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Resumo

A palma forrageira gigante (Opuntia ficus-indica) € uma das culturas mais cultivadas no
semiarido brasileiro, sendo mais usada na alimentacdo animal. Um dos problemas
recentes que acometem os cladddios de palma é a presenca de alguns patégenos que
afetam a producdo e desenvolvimento dos palmais. Um dos métodos mais comuns de
controle dos patdgenos que acometem a Opuntia é o uso do fungicida organico calda
bordalesa, todavia, 0 constante contato com a calda, pode causar danos a saude por ser
corrosiva em contato direto com a pele e mucosas, além de perda na producao por
toxicidade. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo identificar os patdgenos
fangicos associados as podriddes por meio de marcadores morfoldgicos e moleculares,
bem como avaliar 0 uso de Oleos essenciais como alternativas de manejo desses
patdgenos associados as doengas em palma forrageira gigante no estado da Paraiba.
Foram testados os Oleos de Alecrim (Rosmarinus officinalis), Cravo (Syzygium
aromaticum), Girassol (Helianthus annuus), Hortela (Mentha sp.) e Semente de Uva
(Vitis vinifera). Em uma concentragdo de 2,0%, além do fungicida (calda bordalesa),
também a 2% e &gua destilada esterilizada (ADE) como testemunha. O experimento em
campo foi conduzido durante 10 meses na area experimental Cha de Jardim, municipio
de Areia, utilizando um delineamento de blocos casualizados, distribuidos em 4 blocos,
7 tratamentos com 4 unidades experimentais. Foi realizado controle in vitro do isolado
Fusarium oxysporum f. sp. cumini, um dos grupos de fitopatdgenos mais importantes, e
testado a acdo dos tratamentos na concentracao de 1%, durante 7 dias, com temperatura
de 25°C. Os patogenos isolados das raquetes de palma, foram sequenciados para
identificacdo molecular utilizando marcadores ITS, com o intuito de descobrir o epiteto
especifico dos patdgenos. Analisando os resultados, com o sequenciamento foi possivel
identificar as espécies Fusarium oxysporum, Alternaria tenuissima e Scytalidium
hyalinum, sendo associados a podridBes nas raquetes da palma. No manejo em campo, 0
6leo de cravo proporcionou resultados mais eficientes que os demais tratamentos. Os
6leos ndo diferiram estatisticamente da calda bordalesa. No controle in vitro o dleo de
horteld inibiu completamente o crescimento do patdgeno e apresentou os melhores
resultados em todas as analises realizadas.

Palavras-chave: controle alternativo, Oleos essenciais, Fusarium oxysporum,
Scytalidium hyalinum, identificacdo molecular.



Abstract

The giant forage palm (Opuntia ficus-indica) is one of the most cultivated crops in the
Brazilian semi-arid, being more used in animal feed. One of the recent problems
affecting palm cladodes is the presence of some pathogens that affect palm production
and development of palms. Considered a common method of controlling the pathogens
that affect Opuntia is the use of the organic fungicide Bordeaux syrup, however, the
constant contact with the syrup can cause damage to health by being corrosive in direct
contact with skin and mucous membranes, production loss due to toxicity. Thus, the
main goal of this work was to identify fungal pathogens associated with rotting by
means of morphological and molecular markers, as well as to evaluate the use of
essential oils as alternatives for the management of these pathogens associated with
diseases in giant forage palm in the state of Paraiba. The oils of Rosmarinus officinalis,
Syzygium aromaticum, Helianthus annuus, Mentha sp. Vitis vinifera. Were tested with
concentration of 2.0%, besides the fungicide (Bordeaux syrup), also with 2% and
sterilized distilled water (ADE) as a control. The experiment in the field was conducted
for 10 months in the experimental area of Cha de Jardim, Areia district, using a
randomized block design, distributed in 4 blocks, 7 treatments with 4 experimental
units. Usind “in vitro” control of Fusarium oxysporum f. sp. cumini, one of the most
important phytopathogen groups, and tested the action of the treatments at 1%
concentration for 7 days at a temperature of 25°C. The pathogens isolated from the palm
rackets were sequenced for molecular identification using ITS markers, in order to
discover the specific epitope of the pathogens. By analyzing the results, it was possible
to identify the species Fusarium oxysporum, Alternaria tenuissima and Scytalidium
hyalinum, being associated with rotting on the palm rackets. In field management, clove
oil yielded more efficient results than the other treatments. The oils did not differ
statistically from the Bordeaux mixture. However, in vitro control the peppermint oil
completely inhibited the growth of the pathogen and presented the best results in all
analyzes.

Key-words: alternative control, essential oils, Fusarium oxysporum, Scytalidium
hyalinum, molecular identification.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a palma € cultivada principalmente nas regides aridas e semiaridas,
devido a sua alta capacidade de suportar regiGes secas e quentes. Dessa forma, o
Nordeste do Brasil, possui a maior area cultivada do mundo, sendo estimada em 500 mil
hectares, visando a subsisténcia da pecudria nos estados abrangidos pela regido do
Nordeste. Essa regido apresenta algumas dificuldades em relacdo a sustentabilidade dos
sistemas de producdo de alimentos, principalmente pelo histérico de secas ciclicas,
responsaveis por impactos severos na agropecuaria, incluindo a perda de animais e
lavouras, levando ao agravamento de problemas sociais, ambientais e econémicos
(LINDOSO et al., 2013; BATISTA et al., 2018).

A cultura de palma é utilizada como forragem, pois € possivel suprir a
necessidade de agua, além de ser rica em carboidrato ndo fibroso, tornando-a assim,
uma principal fonte de energia para os ruminantes (SANTOS et al., 2012). Sendo assim,
a FAO (Food and Agriculture Organization) reconhece o potencial da palma e sua
importancia econdmica no desenvolvimento das regides semiaridas, através da
exploracdo de muitas espécies, com consequéncias muito positivas para 0 meio
ambiente e para seguranca alimentar (CHIACCHIO et al., 2006).

Algumas doencas acometem a producdo de palma, tendo como principais agentes
causais os fungos, originando podriddes e totais perdas na producdo (LOPES, 2012),
destacando-se: podriddo preta (Lasiodiplodia theobromae), gomose (Dothiorella ribis),
podriddo de fusario (Fusarium solani), murcha de fusario (Fusarium oxysporum f. sp.
opuntiarum), podriddo do colo (Phytophthora cactorum), podriddo de rizoctonia
(Rhizoctonia solani), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) e mancha de
Alternaria (Alternaria tenuis) (SOUZA, 2010). No entanto, a etiologia de muitas dessas
doencas ainda nao foi totalmente definida, j& que muitos desses patdgenos, classificadas
por seus determinadores sdo, na verdade, grandes grupos morfologicos com elevada
diversidade de espécies filogenéticas (WEIR et al., 2012; COLEMAN, 2016).

Com relacdo ao manejo de doencas, um controle natural surge com alternativa ao
uso de produtos quimicos, sendo importante para 0 uso de uma agricultura sustentavel,
além de que, ndo proporciona resisténcia aos patdgenos controlados. Dessa forma, a
utilizacdo de métodos naturais constitui-se como uma das tecnologias apropriadas para

o atual conceito de agricultura agroecologica com uso minimo de defensivos.
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Atualmente s&o utilizados métodos alternativos de controle fitossanitario, na
substituicdo de agrogquimicos, para o controle de doencas e pragas na agricultura,
visando gerar o minimo de impacto sobre o ecossistema (PAULA JUNIOR et al., 2016;
MACHADO, 2018). Sendo assim, o uso de 0leos essenciais vem sendo alvo de muitos
estudos ao longo dos anos. Muitas plantas produzem esses metabdlicos que apresentam
baixa toxicidade a mamiferos, além de possuirem um papel fundamental na defesa
contra predadores e fitopatdgenos (COSTA et al., 2011; PEIXINHO et al., 2017).

Marcadores moleculares permitem gerar uma grande quantidade de informac6es
sobre diversidade genética e das relagdes filogenéticas dos individuos analisados, por
essa razdo, estdo sendo muito utilizadas para identificacdo de espécies de
microrganismos buscando identificar diferentes espécies que possuem similaridades
morfologicas (KIMURA, 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

e Manejo e identificacdo de patdgenos em palma forrageira por meio de

marcadores moleculares.

2.2. Obijetivos especificos:

e Identificar os patdgenos flangicos associados as podriddes de palma
forrageira gigante no municipio de Areia - PB por meio de marcadores
morfoldgicos, fenotipicos e moleculares;

e Auvaliar o uso de 6leos essenciais in vitro e in vivo como forma de manejo
alternativo dos patdgenos associados as podriddes de palma forrageira

gigante no municipio de Areia - PB.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aspectos gerais da palma forrageira

A espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill, popularmente conhecida como palma
forrageira, € um vegetal exético de origem mexicana. Depois de identificada, a O. ficus
indica foi introduzida na Espanha, devido as propriedades contra o escorbuto e
sequencialmente no Mediterraneo. Atualmente, é encontrada nos demais continentes
(ADLI et al., 2017). De acordo com Silva (2007a) no Nordeste do Brasil sdo
encontrados trés tipos distintos de palma: gigante Opuntia ficus indica; redonda —
(Opuntia sp) e mitda — Nopalea cochenilifera.

Um dos principais interesses associado aos cactos é a capacidade de armazenar
agua em cladddios suculentos espinhosos, além de realizarem fotossintese pelo
metabolismo da via CAM (NOBEL, 2001). Dessa forma, os fatores ambientais, como a
temperatura e precipitacao, permitiram a diversidade da familia com maiores registros
no México, seguido pelo Brasil, Bolivia e Peru (MOURELLE et al., 1997; ORTEGA et
al., 2010).

As opuntias fazem parte do ambiente natural e dos sistemas agricolas e foram
nomeadas de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Esta espécie de cacto é considerada a mais
importante do mundo (KIESLING, 1999). E cultivada na América, Africa, Asia, Europa
e Oceania (CASAS et al., 2002). Pode ser encontrada em diversos ambientes em todo o
globo, indo desde o Canadé até a PatagOnia, Argentina, podendo ser encontrada também
em lugares ao nivel do mar ou com até 5 100 m de altitude, como exemplo do Peru
(BRAVO HOLLIS et al., 1995; FAO, 2017).

O género Opuntia espalhou-se rapidamente em varias regides, visto que, o vegetal
pode adaptar-se a diversos ambientes, 0 que se deve a sua alta variagdo genética, que se
origina da grande diversidade ecoldgica das areas de onde sdo nativas. Devido a essa
adaptacdo, a palma forrageira torna-se, as vezes, uma ameaca a biodiversidade nativa
(FAO, 2017). Outro motivo que pode ser somado ao alto grau de diversidade da espécie
é a reproducdo sexual e propagacdo vegetativa (ADLI et al., 2017).

A O. ficus-indica é habitualmente encontrada em regides semiaridas, onde as
caracteristicas morfofisiologicas permitem uma adaptagéo a climas aridos e semiaridos
(SILVA et al., 2012a). O Brasil possui uma area de producdo de 500.000 hectares de

palma forrageira, na qual se adaptou rapidamente as condic¢des climaticas impostas pelo
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Nordeste brasileiro, com maior destaque para os estados da Paraiba, Pernambuco,
Sergipe e Alagoas, onde é considerada um vegetal de grande importancia para a regido,
sendo utilizada como alimento na pecuaria, combatendo fome e desnutri¢do dos animais
durante longas estiagens (FREIRE et al., 2015). No ultimo Censo Agropecuario
realizado pelo IBGE (1995), mostrou que o estado da Paraiba possuia cerca de 23.708

hectares de area colhida de lavouras temporérias e grupos de area total.

3.2. O uso da palma gigante

O ndmero de pequenos produtores de palma € grande, onde a maior parte da
producdo é destinada a forragem. Vale destacar que o Brasil é o pioneiro de produgdo e
tecnologia intensiva de forragem, assim, a O. ficus-indica atinge o mais alto nivel de
producdo em massa seca no mundo (FAO, 2017).

Os principais usos atuais da palma forrageira sdo destinados a alimentagéo
humana, todavia, seu uso, porém, esbarra no preconceito, visto que, tradicionalmente, as
palmas sdo usadas como racdo animal. Vale salientar que, a palma tem valor nutritivo
maior que alguns alimentos, como a couve (Brassica oleracea), a beterraba (Beta
vulgaris) e a banana (Musa sp.), com a vantagem de ser um produto mais econémico
(SILVA et al., 2015).

Na alimentacdo animal, o farelo da palma possui fonte alternativa de energia na
alimentacdo dos ruminantes (LOPES, 2012). Dessa forma, as palmas podem ser
alternativas eficazes de combate a fome e a desnutricdo no semiarido nordestino por
serem ricas em vitaminas A e do complexo B e C, em minerais, tais como, calcio,
magnésio, sodio e potassio, e em 17 tipos de aminoacidos. Outros usos da palma sao
destinados ao uso da medicina natural, na producdo de cosméticos (xampu, sabonetes,
locdes), no uso agrondmico (cercas-vivas, protecdo do solo) e por fim, na producdo de
energia (SILVA et al., 2015).

A producdo sustentdvel de biocombustiveis lignocelulésicos requer um
fornecimento suficiente de biomassa como matéria prima. Nesse caso, entram as
palmas, que com sua elevada producédo de biomassa e alta eficiéncia no uso da agua,
apresentam-se altamente viaveis como culturas bioenergéticas em regifes semiaridas
(SILVA et al., 2015) e nesse sentido, um manejo de doengas menos Oneroso e mais

eficiente proporcionariam cultivos mais sustentaveis.



18

3.2.1. Importancia socioeconémica da palma forrageira no Nordeste

Um relatério realizado pelo Banco do Nordeste do Brasil (BNB, 1959) revelou
que a palma foi introduzida no Nordeste brasileiro em 1886 por Herman Lundgren, que
se instalou no estado de Pernambuco e importou da California cladodios-semente de
palma desprovida de espinhos, uma variedade hibrida. A mesma variedade estava sendo
utilizada nas zonas semiaridas da California, para a alimentacdo dos rebanhos bovinos e
mostrou que essa variedade, denominada cactus de Burbank, foi desenvolvida pelo
botanico americano Luther Burbank e se adaptou favoravelmente ao clima nos sertdes
do Nordeste brasileiro (LIRA et al., 2017).

Foi incumbido ao Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), a
realizacdo de tentativas de difusdo da utilizacdo da palma para fins de alimentacdo
animal, principalmente nos estados incluidos no Poligono das Secas (BNB, 1959). No
inicio, ndo foi obtido o sucesso esperado, pois poucos produtores rurais nao
demonstraram interesse pela cultura. Entretanto, em 1946, a Secretaria de Agricultura
do estado de Alagoas passou a incentivar o cultivo da palma, por meio da distribuigédo
de mudas e prémios aos que se mostravam interessados pela palma forrageira. Por esse
incentivo, varios municipios do estado se transformaram em zonas de producéo animal,
com enfoque maior na producdo de bovinos leiteiros e de corte. Sendo assim, o0 sertdo
de Alagoas se tornou uma das bacias leiteiras mais importantes do Nordeste, assim
como o agreste de Pernambuco, somam duas regides onde a palma é a principal fonte de
alimentos da dieta animal (LIRA et al., 2006; NEVES et al., 2009; ALMEIDA, 2012).

Na Paraiba, a cultura da palma forrageira cobre uma area de 150 mil hectares em
todo o estado, sendo que, a maioria é cultivada nas areas semiaridas. Essa cultura é
necessaria para o desenvolvimento econémico e social da agropecuédria da regido,
principalmente durante o periodo de estiagem, j& que as espécies nativas nao
suportavam o estresse hidrico. (FIGUEIREDO, 2010; BEZERRA et al., 2014).

O aumento do plantio e do emprego da cultura de palma forrageira no dia-a-dia so
ocorreu por causa da adaptacdo a ambientes aridos, a toleréncia aos periodos de
estiagem e as temperaturas elevadas. Entretanto, isso sO foi possivel devido ao
mecanismo fotossintético, CAM — mecanismo de acido das crassulaceas — na qual
possuem mais eficiéncia no uso da agua em relacdo as demais (C3 e C4) (SNYMAN,
2006; 2013).
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O zoneamento de aptidao climatica € um instrumento de extrema importancia e
vastamente utilizada no planejamento da producéo e rendimento agricola. Dessa forma,
sabendo da importdncia do conhecimento do zoneamento agroclimatico para a
agricultura, diferentes regibes brasileiras tém realizado esse estudo para diferentes
plantagdes, como também da palma forrageira (NUNES et al., 2007; MEDEIROS et al.,
2009; POSSAS et al., 2012; ASSAD et al., 2013; BEZERRA et al., 2014).

Segundo Bezerra et al., (2014), foi constatado que a mesorregido da Borborema é
a regido mais favoravel para o cultivo da cultura, ja que, a regido propicia as melhores
condigdes climéaticas. As Unicas restricbes para o cultivo da palma forrageira na
mesorregido da Borborema estdo relacionadas com a precipitacdo, cujas médias ndo
ultrapassam os 368 milimetros, o limite inferior da aptiddo plena. Outra limitacdo
ocorre no noroeste da mesorregido, e esta relacionada as temperaturas, cujos valores
médios sdo superiores ao limite superior da aptidédo plena.

Dessa forma, as restricdes necessarias para o cultivo da O. ficus-indica quanto as
temperaturas, se deve ao fato de que essa variavel ambiental influéncia no mecanismo
de absor¢do de CO2, como citado por Nobel et al., (1984). Elevadas temperaturas
inibem a abertura dos estdbmatos e, consequentemente, as atividades fotossintéticas
(NOBEL, 1994). Sabendo disso, a melhor regido para a produtividade da cultura é a
regido do Agreste Pernambucano, devido as temperaturas amenas (MOURA et al.,
2011).

No estado da Paraiba, a produtividade da palma forrageira na regido da
Borborema chegou a ser aproximadamente 68% superior aos valores observados no
Sertdo (LIMA, 2011; SOUSA et al., 2012a).

3.3. Doencas em palma forrageira

Apesar das formas de adaptacdo, os problemas fitossanitarios da palma forrageira
podem ser considerados como um dos fatores limitantes para a exploragdo da cultura.
Essas doencas atacam diversas cultivares, causando perdas e prejuizos devido aos
ataques de fungos e bactérias (LIRA et al., 2017).

Os fungos representam, o maior grupo de patdgenos dos vegetais, sendo assim,
também sdo os mais disseminados na cultura de palma forrageira (GRANATA, 2001).
Os fungos possuem uma fase vegetativa que é composta de micélio (hifas), que garante

0 crescimento, os quais tém uma relacdo parasitdria com a planta hospedeira
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(ZIMMERMANN et al., 2002). Seus esporos podem ser disseminados pela agua, pelo
vento ou por insetos, e a entrada nos tecidos vegetais é auxiliada por danos causados por
insetos (MITCHELL, 2004).

Diversos fungos podem ser encontrados em cladodios e frutos de palma
forrageira. Entretanto, muitos sdo patdgenos secundarios, aproveitando-se de plantas
enfraquecidas. Ammar et al., (2004) encontrou Aspergillus niger, Fusarium solani e
Alternaria sp. associados a cladodios. J& no trabalho realizado por Granata et al.,
(2002), afirmaram que:

“As principais doencas de Opuntia ficus-indica sdo: Alternaria
alternata (ltalia, Africa do Sul e México), Colletotrichum sp.
(México), Armillaria mellea (Argentina e Italia), Macrophomina sp.
(México), Aecidium sp. (Bolivia e Peru), Gleosporium herbarum
(Argentina, Itdlia e México), Sclerotinia sclerotiorum (Argentina e
Chile), Phytophthoracactorum e P. nicotianae (Italia e Estados
Unidos), Fusarium oxisporum (ltalia), Botrytis cinérea (Argentina,
Chile, Italia, México, Africa do Sul e Estados Unidos), Dothiorella
gummosis (Italia), Cytospora sp. (Itdlia e México),Phoma sorghina
(Argentina) e Cercospora sp. (Bolivia e Peru).”

Pouco se conhece sobre a etiologia de patdgenos associados a doengas em palmas
forrageiras no Brasil. O trabalho mais recente restringe-se a descricdo morfoldgica de
espéecies (SOUZA et al., 2010; LOPES, 2012) que sdo conhecidas por possuirem
elevada variabilidade genética, tais como Colletotrichum spp., Botryosphaeria spp.,
Rhizoctonia spp. e Fusarium spp. (WEIR et al., 2012; COLEMAN, 2016).

No Brasil, encontra-se relatos de sintomas causados por Colletotrichum
gloeosporioides, caracterizado por manchas marrons escuras (OSADA et al., 1991;
KIM et al., 2000; SOUZA et al., 2010; FAO, 2017).

O plantio adensado da palma pode contribuir com o aumento da incidéncia dessas
doencas, no entanto, é sabido que ndo ha medidas efetivas de controle, entdo deve-se
procurar medidas de manejo que visa controlar a ocorréncia dos patdégenos.

O manejo de doencas € importante para sustentabilidade dos plantios de palma
forrageira, uma vez que reduz perdas causadas pelo aumento da incidéncia dos
patogenos associados as doencas. As doencas da palma tém sido pouco estudadas no
Brasil e quase todos os trabalhos descrevem a ocorréncia, patogenicidade dos patégenos
e incidéncia das podriddes (SOUZA et al., 2010; LOPES, 2012). As referidas doencas
possuem caracteristicas sintomatologicas distintas e ocorrem em baixa incidéncia e,
portanto, ndo causam danos severos a cultura em condicdes de baixa pluviosidade e

cultivos ndo adensados. E provavel que a baixa severidade das doencas na palma esteja
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relacionada com o sistema tradicional de cultivo desta cactacea. No entanto, a expansao
da cultura e o plantio adensado podem contribuir para uma maior incidéncia das

doengas, justificando os estudos mais detalhados.

3.4. Manejo sustentavel de doencas da palma forrageira

A escolha do sistema de plantio ideal para a palma forrageira é influenciada por
aspectos socioecondmicos, tais como o tamanho da propriedade, 0 acesso ao crédito,
disponibilidade de méo de obra, custo da aquisi¢do de insumos quimicos agricolas que
podem encarecer o preco do produto final. Assim, uma das formas de reduzir o preco do
produto final e usar produtos alternativos ao uso de agrotdxicos nos plantios para
controle de doencas. Avancos na agricultura agroecologica visam estratégias
promissoras a0 manejo de doencas, tais como, a protecdo de plantas por meio da
utilizacdo de microrganismos e compostos de organismos que impedem o
desenvolvimento dos patdgenos nas plantas (RESENDE et al., 2007). Com esses
avancgos, pode-se aumentar a producdo agricola e contribuir para atender a crescente
demanda por qualidade e reducgéo de custos.

O uso de OGleos essenciais extraidos de plantas mostra-se bastante promissor na
protecdo natural de doencas. O uso desses compostos secundarios tem mostrado
eficiéncia em efeitos inibitorios ou tdxicos sobre diversos patdgenos, como também, na
inducdo na protecdo contra doencas (PUPO et al., 2003; FIALHO et al., 2015).

Assim, 0 uso de produtos alternativos e biolégicos como agentes de controle de
doencas em plantas sdo de extrema importancia, pois substituem os agrotdxicos tdo
prejudiciais a0 meio ambiente, homem e animais e oneram a producao agricola. Dentre
estes produtos, destacam-se produtos bidticos ou abidticos que apresentam elevada
eficiéncia no controle de doencgas em varias culturas agricolas, por serem praticamente
atoxicos e ndo deixarem residuos danosos a saude humana e ao meio ambiente
(RESENDE et al., 2007).

Deve ser ressaltado que, em relacdo as doencas atualmente descritas, ndo existem
indicacdes de medidas efetivas de manejo dos patdgenos, exceto o plantio na época seca
e 0 uso de raquetes-semente sadias, além do uso de calda bordalesa como defensivo
guimico (SANTOS et al., 2006).

O Brasil € um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo.

Entretanto, o uso de agrotdxicos para realizar o controle de doencas em plantas € uma
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estratégia convencional (SARMENTO-BRUM et al., 2013). Como consequéncia, 0 uso
continuo e indiscriminado de produtos quimicos causa graves desequilibrios ambientais,
resultando na contaminacdo de alimentos, animais e reservas hidricas, ocasionando a
reducdo na qualidade e na expectativa de vida da populacdo e além de que, favorece o
surgimento de resisténcia aos patogenos, favorecendo o surgimento de pragas
secundarias (DINIZ et al., 2008; FONSECA et al., 2015).

E importante a busca por novas estratégias alternativas de controle de doencas,
com enfoque maior no manejo sustentavel. Por esse motivo, pesquisas visam o controle
de doencas utilizando Gleos essenciais, e extratos vegetais (SCHWAN-ESTRADA et
al.,, 2005; FONSECA et al.,, 2015). Esses Oleos sdo obtidos como produto do
metabolismo secundario de vegetais, que possuem substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, apresentam baixo peso molecular e podem ser
atraentes ou repelentes. Tais substancias podem ser encontradas em todos os tecidos
vegetais (KNAAK et al., 2010; MILLEZI et al, 2014).

O uso desses metabolicos estdo presentes, principalmente, no controle natural,
sendo utilizado como, antibacterianos, antivirais, antifdngicos, inseticidas e contra o
ataque de herbivoros. Outra utilizacdo dos 0leos essenciais esta relacionada ao uso em
setores de higiene pessoal, perfumaria, cosmética, com um mercado mundial girando
em torno de US$ 1,8 bilhdo (MILLEZI et al., 2014).

Pesquisas realizadas com 0leos essenciais, mostram que esses compostos tem a
capacidade de ativar ou inibir a defesa dos vegetais, 0 que comprova o potencial dessas
moléculas no controle de fitopatdgenos, tanto a germinacdo de esporos, sendo assim,
podemos afirmar que essas moléculas possuem uma a¢do fungitoxica (SMITH, 1996;
STANGARLIN et al., 1999).

Outra forma de controle é pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de
compostos com caracteristicas elicitoras, como afirmou Knaak et al., (2010):

Assim sendo, o modo que as fitoalexinas agem sobre os fungos inclui
uma granulacdo citoplasmatica, uma desorganizagdo dos conteudos
celulares, uma ruptura da membrana plasmatica e a inibicdo de
enzimas fingicas. Esses efeitos refletem-se na inibicdo da germinacédo
e elongacdo do tubo germinativo e na reducdo ou inibicdo do
crescimento micelial dos fungos.

A exploracdo no controle natural utilizando os 6leos essenciais no controle de
doencas, tem aumentado, principalmente, daquelas que provocam danos econdmicos a

agricultura, uma vez que, em relacdo a doencas atualmente descritas que ocorrem em
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Opuntia ficus-indica ndo existe indicacdes de medidas efetivas de controle com o uso de
fungicidas quimicos (LIRA, 2017).

Os trabalhos que vém sendo realizados com OGleos essenciais, apresentam
excelentes resultados. Por exemplo, Salgado et al., (2003) testaram 0Oleos extraidos de
diferentes espécies de eucalipto (Eucalyptus sp.) e observaram que houve inibicdo do
crescimento micelial do fungo a medida que aumentava a concentracdo do Oleo
(SOUSA et al., 2012b).

Outros tipos de oOleos tém demonstrado capacidade de controlar fitopatégenos
(PASSOS, 2012; SILVA, 2012b; VELOSO, 2012) e bacterianas em plantas
(MONTIES, 1989; JUNIOR, 2004; SILVA, 2017). Ishida et al., (2008) testando dleos
essenciais de diferentes espécies de Copaiba (Copaifera langsdorffii), verificaram o
potencial de inibicdo do crescimento micelial em Fusarium solani f. sp. piperis, agente
causal da podridédo das raizes em plantas de pimenta-do-reino (Piper nigrum).

O mecanismo de acdo dessas substancias envolve, principalmente, os efeitos
toxicos a estrutura e a funcdo da membrana celular. Como as membranas possuem uma
afinidade com lipidios, o 6leo ira se deslocar da fase aquosa em direcdo as estruturas de
membrana (SIKKEMA, 1995), e o acumulo dos constituintes do 6leo essencial na
bicamada lipidica da membrana irdo conferir uma caracteristica de permeabilidade.
Sendo assim, quanto maior a concentracdo dessa substancia utilizada na solug¢éo, maior
sera a capacidade do mesmo de se deslocar em direcdo a membrana citoplasmatica,
afetando assim seu funcionamento (SILVA, 2017).

N&o obstante, j& existem alguns Oleos que sdo capazes de controlar diversos
patdégenos, como os 6leos de pau rosa (Aniba rosaeodora), horteld (Mentha sp.) e
copaiba (Copaifera langsdorffii), apesar de apresentar grande inibicdo do crescimento
fangico, inibindo em alguns frutos 100% o crescimento de C. gloeosporioides (SOUSA
et al., 2012b).

Ainda ha poucos trabalhos que utilizam diferentes 6leos essenciais para 0 manejo
de doengas in vivo. Normalmente, a concentragdo é estabelecida de acordo com a
literatura, porém, nesta sdo encontradas concentragdes diversas e 0s testes in vitro nem
sempre sao representativos, pois 0s patdgenos se comportam de forma diferente quando
estdo interagindo com as plantas e expostos as variaveis ambientais. Dessa forma, fica
clara a necessidade de se determinar a concentracdo ideal para a utilizacdo dos 0Oleos
essenciais, pois eles podem ser mais eficientes e mais vidveis economicamente (SILVA,
2017).
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3.5. O género Fusarium

Um dos patdgenos encontrados no Brasil, utilizando cladddios de palma como
hospedeiro € o género Fusarium sp., sendo relatado por Swart et al., (2002); Ammar et
al., (2004); Swart, (2009); Souza et al., (2010) ao encontrar F. oxysporum, f. sp.
proliferatum e F. sporotrichoides, estavam associados a lesGes secas necroticas nos
cladodios. Outras espécies de Fusarium também foram descritas como agentes
causadores de podriddo superior e manchas circulares nos cladédios, causadas por F.
solani e F. lunatum, respectivamente (FAO, 2017).

Esse género possui uma ampla distribuicdo geografica, onde é possivel encontrar
mais de 70 espécies cosmopolitas, contudo, outras ocorrem em regides limitadas por
barreiras naturais ou ambientais, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais.
Séo encontrados no solo, sobrevivendo como saproéfitas, mas também podem crescer em
residuos de plantas e substratos organicos. Algumas espécies sdo facultativas parasitas,
que, sob condicdes favoraveis, podem causar doencas em vegetais (MONTEIRO, 2004;
LESLIE et al., 2006; KOTOWICZ et al., 2014)

Os esporos desse grupo sd@o bem caracteristicos, possuem macroconidios hialinos,
geralmente septados. Entretanto, esses macroconidios geralmente podem apresentar
formas distintas, tais como: delgado, agulha, curvatura dorsal e ventral; podem ser
grossos, em forma de gancho, afilados. Ja os microconidios, também apresentam
diferentes formas, apresentando caracteristicas morfoldgicas como: ovais, reniformes ou
alantoides. (HAWKSWORTH et al., 1995; MONTEIRO, 2004).

O género Fusarium é um dos patdgenos mais comuns que atacam diversos tipos
de plantac@es, principalmente cereais, como também outras plantas que séo utilizadas
na nutricdo humana e animal, causando perdas econémicas significativas. Eles podem
infectar plantas em qualquer estagio de crescimento, causando ferrugem de plantulas,
podriddo radicular, podriddo-base, fusariose (LUKANOWSKI et al., 2002;
KOTOWICZ et al., 2014; BALMAS et al., 2015; KUZDRALINSKI et al., 2017).

Outros fatores que influenciam a ocorréncia de doengas sdo as condigdes
climaticas, estas afetam tanto o crescimento da planta, como a presenca de infecgédo
(KOTOWICZ et al., 2014). Espécies desse género estdo presentes no solo com alta
intensidade em anos quentes e umidos, com grande precipitacdo, ja que se espalham

através de macroconideos.
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O micélio desse género invade o tecido vascular, bloqueando o xilema, evitando o
movimento da agua pela regido atingida, dessa forma, pela quantidade de vasos
blogueados pelos conidios, ocorre a murcha, popularmente conhecida por murcha-de-
fusarium. Esse sintoma pode ocorrer de outra forma, onde as toxinas produzidas pelo
patogeno afetam a permeabilidade da membrana celular, interrompendo o metabolismo
celular (MONTEIRO, 2004).

Diversos fitopatogenos possuem ‘formae specialis’, termo dado por Snyder &
Hansen (1953), para agrupar isolados patogénicos que possuem semelhanca
morfologica, mas que diferenciam em suas habilidades em parasitar seus hospedeiros
especificos (OLIVEIRA, 2002). O género Fusarium também possui diversas
subespécies, que infectam varias cultivares, assim como F. oxysporum, que possui mais
de 150 formas especificas descritas (BAAYEN et al., 2000). Entretanto, estudos
filogenéticos mostraram que a maioria das subespécies € representada por grupos nao-
monofiléticos (BAAYEN et al., 2000; O’ DONNELL et al., 2009; FOURIE et al., 2010;
SILVA, 2016).

3.6. Caracterizacdo molecular de isolados fungicos

E necessario o conhecimento sobre as caracteristicas morfoldgicas das colonias, a
forma de crescimento dos micélios e as caracteristicas dos conidios. A identificacdo por
meio de chaves taxonémicas era aceita; contudo, os trabalhos mais recentes tendem a
ignorar essa identificacdo morfoldgicas e optam por uma identificacdo molecular desses
organismos (LAZAROTTO, 2013).

E preferivel utilizar a identificacdo de espécies de fungos fitopatogénicos
utilizando técnicas moleculares baseadas nas analises de isoenzimas, que tém sido
aplicadas na area da Micologia, possibilitando o desenvolvimento de métodos rapidos e
confidveis na identificacdo das espécies (TEIXEIRA, 2004; LAZAROTTO, 2013). A
interacdo entre a classificacdo e filogenia é de suma importancia, pois permite
desmitificar similaridades entre as caracteristicas morfologicas.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma das técnicas mais utilizadas para
a identificagdo de fungos, ela amplifica fragmentos especificos do DNA. A regido mais
utilizada pata identificacdo molecular de fungos, é conhecida por “Internal Transcribed
Spacer (ITS) 7, essa regido faz parte da estrutura do gene do RNA ribossomico. A

escolha desta regido para a identificacdo se da pelo motivo de ser a menos suscetivel a
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pressdo do ambiente, e dessa forma, acumula maior porcentagem de mutacdo do que
outras areas do gene (TYRREL et al., 1997; LAZAROTTO, 2013).

N&o obstante, 0 género Fusarium possui caracteristicas morfoldgicas de col6nia e
pigmentacdo bem definidos. Todavia, devido as diversas variagdes que ocorrem dentro
da espécie, os marcadores moleculares, que utilizam das relagdes filogenéticas,
oferecem uma classificacdo e identificagdo do grupo, auxiliando na designagédo mais
precisa do género (ONO et al., 2010).

As técnicas biomoleculares sdo importantes ferramentas auxiliares na taxonomia e
caracterizacdo de isolados, e dao suporte na identificacdo das espécies. Antes a
identificacdo das espécies era mais subjetiva, por meio de aspectos morfoldgicos,
entretanto, atualmente é abrangido critérios biol6gicos e filogenéticos baseados em
informacBes moleculares, de diferentes regides genémicas. Essas técnicas, tém ainda
permitido a andlise da variabilidade do DNA, pois identifica pontos de referéncia nos
cromossomos (SUMMERELL et al., 2003; MONTEIRO, 2004; WALKER, 2016).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido na Fazenda Cha de Jardim, Setor de Horticultura do
Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais (DFCA) do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia — PB e,

posteriormente, no Laboratorio de Fitopatologia da mesma instituicéo.

4.2. Avaliagdo em campo de doencas de Opuntia ficus indica

Foi utilizada a cultivar PalmepaPB1 de Opuntia ficus-indica, melhorada para
evitar predacdo pela cochonilha do carmim (Dactylopius coccus), foi colhida na estacéo
da EMEPA/PB no municipio de Alagoinha — PB e plantadas pelo método convencional
(posicéo inclinada).

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC),
com 4 blocos e 7 parcelas. Cada parcela foi constituida por 4 raquetes de palma,
distribuidas em 2 fileiras, com um espagamento de 0,5 metros entre elas. A distancia

entre as parcelas era de 1 metro (anexo).
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Os tratamentos foram constituidos por cinco Oleos essenciais: Alecrim
(Rosmarinus officinalis), Cravo (Syzygium aromaticum), Girassol (Helianthus annuus),
Horteld (Mentha sp.) e Semente de Uva (Vitis vinifera) diluidos a 2% (2 mL de 6leo
para 1000 mL de ADE), aléem da calda bordalesa (fungicida) e a testemunha (agua
destilada esterilizada — ADE). Para o preparo da calda bordalesa, em um recipiente de
plastico, 100 gramas de sulfato de cobre, envoltos em pano de algod&o, foram diluidos
em 1 litro de agua morna durante 4 horas. Em paralelo, em outro recipiente, 100 gramas
de cal foram diluidas em 9 litros de agua. Posteriormente, misturaram-se 0s dois
componentes (PAULUS et al., 2001).

A area sofria limpeza semanal, evitando que plantas daninhas competissem com

raquetes de palma que foram plantadas.

4.3. Incidéncia de doencas em campo

O experimento foi avaliado durante um periodo de 240 dias, entre 0s meses de
outubro de 2016 até junho de 2017, onde foram realizadas 2 aplicacGes dos tratamentos
durante a condugdo do mesmo. As aplicagdes foram realizadas ao final da tarde com
ajuda de borrifadores manuais, € o ponto de escorrimento foi 0 método utilizado para
garantir a total abrangéncia do produto ao cladddio. Cerca de 35mL eram utilizadas para
tratar cada unidade experimental (cladédio) em campo.

As avaliacbes de incidéncia e severidade da doenga foram estimadas
quinzenalmente em todos os cladddios através da porcentagem de area foliar (entende-
se folha como cladddio) lesionada pela doenga com um auxilio de notas adaptada de
Souza (2010).

Tabela 1. Escala de notas para avaliacdo do indice de severidade da podriddo escamosa
em palma forrageira gigante. Adaptada de Souza (2010).
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Nota Descricéo

Nota 0 Cladddio sem sintomas de doenca

Nota 1 até 10% da &rea do cladodio acometida

Nota 2 de 10% a 25% da area do cladddio acometida
Nota 3 de 25% a 50% da area do cladodio acometida
Nota 4 de 50% a 75% da area do cladodio acometida
Nota 5 mais de 75% da &rea do cladodio acometida

Foram realizadas 13 avaliacdes de severidade. A partir dos dados obtidos, foram
tracadas as curvas de progresso da doenca para cada tratamento, e calculadas as areas

delimitadas por estas curvas de interagéo trapezoidal, utilizando a equacgéo:

AACPD =X [(y1 + y2) / 2* (2 -t1)]

Onde:

Y1 =nota da severidade na avaliagdo anterior,
Y2 = nota da severidade na avaliacao posterior.
Os valores de t1 e t2 é o intervalo de avaliagdo.

4.4. Coleta de dados meteoroldgicos

Sabe-se que o desenvolvimento dos fungos € favorecido pelo microclima em que
estdo inseridos, visto que, temperatura e a umidade sdo os principais fatores abidticos
que influenciam o crescimento e desenvolvimento desses microrganismos (COOPER et
al., 1996; NOBRE et al., 2010; LASRAM et al., 2010; PASSAMANI et al., 2014,
OLIVEIRA, 2016).

Dessa forma, os dados meteorolégicos do municipio de Areia para os dados de
umidade, temperatura e precipitacdo foram colhidos na subestacdo do INMET de Areia
—PB (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios de Temperatura, Umidade relativa do ar e Precipitacdo pluviométrica dos meses
de outubro de 2016 até junho de 2017 no municipio de Areia — PB. Dados do INMET.

4.5. Identificacdo Morfologica dos isolados do patdgeno in vitro

Os patdgenos foram isolados pelo método direto, que consiste na transferéncia do
6rgdo infectado ou de qualquer outro substrato para placas contendo meio de cultura
(BDA). Apo6s 7 dias em incubacdo em micoteca, com temperatura média de 25°C, os
isolados foram purificados e identificados com as caracteristicas de cor, além da analise
das estruturas dos conidios e colonias observadas em um microscopio Optico, foi
possivel identificar os isolados a nivel de género.

O patdgeno foi incubado para ser analisado o crescimento micelial e producéo de
esporos. A avaliacdo de crescimento micelial ocorreu até a repeticdo da testemunha
ocupar toda a placa. A producdo de esporos s6 foi realizada ap6s 12 dias de incubacao,

para estimular a producéo de esporos do isolado.

4.6. Controle in vitro de Fusarium oxysporum f. sp., cumini com 0leos
essenciais

Para as andlises in vitro foi utilizado o isolado Fusarium oxysporum f. sp.cumini,

visto que, a sua importancia como principal patégeno de muitas culturas, como também,

devido a incidéncia de patogenicidade em O. ficus-indica no municipio de Areia. O

isolado foi anteriormente cultivado em meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e mantido
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na colecdo de fungos pertencente ao Laboratorio de Fitopatologia da UFPB/CCA, por
10 dias a uma temperatura de 25°C. Depois desse periodo, discos de col6nia fungica
foram retirados e cultivados no centro de placas de Petri com diametro de 9cm,
contendo 10mL de meio de cultura BDA na placa contendo uma concentracdo de 1%
para 0os 6leos de Alecrim (Rosmarinus officinalis), Cravo (Syzygium aromaticum),
Girassol (Helianthus annuus), Horteld (Mentha sp.) e Semente de Uva (Vitis vinifera).
Para a testemunha, foram utilizadas placas de Petri contento apenas BDA, e placas
contendo 1% de seu volume com calda bordalesa. Os testes foram distribuidos em 4
repeticdes, contendo 2 placas cada (4 x 2), e mantidos por 12 dias na micoteca com uma
temperatura de 25°C.

A avaliacdo do experimento iniciou ap0s 24 horas de incubacdo através de
medicdes do didmetro das colbnias (média das duas medidas diretamente opostas)
utilizando régua milimétrica até a coldnia controle atingir os limites da placa, o que
ocorreu apos 7 dias de incubacao.

Foi calculado o indice de Velocidade de Crescimento Micelial, de acordo com a

formula descrita por Oliveira (1991).

IVCM =Y (D-Da)/N
Sendo que:

D = diametro médio atual da coldnia,
Da = diametro médio da col6nia do dia anterior
N = namero de dias apds a incubacao

Com base nesses resultados, foi possivel determinar a percentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) e a taxa de crescimento (Tx), por meio das férmulas a

sequir:

PIC = (DT — Dt)/ (DT) * 100

Onde:

DT = Diametro da testemunha;
Dt = Diametro do tratamento

Tx=Df/N *100
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Onde:

Df = Diametro final da colonia;
N = Numero de dias de incubacéo

A quantidade de esporos foi contada por unidade volumétrica, nas suspensdes do
indculo e foi estimada, mediante o uso de camara de Neubauer (TANAKA, 1987).

4.7. ldentificacdo Molecular dos isolados do patégeno

O DNA dos isolados foi extraido pelo Instituto Bioldgico (Campinas — SP)
conforme método descrito por Doyle; Doyle (1987) a partir do micélio crescido em
meio de cultura (BDA). A amostra de DNA gendmico extraido foi submetida a reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificagdo da regido ITS (internal transcribed
spacer) do rDNA. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS foram ITS1 (5° —
TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’) e ITS4 (5> — TCCTCCGCTTATTGATATGC -
3°) (WHITE et al., 1990).

A mistura para a PCR consistiu de 1 pL de DNA, 1 pL de cada primer a 10 puM,
10 pL de tampéo para PCR 5X, 1 pL de dNTPs a 10 mM, 0,2 pL de GoTag DNA
polimerase 5U/uL (Promega) e 35,8 uL H20 MilliQ autoclavada, para um volume final
de 50 pL. O programa de amplificacdo consistiu de desnaturacdo inicial a 94 °C/2 min
seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C/10 s, anelamento a 54 °C/30 s, extensdo a
72 °C/45 s, e extensdo final a 72 °C/4 min. A verificacdo dos produtos amplificados foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.

Os produtos amplificados foram purificados através de precipitacdo com
polietilenoglicol (SCHMITZ; RIESNER, 2006), submetidos a reacdo de
sequenciamento pelo método de terminagdo de cadeia empregando-se o reagente Big
Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico 3500
XL (Applied Biosystems). Sequéncias similares as obtidas para os isolados do presente
estudo foram encontradas no GenBank através da ferramenta Blastn. Foram
selecionadas sequéncias de material identificado por pesquisadores com experiéncia
reconhecida ou de isolados depositados em cole¢des oficiais.

Neste trabalho foram observados seis fungos que ocorreram em O. ficus-indica no
municipio de Areia e estes foram identificados como sendo espécies de Fusarium
oxysporum (3 isolados), Fusarium oxysporum f. sp., cumini (1 isolado), Alternaria sp.

(1 isolado) e Scytalidium hyalinum (1 isolado).
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Mesmo com as limitagdes da identificacdo de caracteristicas morfoldgicas nas
técnicas baseadas em PCR ou marcadores moleculares, a quantidade de andlises das
sequéncias de DNA para o reconhecimento de espécies, detec¢do de patdgenos e estudo
da diversidade de fungos, tem aumentado nos Gltimos anos.

Para os fungos, de forma geral, o marcador molecular que obteve maior aceitacao
entre os micologistas ¢ a regido do espacador transcrito (“Internal Transcribed Spacer” —
ITS) do DNA ribossémico, por ser de facil amplificacdo, possuir uma variagao
interespecifica consideravel, uma maior quantidade e representatividade de sequéncias
no banco de dados, além de uma ampla comparacdo com uma enorme diversidade de
espécies fungicas (ALFENAS et al., 2016).

Os primers universais ITS1 e ITS4 sdo os mais comumente utilizados na
amplificacdo (WHITE et al., 1990). As regifes ITS possui caracteristicas interessantes
para a identificacdo dos fungos em nivel molecular, os quais sdo complementares as
sequéncias altamente conservadas dos genes que codificam o rRNA. Outro atributo
importante deve-se a caracteristica repetitiva do rDNA, tornando essa regido facil de
amplificar a partir de amostras pequenas, diluidas e altamente degradadas. Todavia,
somente o0 uso da regido ITS para codificar espécies ndo € suficiente, principalmente,

quando a populacdo analisada possui pequenas diferencas que as separem.

4.8. Analise de resultados

Para as variaveis de Indice de Velocidade Crescimento Micelial (IVCM),
Percentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC), Taxa de Crescimento (TX) e quantidade
de esporos. Os dados foram submetidos a analise de variancia. Foi utilizado teste de
Turkey para todas as varidveis explicativas, com nivel de significancia de 5% de
probabilidade transformacao da raiz quadrada de v/x + 1.

Os dados obtidos na avaliagdo da severidade foram utilizados para calcular a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) conforme Campbell; Madden
(1990). Para os dados da AACPD, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA), e
a discriminacdo da variagdo entre genotipos foi feita pelo teste de Duncan ao nivel de
5% de probabilidade. Os dados de AACPD sofreram transformacéo do tipo Vx+0,5.

Os fragmentos sequenciados foram analisados e comparados com sequéncias da
base de dados do GenBank, sediado no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www. ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta BLAST, (ALTSCHUL
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et al., 1997). Aquelas sequéncias do GenBank que apresentaram 0S maiores escores
foram selecionadas e alinhadas, juntamente com as sequéncias extraidas utilizando o
programa BioEdit (HALL, 1999). A andlise filogenética foi conduzida adotando-se o
método de méaxima parcimdnia com geracdo de 10 possiveis arvores, pelo programa
MEGA versdo 6 (TAMURA et al., 2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ambiente ¢ um fator importante na interacdo patdégeno-hospedeiro, podendo
impedir que uma doenca ocorra, mesmo havendo a suscetibilidade do hospedeiro ao
patdgeno (ZAMBOLIM et al., 2014). A definicdo de ambiente é aqui determinada
envolvendo os fatores climaticos de umidade, precipitacdo e temperatura. Esses fatores
ocorrem em funcdo do efeito direto do ambiente sobre os patdgenos.

Durante o periodo de conducdo do experimento em campo, o valor médio da
umidade relativa do ar durante os meses avaliados foi de 78%. A alta umidade relativa
do ar é necessaria ao desenvolvimento da maioria das doencas causadas por fungos, por
ser essencial na germinacdo e penetracdo das estruturas fangicas. A precipitagdo média
do municipio atingiu somente 3 milimetros, e 0s picos maximos de insolacdo sobre a
area foram de 10h (INMET, 2017). Esses fatores reduzem a quantidade de agua
presente no solo.

A temperatura média durante todo o periodo de avaliacdo foi de aproximadamente
25°C. Sendo assim, o microclima formado nas parcelas de avaliacdo durante a conducao
do experimento em campo, ndo favoreceu o desenvolvimento natural de doengas, visto
que, € necessario um microclima Umido, chuvoso e com temperaturas baixas
(PASSAMANI et al., 2014; OLIVEIRA, 2016). A temperatura interage no
desenvolvimento da doenga no hospedeiro, influenciando na germinacao, penetracdo da
infeccdo no hospedeiro, sobrevivéncia e predisposicdo do hospedeiro.

Os resultados da andlise de variancia para os dados da area abaixo da curva de
progresso da doengca (AACPD), envolvendo todos os tratamentos, foram significativos
ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05). A precisdo experimental avaliada
pelo coeficiente de variacdo foi de 6,92%.

Quando foram utilizados os diferentes tratamentos (6leos essenciais e calda
bordalesa) para controlar a incidéncia natural de patégenos de palma forrageira em
campo, foi possivel calcular a &rea de protecdo de cada tratamento. Tendo como
referéncia a AACPD, verificou-se que, a maior prote¢do foi obtida pelo 6leo de cravo,
com um valor de 21.14%, seguido por horteld com 18.44%, alecrim com 16.73%,
semente de uva com 13.3% e calda bordalesa com 12.85%. A maior severidade da

doenca foi atingida nas parcelas da testemunha, quando foi utilizada ADE (Figura 2).
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O ambiente tem efeito direto na ocorréncia de doencas e sabe-se que as mudancas
no clima causam alteragBes na sua ocorréncia e intensidade dos fitopatogenos. Por
exemplo, areas até entdo livres de determinados patdgenos poderdo, no clima futuro,
apresentar potencial risco de ocorréncia (BETTIOL et al., 2017).

Os patdgenos e as pragas sdo 0s primeiros organismos a evidenciar os efeitos das
mudancas climaticas, ja que possuem numerosas populacBes, facilidade de
multiplicacdo e disperséo e o curto tempo entre geracdes (SCHERM et al., 2000).
Bebber et al., (2014) demonstraram que 0 aumento da temperatura causou a
disseminacdo de centenas de pragas e patdgenos em direcdo aos Polos, mas com
variacao significativa entre alguns grupos taxondmicos.

A calda bordalesa era comumente empregada no controle de doencas antes do
advento de fungicidas organicos. Geralmente o fungicida organico é o tratamento mais
eficiente no manejo da doenca em diversos sistemas de plantio (DINIZ, 2006), todavia,
ao contrario do demonstrado em da Silva (2017), onde a calda bordalesa aplicada em
campo, ndo proporcionou resultado satisfatorio no controle da antracnose e ganho de
biomassa foliar, essa ineficiéncia pode estar associada ao sulfato de cobre ou condicdes
inadequadas do pH que podem ser toxicos ao vegetal ou afetam a eficiéncia bioativa do
defensivo organico (MAZARO et al., 2013). Vale salientar que, a concentragdo ou a
frequéncia de aplicacdes da calda podem ocasionar efeitos fitotdxicos a planta (DINIZ
et al., 2006).

O 6leo de cravo possui em sua composi¢ao substancias como cinamaldeido, que
atua como fungicida (SERPA et al., 2014). Outros trabalhos mostraram o efeito
inibitorio do 6leo de cravo in vivo, como por exemplo, Silva (2007b) que avaliou a
incidéncia do mal-do-panama, em testes in vivo com extrato aquoso de cravo,
comprovando que esse extrato foi o mais efetivo no controle da doenca, apresentando
uma reducdo do indice de 95,75%. (OLIVEIRA etal., 2016).

O efeito do 6leo no controle da podriddo também foi evidenciado por Bastos
(2004), em frutos, através da reducdo da incidéncia e severidade da doenca, em
comparagdo com a testemunha. Venturoso et al., (2011) também comprovou a eficécia
do 6leo no controle de Colletotrichum sp., proporcionando uma supressao e reducao no
crescimento micelial.

A atividade no controle de doencas causadas por fungos com o 6leo essencial esta
relacionada com sua hidrofobicidade, a qual os permite interagir com os lipideos da

parede, membrana celular e da mitocéndria, causando distlrbios nestas estruturas. Os
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componentes do 6leo podem ligar-se a jons e moléculas de outras células. E relatado
também por Silva et al., (2003) que os antifingicos naturais provocam danos a
membrana celular das células expostas a eles, deixando-as extremamente sollveis e com
fraturas grosseiras que acabam por expor o contetdo celular, inclusive o nucleo. Esses
dados podem justificar a atividade fungicida do 6leo de cravo sobre o crescimento de F.
oxysporum e F. solani (COSTA et al., 2011).

O ambiente tem efeito direto na ocorréncia de doencas e sabe-se que as mudancas
no clima causam alteragdes na sua ocorréncia e intensidade dos fitopatogenos. Por
exemplo, areas até entdo livres de determinados patdgenos poderdo, no clima futuro,
apresentar potencial risco de ocorréncia (BETTIOL et al., 2017).

Os patdgenos e as pragas sdo 0s primeiros organismos a evidenciar os efeitos das
mudancas climaticas, ja que possuem numerosas populacdes, facilidade de
multiplicacdo e dispersdo e o curto tempo entre geracbes (SCHERM et al., 2000).
Bebber et al., (2014) demonstraram que o aumento da temperatura causou a
disseminacdo de centenas de pragas e patdgenos em direcdo aos Polos, mas com
variacdo significativa entre alguns grupos taxonémicos.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de Indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM), Percentagem de Inibi¢do de Crescimento (PIC), Taxa de
Crescimento (TX) e ESPORULACAO, utilizando os 6leos essenciais e a calda

bordalesa como tratamentos no controle de F. oxysporum nas condicdes testadas.

Tabela 2. Valores médios de Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM),
Percentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC), Taxa de Crescimento (TX) e
ESPORULACAO de Fusarium oxysporumin in vitro tratados com 6leos essenciais.

TRATAMENTO* IVCM PIC (%) TX (%) ESPORULACAO
Alecrim 1.49b 6.42c 8.61b 31.42d
Cravo 2.02cd 2.47b 11.05¢ 25.85cd
Girassol 2.02cd 2.14b 11.15¢ 22.96bc
Hortel& 1.0a 10.04d 1.0a 1.0a
Semente de Uva 2.09d 2.02ab 11.14c 26.38cd
Calda Bordalesa 1.92c 1.72ab 11.25¢c 15.19b

Testemunha (ADE) 2.09d 1.0a 11.38c 30.44cd
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CV (%) 5.37 22.46 4.98 20.47

Valores médios seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Turkey com
transformagdo de raiz quadrada de x + 1, com nivel de significancia de p<0,05.

O 6leo de horteld inibiu completamente o patdgeno estudado ndo apresentando
crescimento do fungo nem producdo de esporos. Trabalhos realizados por Nascimento
et al., (2016), afirmaram que o 6leo de hortela também inibiu completamente isolados
de Fusarium sp. Outros trabalhos comprovam o controle do 6leo em outras culturas e
em diferentes concentragdes, como Mehrparvar et al., (2016) que observaram a
atividade inibitoria do 6leo de horteld em Lecanicillium fungicola var. fungicola e
Agaricus bisporus (NASCIMENTO et al., 2016).

Para a taxa de crescimento micelial, além do 6leo de horteld, o 6leo de alecrim
também diferiu estatisticamente da calda bordalesa. Para a variavel PIC, hortel& e cravo,
mesmo sendo diferentes estatisticamente, foram os éleos que mais controlaram o F.
oxysporum nas condicdes testadas.

Os 6leos de cravo e girassol, apresentaram controle intermediario e ndo diferiram
estatisticamente do fungicida. Os resultados apresentados corroboram com o teste
realizado por (UGULINO, 2017), que demonstrou o potencial inibitério do 6leo de
horteld, sobre o crescimento micelial de M. phaseolina. Abdel-Kader et al., (2011), que
comprovaram o efeito do 6leo de horteld na redugdo do crescimento micelial de M.
phaseolina, nas concentracdes de 1,0, 2,0 e 4,0 %.

A inibicdo na producdo de esporos do isolado foi influenciada principalmente pelo
6leo de horteld e a calda bordalesa, entretanto, ambas diferiram estatisticamente. Os
demais tratamentos n&o diferiram estatisticamente da testemunha. Pode-se considerar
que ndo houve efeito significativo dos 6leos de alecrim, cravo, girassol e semente de
uva para a esporulagdo de F. oxysporum.

Nem todos os 6leos essenciais funcionam como inibidores diretos de patdgenos,
ou seja, ndo possuem efeito fungitoxico ou fungistatico. Esse efeito pode ser observado
diretamente na planta ou no fruto, a medida que o tratamento retarda o aparecimento
dos sintomas da doenca (SOUSA et al., 2012b). O tratamento 6leo de semente de uva,
ndo apresentou resultados satisfatorios, ndo possuindo efeito fungitdxico para o F.
oxysporum, como também para outros isolados, como relatado por Sousa et al., (2012b).

Segundo Schawn-Estrada et al., (2003) os principios ativos existentes nos 6leos

essenciais podem atuar diretamente sobre a cuticula do patdgeno, alterando sua
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permeabilidade ou entdo, possuirem mecanismos indutores de resisténcia envolvendo a
ativacdo de estruturas de defesa latentes existentes nas plantas.

Foram identificados 6 isolados patogénicos que infectam a raquete de palma em
condicdes de campo. Quatro desses isolados foram identificados como pertencentes ao
género Fusarium, onde 3 destes puderam ser identificados a nivel de espécie, sendo eles
2 Fusarium oxysporum e 1 isolado Fusarium oxysporum f. sp. cumini. Os outros dois
isolados foram identificados como Scytalidium hyalinum e Alternaria tenuissima.

Observou-se uma politomia entre os isoladosl, 2, 3 e 4 foram alocados no mesmo
grupo que as espécies F.oxysporum. Havendo uma aproximacao do isolado 4 com o
patdégeno F. oxysporum f. sp. cumini. Na arvore também podemos identificar que o
isolado 5 estd proximo de S. hyalinum, que se apresentou como um grupo-irméao de
Neocytalidium hyalinum. O isolado 6, pareou-se com Alternaria, estando bem proxima
de Alternaria tenuissima (Figura 4).

O suporte dos valores de bootstrap para a politomia que ocorreu em F.oxysporum
foi de 57%, para o cluster de Alternaria, o suporte foi de 72% e para o cluster de
Scytalidium foi de 47%. Quanto maior o valor do cluster, mas correto esta a posicao das

espeécies na arvore filogenética.
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Dessa forma, a escolha da regido ITS ao identificar os isolados ndo foi suficiente,
ja que os valores de bootstrap ndo foram altos. Vale salientar que, a confiabilidade de
suporte de um claro, o valor de bootstrap deve estar proximo aos 100%, entretanto,
valores acima de 50% ja possuem valores de suporte aceitavel.

As técnicas biomoleculares sdo importantes ferramentas auxiliares na taxonomia e
caracterizacdo de isolados fungicos, o que da suporte na identificagdo das espécies.
Diferente da sistematica tradicional, a filogenia estuda as relagcdes evolucionérias ao
utilizar a biologia molecular, ou seja, a alta similaridade existente nas caracteristicas
morfoldgicas de grupos de patdgenos, faz com o que a identificacdo molecular se torna
uma alternativa segura e confiavel (MONTEIRO, 2004).

Ao se conhecer os patdgenos da cultura, € possivel mensurar alternativas mais
eficazes para seu controle, visto que, hd muitas informacdes sobre 0 manejo direcionado

a grupos superiores.
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6. CONCLUSAO

Sob condicGes de campo, o Oleo de cravo foi eficiente contra incidéncia de
patégenos. O Gleo de horteld foi o Unico que inibiu o crescimento e esporulacdo do
patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. cumini testado in vitro.

Os patogenos isolados de palma forrageira gigante no municipio de Areia foram:
Fusarium oxysporum, Scytalidium hyalinum, e Alternaria tenuissima. Deve-se utilizar
outras regides, além da regido ITS, para enraizar os isolados e aumentar o valor de

bootstrap.
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Figura 4. Croqui de instalacdo da palma forrageira gigante (Opuncia ficus-indica) em campo, na Fazenda
Cha de Jardim, Areia-PB. Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), com 4 blocos, 7 tratamentos e 4
unidades experimentais (4x7x4).



