apenas no
crescimento vertical em hastes transplantadas que foram pulverizadas com fungicida (Fig.
6A,B). As hastes das folhas ndo lesionadas desse tratamento apresentaram um crescimento
vertical (20,4 + 2,2 cm 35 dias™), que foi 34% maior do que as lesionadas (15,2 + 1,3 cm
35 dias™). Em todos os tratamentos analisados, a formag&o foliar ndo apresentou diferencas
entre folhas lesionadas e nédo lesionadas (Tabela 7).

O crescimento vertical das hastes marcadas diferiu apenas entre os tipos de
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propégulos (TI), tanto nas hastes das folhas lesionadas (Fr. = 12,1; p < 0,01) quanto nas
ndo lesionadas (Friy = 7,9; p <0,01). Os efeitos FU (FryL = 0,5; p > 0,05 e Fryn=0,1; p >
0,05) e a interacdo FU X Tl (Fruixrie = 0,3; p > 0,05 e Frunxtin = 3,5; p > 0,05) nédo
apresentaram significancia. O Tl e o residuo registrou respectivamente, em torno de 20% e
75%, da variabilidade do crescimento vertical de ambos pares de hastes marcadas (com e
sem leséo foliar).

A formacdo foliar das hastes marcadas ndo foi significativamente diferente dos
efeitos analisados: TI (Fr,.=0,03; p > 0,05 e Fryy = 0,0; p > 0,05), FU (FruL = 0,03; p >
0,05 e Frun = 0,21; p > 0,05) e FU x Tl (Fruxtie = 0,31; p > 0,05 e Frunxtin = 1,9; p >
0,05). O residuo atingiu aproximadamente 95% da variabilidade da formacdo foliar das
hastes marcadas lesionadas e nao lesionadas.

A formacao de perfilhos foi fortemente determinada por Tl (F, = 16,9; p < 0,001),
que contabilizou 30% da variabilidade desta variavel. As gaiolas de rebrotes (20,5 + 2,8
perfilhos 35 dias™®) e de transplantes (6,8 + 1,1 perfilhos 35 dias™) com fungicida
apresentaram menores valores em formacao de perfilhos do que dos respectivos propagulos
sem fungicida (rebrote = 22,2 + 3,5 perfilhos 35 dias™; transplante = 7,6 + 0,8 perfilhos 35
dias™). Entretanto, o tratamento FU (Fry = 0,1; p > 0,05) e FU X TI (Fruxm = 0,02; P > 0,05)

ndo foram significativos.
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Tabela 7: Comparacgdo das taxas de crescimento vertical (cm) e de formagéo foliar entre
hastes pareadas com e sem lesdo foliar através do Teste de Wilcoxon. Hastes pertenciam a
uma mesma planta e as taxas foram calculadas ap6s 35 dias de exposicdo a lesdes

simuladas de caranguejos e aplicacdo de fungicida em um plano entremarés da Ilha da
Pdlvora (Rio Grande, RS).

Hastes pareadas e Crescimeto vertical  Formacéo foliar
dependentes com e sem lesdo com e sem lesdo
Tratamento n T Sig T Sig

Com fungicida e rebrote 10 20,0 NS 3,0 NS
Sem fungicida e rebrote 10 145 NS 8,0 NS
Com fungicida e transplante 10 5,0 * 3,0 NS
Sem fungicida e transplante 10 24 NS 2,0 NS

*p < 0,05; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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folhas de

7 — Sem lesdo
Com leséo
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Valores médios (z erro padrdo) do crescimento vertical (cm) e formacgdo de
mudas recém-transplantadas e rebrotes de S. alterniflora apés 35 dias de
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exposicdo a lesbes simuladas de caranguejos e aplicacdo de fungicida em um plano
entremarés da llha da Polvora (Rio Grande, RS).

* = diferencas significativas; conforme o Teste de Wilcoxon (p < 0,05) entre hastes
lesionadas e ndo lesionadas. Tratamentos: rebrotes com lesdes com fungicida (ERLF);
rebrotes com lesdes sem fungicida (ERL); rebrotes sem lesbes com fungicida (ERF);
rebrotes sem lesdes sem fungicida (ER); mudas transplantadas com lesbes com fungicida
(ETLF); mudas transplantadas com lesfes sem fungicida (ETL); mudas transplantadas sem
lesbes com fungicida (ETF); mudas transplantadas sem les6es sem fungicida (ET).

4.3. Biomassa fungica e o indice de senescéncia das folhas

4.3.1. Experimento 1

Ao final do Experimento 1, a biomassa de fungos nas folhas de S. alterniflora
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos de gaiolas de exclusao (F = 5,4; p
< 0,01) (Tabela 8). Folhas que ndo sofreram nenhum tipo de lesdo (EX: 0,40 + 0,13 ug erg
g*; média + erro padrdo) possuiam biomassa de fungos significativamente menores (p <
0,05; teste de Tukey) do que as folhas lesionadas sem fungicida (EL: 1,01 + 0,20 pug erg g’
1). Apesar do menor teor de ergosterol das folhas n&o lecionadas com fungicida (ELF; 0,63
+ 0,05 g erg g*) em relacdo as lecionadas sem fungicida (EL), estes dois tratamentos néo
foram estatisticamente diferentes (p > 0,05) (Fig. 7A). A grande variabilidade do ergosterol
entre as amostras resultou em uma predominancia na variabilidade do residuo na ANOVA
(74% da variacao total do ergosterol) (Tabela 8).

Os valores médios da a percentagem de area foliar danificada da S. alterniflora
diferiram entre os tratamentos (F = 20,6; p < 0,001) (Tabela 8). Os danos nas folhas EL
(45,0 £ 3,6%) foram significativamente maiores que de ELF (30,0 + 3,0%) e EX (12,0 £
4,2%). Este ultimo tratamento também apresentou diferenga (p < 0,05) com os valores
médios do ELF (Fig. 7B). O lesionamento foliar e a aplicacdo de fungicida explicaram

conjuntamente 57% da variabilidade do dano foliar.
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Tabela 8: Analises de Variancia das médias da biomassa fingica das folhas (ug erg g*;
peso fresco) e da percentagem de area foliar danificada das mudas de S. alterniflora apos
21 dias de exposicao a diferentes intensidade de herbivoria e aplicacdo de fungicida em um
plano entremarés da llha da Po6lvora (Rio Grande, RS). Os graus de liberdade (gl) e as
percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por cada tratamento

(coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade experimental) sdo apresentados.

Biomassa fungica Area foliar danificada
Tratamento gl %SQ F p %SQ F p
Fatores 2 25,9 54 ** 57,1 20,6 ikl
Residuo 31 74,1 42,9

**p <0,01; *** p <0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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Figura 7: Valores médios e erro padrdo () da biomassa fingica das folhas (ug erg g™;
peso fresco) (A) e da percentagem de area foliar danificada (B) das mudas de S. alterniflora
apos 21 dias de exposicao a lesdes simuladas de caranguejos e aplicacdo de fungicida em
um plano entremarés da Ilha da Pélvora (Rio Grande, RS).

Tratamentos em gaiolas protegidas: com lesGes simuladas e com fungicida (ELF); com
lesGes simuladas e sem fungicida (EL); sem lesbes e sem fungicida (EX).
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

4.3.2. Experimento 2
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Apo6s 35 dias, a biomassa fungica das folhas de S. alterniflora apresentaram
diferencas entre os tratamentos dos 2 tipos de propagulos (Rebrote: F = 7,3; p < 0,001;
Transplante: F = 9,3; p < 0,01) (Tabela 9A,B). Os valores médios da biomassa de fungos
das amostras foliares lesionadas das hastes de transplantes (ETL) foram significativamente
maiores (p < 0,05) do que a das folhas ETLF e ET. Em hastes de rebrotes, as folhas
lesionadas também tiveram resultados médios significativamente superiores aquelas com
lesGes e que foram pulverizadas com fungicida (ERLF) e das amostras foliares do controle
(ER). (Fig. 8A).

A percentagem de area foliar danificada diferiu entre os tratamentos (Rebrote: F =
6,9; p < 0,001; Transplante: F = 12,0; p < 0,001) (Tabela 9A,B). Os valores médios de
danos nas folhas ETL foram significativamente maiores (p < 0,05, teste de Tukey) do que o
ET. Assim como hastes de transplantes, as folhas de hastes de rebrote ERL foram
significativamente mais danificadas do que o ER. A percentagem de area foliar danificada
foi maior em transplantes que em rebrotadas, entretanto a aplicacdo de fungicida nédo

influenciou o dado foliar (Fig. 8B).

Tabela 9: Analises de Variancia das médias da biomassa fngica das folhas (ug erg g;
peso fresco) e da percentagem de area foliar danificada da S. alterniflora apds 35 dias de
exposicdo a lesBes simuladas de caranguejos e aplicacdo de fungicida em um plano
entremarés da Ilha da Pdlvora (Rio Grande, RS). Os graus de liberdade (gl) e as
percentagens da Soma dos Quadrados (%SQ) contabilizadas por cada tratamento
(coeficiente eta quadrado de explicacdo da variabilidade experimental) sdo apresentados. A

- Folhas de hastes rebrote; B - folhas de hastes recém-transplantadas. Tratamento

A)
Biomassa fungica Area foliar danificada
Tratamento gl %SQ F p %SQ F p
Fatores 2 51,3 7,3 *x 49,8 6,9 *x
Residuo 14 48,7 50,2

** p <0,01; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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B)

Biomassa fungica Area foliar danificada
Tratamento gl %SQ F p %SQ F p
Fatores 2 57,0 9,3 ** 63,1 12,0 folekal
Residuo 14 43,0 36,9

**n<0,01; *** p <0,001; NS: ndo significativo (p > 0,05).
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Figura 8: Valores médios e erro padrdo (+) da biomassa flngica das folhas (ug erg g™;
peso fresco) e da area foliar senescente (%) das mudas de S. alterniflora apds 35 dias de

exposicdo a lesbes simuladas de caranguejos e aplicacdo de fungicida em um plano
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entremarés da Ilha da Pélvora (Rio Grande, RS).

Tratamentos: rebrotes com lesdes com fungicida (ERLF); rebrotes com lesbes sem
fungicida (ERL); rebrotes sem lesfes sem fungicida (ER); mudas transplantadas com lesdes
com fungicida (ETLF); mudas transplantadas com lesdes sem fungicida (ETL); mudas
transplantadas sem lesdes sem fungicida (ET).

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

5. DISCUSSAO

5.1. Mortalidade e crescimento de mudas de S. alterniflora em diferentes intensidades

de herbivoria

O uso das gaiolas de exclusdo demonstrou ser eficiente contra o intenso pastoreio de
caranguejos N. granulata (média do niimero de tocas m™ = 15,0 + 1,0), tanto que nenhuma
muda de S. alterniflora protegida morreu ao longo do experimento. J& as plantas que
estavam em gaiolas vazadas tiveram uma sobrevivéncia de aproximadamente 65% apds 21
dias. Estudos realizados anteriormente, durante o periodo de verdo e outono, encontraram
densidades médias de tocas de N. granulata nos planos entremarés da llha da Po6lvora entre
10 e 34 tocas m™ (Rosa & Bemvenuti, 2004; Alberti et al., 2007; Silva, 2014). Marangoni
& Costa (2012) observaram que ap6s 30 dias de transplante de mudas de S. alterniflora em
um plano de lama da llha da Pdlvora, 25% das mudas morreram devido a pastagem por N.
granulata. A densidade de tocas e o impacto da herbivoria por N. granulata observados no
Experimento 1 foram compativeis com situagdes ja observadas desse organismo. D’Incao
et al. (1992) relatam densidades desses herbivoros de até 98 ind m™ em outras partes do
estuario da Lagoa dos Patos. O pastoreio de N. granulata sobre S. alterniflora afeta o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das suas hastes (Costa et al., 2003). Alberti et al. (2007)
também demonstraram que os efeitos negativos no crescimento de plantas desse género séo
mais acentuados nas margens de planos entremarés de marismas ou nas regides onde nao
tém a presenca de varias plantas ao seu redor (Como ocorreu no presente experimento).

Assim como em nossos experimentos, Daleo et al. (2009) demonstraram que a
pastagem por N. granulata reduz a altura da S. alterniflora (média redugdo =~ 25% apds 16
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meses). Alberti et al (2007) observou uma reducéo da altura das hastes de S. alterniflora
pastadas por N. granulata de 45% em relacdo a hastes ndo pastadas apds um ano e meio de
experimentacao. Anteriormente, Costa et al. (2003) observaram uma reducdo significativa
das hastes de S. alterniflora com o aumento da intensidade de pastagem por N. granulata.
Silliman & Zieman (2001) constataram que o pastoreio do caramujo L. irrorata, em gaiolas
de inclusdo com alta densidade (144 ind. m™), acarretou igualmente em reduco de cerca de
20% da altura das plantas de S. alterniflora apos 4 meses.

O namero de folhas vivas de S. alterniflora nas gaiolas vazadas foi reduzido a 1/6
do valor médio de folhas das gaiolas de exclusdo pelo ataque dos caranguejos N. granulata.
Insetos sugadores de seiva, como o Prokelisia marginata, também reduzem
significativamente o namero de folhas vivas da S. alterniflora (Moon & Stiling, 2002). A
preservacdo das folhas pelo uso de gaiolas de protecdo permitiu que mudas de S.
alterniflora apresentassem um perfilhamento 440% maior do que as mudas de gaiolas
vazadas. Este perfilhamento, por sua vez, € um dos principais determinantes da biomassa
aérea de S. alterniflora (Daleo et al., 2009), consequentemente N. granulata exerce forte
controle sobre a produtividade da S. alterniflora. O valor médio de biomassa aérea seca (g
m) de S. alterniflora do EL foi 160% maior do que as mudas das 2 gaiolas vazadas (VA e
VF). Silliman & Newell (2003) encontraram biomassas de S. alterniflora em gaiolas
protegidas aproximadamente 100% maiores do que aquelas desprotegidas dos herbivoros.

Contrastando com a marcada reducgéo de crescimento das gaiolas vazadas, sob baixa
intensidade de herbivoria (e.g., lesdes simuladas nas folhas; EL e ELF) S. alterniflora teve
a producdo de novas hastes estimuladas, apresentando um maior nimero de perfilhos do
que os tratamentos restantes. As plantas de S. alterniflora sdo conhecidas por tolerar
cortes/pastagem de suas folhas, e em alguns casos, esses danos nas plantas como uma
medida controle, podem até impulsionar a producdo de novos perfilhos (Aberle, 1990). Ja
foi descrito por Verkaar (1988) que a pastagem por herbivoros pode alterar a fisiologia da
planta em modos que pode melhorar ou reduzir a habilidade da planta em crescer/rebrotar
apos ter sofrido herbivoria. Alguns herbivoros inclusive podem promover o
desenvolvimento da planta através de um consumo moderado (e.g., compensacao; Hawkes

& Sullivan, 2001; Yamauchi & Yamaura, 2004). O mecanismo de como lesGes parciais de
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um pequeno nuamero de folhas pode estimular o perfilhamento de S. alterniflora deve ser
melhor estudado. Esta pode ser uma ferramenta de manejo muito importante de novos
transplantes, para a tomada de deciséo da instalagdo ou ndo exclusdes de caranguejos, Visto
que talvez em baixa abundéncia a manutencao dos caranguejos possa ser recomendada para
estimulagéo do perfilhamento.

Os resultados do Experimento 2 demonstraram que a resposta a herbivoria das
plantas de S. alterniflora é grandemente dependente do tamanho do propagulo exposto ao
herbivoro. Por exemplo, o nimero de folhas por hastes de rebrote e de hastes de transplante
recente ndo lesionadas com fungicida foram, respectivamente, cerca de 20% e 6% maiores
do que das hastes que sofreram lesdo. Hastes de propagulos j& estabelecidos (rebrotes)
tiveram valores médios de altura em torno de 24% mais altos do que hastes recém-
transplantadas. Outros autores (Bertness, 1991; Alberti et al., 2007; Mendonga & Costa,
2008; Marangoni & Costa, 2012) apontaram que as mudas pequenas e recém- estabelecidas
sdo mais vulneraveis a estresses ambientais (e.g., alta salinidade, anoxia e herbivoria) do
que propagulos maiores e/ou densamente enraizados. Desta maneira, a vulnerabilidade das
mudas de S. alterniflora ao pastoreio de N. granulata reduz marcadamente com o tamanho.
Consequentemente, um maior sucesso na ocupacao espacial por mudas de S. alterniflora
transplantadas em areas densamente habitadas por esse caranguejo poderia ser alcancado
através de mudas maiores (tufos com 10 ou mais hastes) ou exclusdo de caranguejos nos 2

primeiros meses de estabelecimento.

5.2. Facilitacdo da infeccdo de fungos por caranguejos e o uso do ergosterol como

medida de biomassa de fungos

As analises nas folhas de S. alterniflora confirmaram que as lesfes simuladas do
caranguejo N. granulata facilitaram na invaséo fungica, corroborando com os resultados
encontrados por Silliman & Newell (2003; lesbes de L. irrorata) e Daleo et al. (2009;
lesbes de N. granulata). Diferentemente dos trabalhos citados acima, foi possivel avaliar
que, sob lesionamento parcial de algumas folhas, esses microorganismos nao afetaram os

parametros biométricos de mudas da S. alterniflora em processo de estabelecimento sobre
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um plano entremarés nos 2 experimentos executados na Ilha da Polvora.

As simulacdes de lesdes nas folhas tém demonstrado que o simples mecanismo de
abertura do tecido vegetal € uma engenharia ampla em promover invasao e crescimento de
fungos em folhas de S. alterniflora, uma vez que os esporos sdo onipresentes em toda
superficie da marisma (Newell, 2001a; Silveira, 2012). E importante salientar que em um
trabalho realizado com diversidade de fungos por Silveira (2012), foi encontrado que 0s
géneros Fusarium sp. e Rhizoctonia sp. sdo os mais frequentes em folhas de S. alterniflora
na llha da Polvora durante o periodo de verdo-outono. Os fungos pertencentes ao género
Fusarium podem provocar manchas foliares e estdo associados a decomposicdo das hastes
de S. alterniflora, no entanto, ndo existem provas de que esses microorganismos por si so
possam causar a mortalidade de plantas dessa espécie (Elmer et al., 2011). Além disso,
LaMondia & Martin (1989) demonstraram que uma interacdo das lesdes de nematoides
com fungos do género Rhizoctonia pode aumentar a severidade da decomposicao das hastes
de morangos. Consequentemente, existem poucas evidéncias que estes fungos mais
frequentes possam ser patdgenos, bem como que a pulverizagdo com Daconil e a inibi¢éo
dos fungos possa levar a um beneficio para o crescimento das mudas de S. alterniflora.

A infeccéo foliar de fungos em mudas de S. alterniflora mostrou ser dependente da
sensibilidade da muda a ac&o do herbivoro, que foi associada ao tamanho do propagulo. A
adicdo do fungicida Daconil limitou o crescimento de fungos principalmente nas folhas
com lesdes das hastes recém-transplantadas do Experimento 2. Folhas de hastes
transplantadas lesionadas (ETL) tiveram biomassa fungica 50% superioras das hastes de
rebrotes lesionadas (ERL). Adicionalmente, a biomassa fungica das folhas lesionadas
(ETL) foi cerca de 160% maior do que aquelas com dano e presenca de fungicida (ETLF).
O estresse que as plantas transplantadas sofrem para se adaptar a zona entremarés pode ter
facilitado a infeccéo fungica em suas lesdes foliares e uma maior biomassa de fungos do
que nas plantas ja estabelecidas no ambiente (rebrote). Esse fato pode ser relacionado com
a percentagem de dano foliar, pois as folhas que apresentaram maiores valores médios
desse pardmetro também exibiram os mais altos teores de ergosterol. Sieg et al. (2013)
encontraram os valores mais altos de ergosterol (30,7 + 7,1 ug erg g™ peso seco) nos

tecidos foliares que estavam bem danificados pelo ataque dos caramujos L. irrorata (= 10
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cm cada folha) de S. alterniflora coletadas em uma marisma da Gedrgia (EUA).
Adicionalmente, Silliman & Newell (2003) identificaram que a propria deposicdo de
“pellets fecais” nas folhas de S. alterniflora por esses caramujos também facilita uma maior
infecgdo fungica.

Cabe destacar que, 0 aumento de 21 para 35 dias de periodo experimental na Ilha da
Pdlvora, do Experimento 1 para o Experimento 2, pode ter ocasionado em maiores valores
de biomassa de fungos nas folhas de S. alterniflora. As duracdes dos experimentos foram
limitadas devido ao risco de diversas folhas lesionadas/senescentes serem levadas pela alta
frequéncia de alagamento (= 70%) do plano de lama. A producdo de ergosterol pode estar
relacionada as caracteristicas especificas das espécies de fungos, ou em uma mesma espécie
de fungo durante as diferentes fases do ciclo de vida (Newell, 1992; Gessner & Chauvet,
1993). Somado a isso, uma grande diversidade de outros fatores, como a taxa de
crescimento, temperatura, oxigénio e disponibilidade de nutrientes, afetam a producdo do
ergosterol (Newell, 1992; Gessner & Chauvet, 1993; Medeiros et al., 2009).

6. CONCLUSAO

O N. granulata atua como um importante organismo regulador na sobrevivéncia,
crescimento e perfilhamento de mudas de S. alterniflora transplantadas em planos
entremarés do sul do Brasil. Ao longo do trabalho, foi demonstrado que as lesGes simuladas
do caranguejo N. granulata estimulam a infeccdo de fungos nas folhas da planta. A
infeccdo fungica acelera a degeneragdo foliar, mas causa poucos efeitos no
desenvolvimento das plantas.

E possivel afirmar que ha um maior impacto de herbivoros e fungos nas plantas
recém-estabelecidas nas marismas. Estudos detalhados de caracterizacdo de espécies de
fungos patogénicas e saprofitas em plantas de Spartina, bem como sobre a resisténcia
destas espécies de fungos a fungicidas e os efeitos tdxicos destes pesticidas aos caranguejos
necessitam ser desenvolvidos. InformacGes sobre o tempo médio de absor¢do de pesticidas
nas plantas e métodos alternativos para o controle da herbivoria por caranguejos sao

necessarios para um maior sucesso dos transplantes de plantas de marismas.
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CONCLUSOES GERAIS

o Atraveés dos experimentos realizados, foi possivel observar uma grande eficiéncia do
inseticida Malathion no controle da herbivoria do afideo H. setariae sobre mudas de
S. alterniflora produzidas em uma estufa ndo climatizada.

o Foi verificado um alto impacto de afideos e fungos no desenvolvimento das mudas
de S. alterniflora que ndo foram pulverizadas com inseticida.

o A aplicacdo do fungicida Daconil em plantas de S. alterniflora, sob intenso
pastoreio de afideos no ambiente de estufa, ndo causou efeitos téxicos no
desenvolvimento da planta, no entanto, demonstrou ndo afetar/diminuir a ocorréncia
de fungos e manchas nas folhas.

o As lesbes e possivelmente a prépria secre¢do da melada (“honeydew”) durante a
alimentacdo dos afideos nas folhas de S. alterniflora acarretou na facilitacdo da
infeccdo de fungos nessas plantas.

o O caranguejo N. granulata causou um grande impacto no
crescimento/desenvolvimento das mudas transplantadas de S. alterniflora em uma
zona entremares da llha da Pélvora.

o As lesbes simuladas desses caranguejos facilitaram na infeccdo de fungos nas folhas
de S. alterniflora, assim como na acelerag@o da senescéncia dessas folhas. Por outro
lado, esses microorganismos ndo afetaram marcadamente os parametros biometricos
das plantas de S. alterniflora nessa area transplantada. A pulverizacdo do fungicida
Daconil em plantas de S. alterniflora, transplantadas para um plano entremarés na
regido estuarina, limitou a infeccdo de fungos (biomassa flungica) em folhas
lesionadas, mas ndo afetou os parametros biometricos das plantas. Portanto, ndo se
recomenda a utilizagdo desse pesticida em mudas transplantadas de S. alterniflora,
quando as condi¢gbes ambientais forem semelhantes as observadas na zona

entremarés da llha da Pélvora.
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ANEXO 1
Desenho amostral do cultivo de Spartina alterniflora em bandejas sob diferentes

tratamentos realizados em uma estufa ndo climatizada (Rio Grande - RS) durante 90 dias.

CO FU IN IN+FU
(n=23) (n=23) (n=23) (n=23)

N !
—

20 mudas em cada bandeja

|

Pulverizagao pesticidas: cada 3 semanas

|

90 dias

|

AvaliagOes biométricas e fitossanitarias

Legendas:

CO = controle (sem pesticidas)

IN = aplicacdo de inseticida

FU = aplicacdo de fungicida

IN+FU = aplicacdo conjunta de inseticida e fungicida
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ANEXO 2

Folhas de Spartina alterniflora digitalizadas que foram coletadas em uma estufa néo
climatizada: sadia (lado esquerdo; tratada com inseticida e fungicida) x altamente infestada
(lado direito; ndo pulverizada com inseticida ou fungicida)
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ANEXO 3

Fotografia de uma folha de Spartina alterniflora lesionada naturalmente por um caranguejo

Neohelice granulata em um plano de lama entremarés na Ilha da Pdlvora (Rio Grande, RS).
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ANEXO 4

Desenho amostral das gaiolas de exclusdo e vazadas com mudas transplantadas de Spartina

alterniflora durante o desenvolvimento do Experimento 1 em um plano entremarés na llha

da Pélvora.

DO OO @

VA EX ELF

EL

_

“_ (n =10 mudas por tratamento)
N
2 folhas lesionadas de cada haste principal
Pulverizacéao fungicida: semanal
21 dias
Avaliacbes biométricas e ergosterol
Legendas:

VA = gaiolas vazadas sem fungicida

EX = protegidas sem lesdes e sem fungicida

VF = gaiolas vazadas com fungicida

EF = protegidas sem lesOes e com fungicida

ELF = protegidas com lesGes simuladas e com fungicida
EL = protegidas com lesdes simuladas e sem fungicida

90



ANEXO 5

Gaiolas de exclusdo e vazadas com plantas de Spartina alterniflora durante o

desenvolvimento do Experimento 1 em um plano entremarés na Ilha da Pdlvora (Rio
Grande, RS).
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ANEXO 6
Fotografias de lesGes simuladas do caranguejo Neohelice granulata em folhas de Spartina
alterniflora. (A) Lesbes recém-estabelecidas; (B) LesGes ap0s 35 dias do pastoreio

simulado recobertas por biomassa fungica.
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ANEXO 7
Desenho amostral das gaiolas de exclusdo com plantas (rebrote e transplantadas) de
Spartina alterniflora durante o desenvolvimento do Experimento 2 em um plano

entremarés na llha da Pélvora.

R ERL ERF ERLF

m

ET| [ETL ETF| |ETLF
. (n =5 hastes selecionados por tratamento) -
—

2 folhas lesionadas de cada propagulo selecionado

v

Pulverizacédo fungicida: a cada 5 dias

v

35dias

'/

Avaliacdes biométricas e ergosterol

Legendas:

ER = rebrotes sem lesdes foliares em auséncia de fungicida

ERL = rebrotes com les@es foliares em auséncia de fungicida

ERF =rebrotes sem lesdes foliares em presenca de fungicida

ERLF =rebrotes com lesdes foliares em presenca de fungicida

ET = mudas transplantadas sem les6es foliares em auséncia fungicida
ETL= mudas transplantadas com lesdes foliares em auséncia de fungicida
ETF =mudas transplantadas sem lesdes foliares em presenca de fungicida
ETLF = mudas transplantadas com lesdes foliares em presenca de fungicida
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