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RESUMO GERAL
Originaria do México a palma forrageira € uma cultura bem adaptada as condicfes
adversas do semidrido. Essa cactacea é intensamente cultivada nas regides secas, alta
rusticidade e alta conversdo de agua. Cultivada em areas com acentuado nivel de pobreza
nos estados do Nordeste brasileiro, a palma forrageira tem grande importancia
socioecondmica para essa regido, onde se tem longos periodos de estiagem, servindo
principalmente de alimentacdo animal em pequenas propriedades. As doencas da palma
forrageira tém sido pouco estudadas no Brasil e quase todos os trabalhos apenas
descrevem a sintomatologia e a patogenicidade dos agentes causadores. Entre elas a
fusariose causada pelos fungos Fusarium oxysporum e Fusarium equiseti, afetam os
cladodios-sementes e cladodios da base em plantas adultas, onde eles murcham e tombam
sobre a planta poucos dias apds a infeccdo. Os tecidos do cladodio infectado tornam-se
aquosos, escurecem e expdem as estruturas internas lenhosas. As raizes apodrecem,
exibindo coloracdo marrom-avermelhada. Os objetivos desse trabalho foram avaliar o
potencial de leveduras no controle no controle da fusariose em palma forrageira, com a
utilizacdo de biocontrole através de leveduras e controle genético através de variedades
resistentes. Foram realizados testes de biocontrole em cladddios destacados e in vitro, com
as leveduras Cystobasidium slooffiae, Candida carpophila, Rhodotorula mucilaginosa,
Aureobasidium pullulans, Cyrenella elegans e Debaryomyces hansenii, todas
apresentaram resultados promissores como fontes de compostos bioativos com acdo
antifungica. Desses destaca-se a levedura C. carpophila, seu extrato cloroférmico
demonstrou elevada eficiéncia comparado ao fungicida Tecto SC® no controle de F.
oxysporum e F. equiseti. Nos ensaios com selecdo de genotipos destacamos seis genotipos
como sendo 0s mais promissores quanto a resisténcia a fusariose e esses poderdo ser
utilizados por melhoristas em futuros cruzamentos, para obtencdo de palma forrageira
resistente a fusariose. Com esse trabalho propomos alternativas viaveis para 0 manejo da

fusariose da palma forrageira.

Palavras chave: Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Nopalea cochenilifera,

semiarido.
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GENERAL ABSTRACT

Native to Mexico, prickly pear cactus is a crop well adapted to the adverse conditions of the
semiarid. This cactus is intensely cultivated in the dry regions, high rusticity and high
conversion of water. Cultivated in areas with a high level of poverty in the states of Northeast
Brazil, prickly pear cactus has great socioeconomic importance for this region, where there
are long periods of drought, serving mainly animal feed in small properties. The diseases of
the prickly pear cactus have been little studied in Brazil and almost all the studies only
describe the symptomatology and the patogenicity of the causative agents. Among them,
fusariosis caused by the fungi Fusarium oxysporum and Fusarium equiseti, affect the
cladodes-seeds and cladodes of the base in adult plants, where they wither and fall on the
plant a few days after the infection. The infected cladodium tissues become aqueous, darken
and expose the internal woody structures. The roots rot, exhibiting reddish-brown coloration.
The objectives of this work were to evaluate the potential of yeasts in the control of the
control of fusariosis in prickly pear cactus, with the use of biocontrol through yeasts and
genetic control through resistant varieties. Biocontrol tests were carried out in cladodes and in
vitro with the yeasts Cystobasidium slooffiae, Candida carpophila, Rhodotorula
mucilaginosa, Aureobasidium pullulans, Cyrenella elegans and Debaryomyces hansenii, all
of which presented promising results as sources of bioactive compounds with antifungal
action. Of these, yeast C. carpophila stands out, its chloroform extract showed high efficiency
compared to the fungicide Tecto SC® in the control of F. oxysporum and F. equiseti. In the
trials with genotype selection, six genotypes were the most promising for fusariosis resistance
and could be used by breeders in future crosses to obtain fusariosis resistant prickly pear
cactus. With this work we propose viable alternatives for the management of the fusariose of

prickly pear cactus.

Key words: Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Nopalea cochenilifera, semiarid.
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MANEJO INTEGRADO DA FUSARIOSE DA PALMA FORRAGEIRA EM
PERNAMBUCO

1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Origem da palma forrageira

A palma forrageira (Opuntia e Nopalea) tem sua origem Mexicana associada a
economia agricola do Império Asteca, juntamente com milho e agave, consideradas as
especies vegetais mais antigas cultivadas no territorio mexicano (NUNES, 2011). Quando os
colonizadores chegaram ao México, existiam diversas variedades desta cactdcea (REYES-
AGUERO, AGUIRRE-RIVERA, HERNANDEZ, 2005). No entanto, analises biogeograficas
recentes demonstraram que as espécies atuais possuem ancestrais comuns na América do Sul
(MAJURE et al., 2012). Os cultivos de palma forrageira encontram-se distribuidos em todo o
mundo, desde o Canada até a Argentina, do nivel do mar até 5.100 m de altitude no Peru.
Sendo levada do México a Espanha em 1520, e depois para Portugal, Africa, Asia, e Oceania
(BARRIOS, MUNOZ-URIAS, 2001; HOFFMANN, 2001).

Acredita-se que a palma forrageira chegou no Nordeste do Brasil, aproximadamente
em 1818, quando o governador da regido solicitou a Coroa Brasileira, entdo instalada no Rio
de Janeiro, o envio de varias plantas do Real Horto Botéanico do Rio de Janeiro, e entre elas
cactos, para os novos jardins botanicos instalados em Pernambuco (LOPES; SANTOS;
VASCONCELOQS, 2012). A palma forrageira tem sua histéria de introdugdo no Brasil no
século XIX, sua reintroducdo se deu pela necessidade na época de producédo da cochonilha do
carmim (SIMOES; SANTOS; DIAS, 2005). Posteriormente, a palma foi novamente
introduzida no Nordeste brasileiro, no inicio do século XX, sendo disseminada por ordem do
governo, apd6s a seca de 1932 (LIMA; GAMA, 2001). As pequenas plantacbes ja
estabelecidas eram insistentemente procuradas por bovinos, caprinos e ovinos que as comiam.
Assim, a planta forrageira passou a ser utilizada por criadores de animais (SEBRAE-PE,
2003).

A partir da década de 50 é que realmente comecaram o0s estudos de carater mais
aprofundados sobre as espécies de palma forrageira buscando seu melhor aproveitamento.
Entre os anos de 1979 e 1983, durante a estiagem prolongada ocorrida no Nordeste do Brasil,

a palma forrageira adquiriu mais espago no cenario semiarido. Desse ponto em diante
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comegaram-se inumeros estudos voltados a palma forrageira (FIGUEREDO; SILVA,;
GOMES FILHO, 2010).

A palma forrageira voltou a ser cultivada em larga escala pelos criadores das bacias
leiteiras e estima-se que hoje existam cerca de 500 mil hectares no Nordeste, estando boa
parte concentrado nos estados de Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte e
Bahia (OLIVEIRA; JUNQUEIRA; MASCARENHAS, 2011). A area de palma forrageira tem
aumentado nos periodos mais prolongados de seca. Essa contém em média 90% de agua, para
0 semiarido, uma valiosa contribui¢do no suprimento desse liquido para os animais (SANTOS
et al., 2006).

A palma forrageira aparece como uma alternativa de cultivo, adaptada ao clima
semiarido, visto ser uma cultura com mecanismo fisioldgico especial, metabolismo &cido das
crassulaceas (CAM), no que se refere a absorcdo, aproveitamento e perda de agua (SANTOS
etal., 2012; SNYMAN, 2006), por meio deste, fecha seus estbmatos durante o dia, evitando a
perda excessiva de agua através do processo de transpiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Tornando-a uma planta bastante eficiente do ponto de vista do uso de agua, a qual permite
adaptar-se as condicdes de clima do semiarido (SAMPAIO, 2005). Em virtude de sua
fisiologia, é bem adaptada também aos solos dessa regido, podendo atingir elevados niveis de
rendimento, ou seja, tem um grande potencial produtivo com alternativas sustentaveis de
desenvolvimento (NUNES, 2011). Podem ser de 4 a 5 vezes mais eficiente na conversédo de
agua do que as gramineas (RUSSEL, FELKER, 1987). As mesmas produzem, em cultivos
bem conduzidos, uma biomassa superior a 150 toneladas de matéria verde/ha/ano e 15
toneladas de matéria seca/ha/ano (LOPES; SANTOS; VASCONCELOQS, 2012; SANTOS et
al., 2006). Importante como uma alternativa para a alimentagcdo dos animais durante o periodo
de estiagem, se apresenta eficaz para combater a fome e a desnutricdo no semiarido
nordestino, além de ser uma importante aliada nos tratamentos de salde, rica em vitaminas A,
complexo B e C e minerais como: calcio, magnésio, sodio e potassio, além de 17 tipos de
aminoacidos. A palma é mais nutritiva que alimentos como a couve, a beterraba e a banana,

com a vantagem de ser um produto mais econdmico (NUNES, 2011).
1.2.  Importancia da palma forrageira

A regido Nordeste compreende uma area de 1.561.177,8 km?, equivalente a 18,27% do
territorio nacional, dos quais 61,67% estdo contidos no “Poligono das Secas”, ¢ dentro desse

poligono 53,88% representam o semiarido nordestino. No “poligono das secas”, ocorrem
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longos periodos de estiagem, as temperaturas sdo altas, as precipitacfes sdo escassas e possui
grande déficit hidrico (MURILO, 2011). A criagdo de rebanhos, principalmente de pequenos
ruminantes, representa uma das principais atividades, sendo a principal fonte de sustento
alimentar, geracdo de emprego e manutencdo da estrutura socioeconémica familiar no
semiarido nordestino (COUTINHO et al., 2013). Entre os rebanhos destacam-se a caprino e
ovinocultura, que abrangem 92% e 60,6% do rebanho nacional, respectivamente (FAO, 2015;
IBGE, 2017).

A palma forrageira tem destacada importancia por contribuir com o desenvolvimento
das regides semiaridas através da exploracdo econdmica das varias espécies, com
consequéncias positivas para 0 meio ambiente e para seguranca alimentar (CHIACCHIO,
MESQUITA, RODRIGUES, 2006). Mundialmente, a palma forrageira € utilizada para
produgdo de forragem e nutricdo animal, na alimentacdo humana, medicina, industria de
cosméticos, fabricacdo de adesivos, fibras para artesanato, fabricacdo de papel, corantes,
mucilagens, antitranspirantes, ornamentacdo, entre outras (CHIACCHIO, MESQUITA,
RODRIGUES, 2006; SANTOS et al., 2012).

O fenbmeno da seca € natural e causa Sérios prejuizos ao setor agropecuario
(OLIVEIRA et al., 2010). A palma forrageira é um alimento importante na atividade pecuéaria
sendo cultivadas em todo o mundo (HOFFMANN, 2001). E um alimento de grande
importancia para os rebanhos, principalmente nos periodos de estiagens prolongadas, pois
além de fornecer um alimento verde, supre grande parte das necessidades de agua dos animais
nas épocas de escassez (BARBERA, 2001; SANTOS et al., 2006), sobretudo em virtude da
economia em ragdes concentradas e pelo aumento de produtividade (OLIVEIRA;
JUNQUEIRA; MASCARENHAS, 2011).

O bom rendimento dessa cultura estd climaticamente relacionado as areas com 400 a
800 mm anuais de chuva, umidade relativa acima de 40% e temperatura de 25°C (LOPES,
SANTOS, VASCONCELOS, 2012). Sdo espécies que ndo toleram umidade excessiva e
apresentam extraordinaria capacidade de extracdo de 4gua do solo, a ponto de possuir cerca de
90-93% de umidade, o que torna importante para a regido do ‘poligono das secas’ (SILVA;
SANTOS, 2006).

Tem grande importancia socioecondmica para o Nordeste brasileiro, sendo cultivada
em areas com acentuado nivel de pobreza, longos periodos de estiagem, sendo utilizada

principalmente, na alimentagdo animal, em pequenas propriedades (MENEZES et al., 2005).
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E sua produtividade pode ser reduzida por vérios fatores tais como: lesdes mecénicas,
monocultura e manejo fitossanitario inadequado (MENDEZ-GALLEGOS et al. 2009;
SWART 2009).

1.3. A palmaforrageira

A palma forrageira pertence a divisdo Embryophyta, subdivisdo Angiospermea, classe
Dicotyledoneae, subclasse Archiclamideae, ordem Opuntiales e familia das Cactaceae
(SILVA, SANTOS, 2006). As cactaceas sao plantas arbustivas, suculentas e ramificadas.
Constituem um grupo extremamente diversificado, com um impressionante conjunto de
estratégias adaptativas, evolutivas e ecologicas, que lhes conferem uma grande capacidade de
desenvolvimento nos diferentes habitats (BARBERA, 2001; REBMAN, PINKAVA, 2001).

No Nordeste do Brasil, sdo encontrados quatro tipos distintos de palma: gigante
(Opuntia ficus indica a (L.) Mill), redonda (Opuntia sp.), mitda e mao de moca (Nopalea
cochenillifera (L.) Salm-Dyck) (LOPES; SANTOS; VASCONCELOS, 2012) e orelha de
elefante (O. stricta Haw) (SANTOS et al., 2001).

A palma gigante é caracterizada pelo crescimento vertical, resisténcia & seca, alta
produtividade, susceptivel & falsa cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae cockerell) e
menos palatavel, quando comparada com a palma miuda. A redonda apresenta caracteristica
gue se assemelham as da variedade gigante, diferindo apenas, no formato dos cladodios e no
habito de crescimento da planta. Sendo mais produtiva do que a palma mitda em termos de
massa verde. A palma orelha de elefante mexicana apresenta crescimento horizontal, rica em
matéria seca em relacdo a variedade gigante, possui pelos e é resistente a falsa cochonilha do
carmim. A palma midGda tem como caracteristicas principais o crescimento vertical, a baixa
resisténcia a seca, resisténcia a falsa cochonilha do carmim, além de ser mais rica em
carboidratos e apresenta maior porcentagem de matéria seca, em relacdo a palma gigante
(SANTOS et al., 2001), com exce¢do a mao de moca que € suscetivel a cochonilha de escama
Diaspis echinocacti (Bouché) (GAVA; LOPES, 2012). As éareas cultivadas com variedade
orelha de elefante vém aumentando nos Ultimos anos, pois é considerada resistente a

cochonilha do carmim (D. opuntiae), principal inseto praga da cultura (LIMA et al., 2013).
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1.4. A fusariose da palma forrageira

No Brasil, as doencas da palma forrageira tém sido pouco estudadas e, quase todos 0s
trabalhos descrevem apenas a sintomatologia e a patogenicidade dos agentes causais, sendo
limitadas as informacdes quanto a prejuizos, intensidade das doencas e medidas efetivas de
controle. Doencas de origem fungicas sdo as mais importantes nesta cultura, podendo afetar
cladodios, sistema radicular e frutos nas fases de pré e pés-colheita (BARBOSA et al., 2012).
Dentre as podriddes de raizes e de cladddios da base que ocorrem na palma forrageira
destacam-se a podriddo de fusario por Fusarium solani (Mart.) Sacc., (BARBOSA et al.,
2012; SOUZA et al., 2010) e Fusarium lunatum (Ellis & Everhart) Arx, ela apresenta
sintomas similares, independentemente do patdgeno, porém pode ter leves variacOes
dependendo da espécie do Fusarium spp., das variedades da cultura e das condicdes
climaticas (FLORES-FLORES et al., 2013).

No Nordeste brasileiro a palma forrageira foi descrita em Pernambuco, principalmente
nos estados de Pernambuco e Alagoas, Santos et al., (2006) relataram Fusarium solani (Mart.)
Sacc. como fitopatdgeno da palma forrageira. Possivelmente, ainda néo foi relatada em outros
estados por falta de estudos sobre doencas na cultura da palma forrageira. A podriddo no
cladddio da base é de consisténcia mole e coloragdo esverdeada, os cladddios primarios e
secundarios murcham e tombam sobre a planta poucos dias apés a infec¢do. Os tecidos do
cladodio infectado tornam-se aquosos, escurecem e expdem as estruturas internas lenhosas, as
raizes apodrecem, exibindo coloracdo marrom-avermelhada (SANTOS et al., 2006;
BARBOSA et al., 2012). As cultivares de N. cochenillifera tém-se mostrado mais suscetiveis
a fusariose (BARBOSA et al., 2012).

1.5. Caracterizacéo do género Fusarium

O género Fusarium foi descrito por Link (1809) e mais tarde tornou-se um nome
reconhecido por Fries (1821), sendo baseado na espécie tipo Fusarium sambucinum
Nirenberg (HYDE et al., 2014). E um dos géneros mais importantes na fitopatologia mundial,
tendo nos ultimos anos adquirido também importancia devido a producdo de micotoxinas
responsaveis por doencas em humanos e animais, além de algumas especies serem
responsaveis por infeccdes oportunistas, principalmente naquelas com deficiéncia
imunologicac (VENTURA, 2000).
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Este fungo é classificado no Reino Eumycota, Filo Ascomycota, Classe
Euascomycota, Ordem Hipocreales e Familia Hypocreaceae (GODQOY, COLOMBO, 2004). O
género Fusarium possuem dois tipos de conidios: 0os macroconidios que sdo multicelulares
uninucleado e microconidios unicelulares e uninucleados, na fase assexual. O modo de
formacdo de macro e micronidios e a formagdo de clamidésporos constituem caracteristicas

importantes para a diferenciag@o de espécies de Fusarium sp. (VENTURA, 1999).

A diversidade filogenética do género Fusarium varia de 8 a 10 clados importantes
patégenos na medicina e agricultura, esses divididos em 20 complexos de espécies (F.
sambucinum; F. chlamydosporum; F. incarnatum-equiseti; F. tricinctum; F. heterosporium;
F. fujikuroi; F. nisikadoi; F. oxysporum; F. redolens; F. badinda; F. concolor; F. lateritium;
F. buharicum; F. buxicola; F. staphyleae; F. solani; F. decemcellulare; F. albidum; F.
dimerum; F. ventricosum) (O'DONNELL et al., 2013). Mais de 1.500 espécies estdo listadas
no MycoBank e Leslie; Summerell (2006) documentaram 72 espécies (HYDE et al., 2014).

O gene recomendado e mais utilizado para identificacdo de espécies do género
Fusarium ¢ o gene fator de elongag¢dao da tradu¢do lo (TEF), sendo utilizado para
identificacbes de rotina, e consulta no banco de dados FUSARIUMID
(http://isolate.fusariumdb.org/). Este banco de dados é similar ao GenBank, mas é baseado em
sequéncias identificadas com precisdo de culturas validadas em colecdes de referéncia
(GEISER et al. 2004).

O fungo sobrevive como saprébio no solo ou na forma de clamiddsporos. Pode ser
disseminado por raquetes-sementes infectadas, vento, agua e implementos agricolas. Solos
compactados, acidos e com umidade e adubacdo organica excessiva proporcionam maior
severidade da doenca (BARBOSA et al., 2012).

1.6. Medidas de manejo de fusariose da palma forrageira

O controle mais efetivo da fusariose é evitar que o patégeno chegue na plantacéo,
utilizando solo e plantas ndo infestados (GRANATA, 2001). Deve ser ressaltado que, ndo
existem indicacOes de medidas efetivas de controle, exceto o plantio na época seca para evitar
a podridao da raquete-semente (BARBOSA et al., 2012), remocao e destruicdo dos cladddios
afetados (BARBOSA et al., 2012; SOUZA et al., 2010). No Brasil, ndo existem produtos

quimicos registrados para o controle de fusariose da palma forrageira (MAPA, 2017).
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1.6.1. Biocontrole com leveduras

O controle bioldgico é utilizado, com o significado de controle de um patégeno por
um antagonista (MARIANO et al., 2002). O termo antagonista é empregado para designar
agentes bioldgicos com potencial para interferir nos processos vitais destas espécies
fitopatogénicas, podendo estes antagonistas se adaptar ecologicamente ao mesmo nicho
ocupados por fitopatogenos (MORANDI, 2009). Os microrganismos antagonistas surgiram
como uma alternativa promissora aos fungicidas, sendo que esta alternativa tem recebido uma
atencdo crescente em estudos direcionados para controle e manejo de doencas (DROBY et al.,
2009; ZHANG et al., 2010).

O controle bioldgico raramente elimina o patdgeno do local, mas reduz a populagéo de
propagulos e, consequentemente, a sua habilidade de produzir doenca, o que €é caracterizado
por diferentes modos de atuacgdo, tais como: competicdo por espaco e nutrientes, antibiose,
parasitismo e inducdo de resisténcia em plantas (MORAES, CAPALBO, MORAES, 1991).

As leveduras constituem um grupo de microorganismos unicelulares pertencentes ao
Reino Fungi que se reproduzem assexuadamente por brotamento ou por fissdo binaria.
Possuindo célula eucaridtica, sdo aclorofiladas e produzem esporos que sdo células
especializadas. No entanto, ao contrério dos fungos filamentosos, elas ndo formam corpos de
frutificacdo (KURTZMAN, FELL, 1998).

Algumas leveduras inibem fitopatdégenos por apresentarem a atividade “killer”, que
consiste na producdo de toxinas extracelulares de composicdo glicolipidica ou glicoproteica
com acdo antifungica ou fungistatica sobre outras leveduras e/ou fungos filamentosos
(GOLUBEV, 2006). E producdo de metabdlitos volateis e &cidos que afetam o
desenvolvimento de fungos através da acdo fungicida ou fungistatica (EL-TARABILY,
SIVSITHAMPARAM, 2006).

A compreensdo e identificacdo de leveduras e suas interagbes em agroecossistemas
demonstra uma ferramenta importante para o controle biolégico de doencas de plantas,
melhorando desta forma, o uso de praticas inviaveis na promoc¢do de uma agricultura mais
sustentavel (BOTHA, 2011).

Fungos endofiticos biossintetizam substancias conhecidas como metabdlitos

secundarios de grande interesse para a inddstria agroquimica e farmoquimica, que sdo usadas
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como moléculas modelos para a descoberta e desenvolvimento de novos pesticidas e farmacos
(VIEIRA et al., 2012). Alguns exemplos de biocontroladores ideias sdo algumas espécies de
leveduras, que sao eficazes contra uma vasta gama de agentes patogénicos, ndo produzem
metabolitos perigosos para a salde humana e quase ndo sdo afetadas pelos pesticidas (LIU et
al., 2013).

O aproveitamento do potencial de microrganismos nativos para a supressao de
doencas atraves da aplicacdo de estratégias tem sido meta para os fitopatologistas
(MAZZOLA; FREILICH, 2017). O mecanismo de agdo e identificagdo de leveduras
envolvidas em interacGes entre espécies hospedeiras e ndo hospedeiras no agroecossistemas é
uma etapa crucial para o uso eficiente do controle biolégico no combate a fitopatdgenos e
consequentemente, promover uma agricultura mais sustentavel e ecologicamente viavel
(BOTHA, 2011).

O potencial antagdnico das leveduras foi verificado pela primeira vez nos anos 80,
onde foi constatada a reducao do crescimento e esporulacdo de alguns fitopatdgenos (PUNJA,
UTKHEDE, 2003). Entre os géneros mais citados no biocontrole encontram-se Candida (Cif
e Redaelli), Saccharomyces (Meyen) e Rhodotorula (F. C. Harrison). Um dos principais
fatores que leva a utilizacéo de leveduras como agentes de biocontrole é a baixa possibilidade
toxigénica deste grupo, ndo tendo sido relatado casos de micotoxicose (COELHO,
HOFFMANN, HIROOKA, 2003). A producdo de diversas enzimas por organismos
antagonistas € investigada por diversos autores como estando relacionada a eficiéncia
exercida no controle de fitopatdgenos (SARAVANAKUMAR, et al., 2009).

Existindo véarios produtos comerciais derivados de levedura para o controlo biologico
de agentes patogénicos (DROBY et al., 2009). As espécies de levedura como Aureobasidium
pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud; Cryptoccocus albidus (Saito) C. E. Skinner,
Metschnikowia fructicola Kurtzman e Droby, Candida oleophila Montrocher isolado O, tem
sido recomendados para o controle de fungos, na forma de seus respectivos produtos
comerciais: Boni protect®, Yield plus ®, Shemer ® e Nexy®, tem sido recomendados para o
controle de infestagdes das espécies de fungos com Botrytis cinerea Pers., B. cinerea e
Penicillium expansum Link, P. digitatum (Pers.) Sacc., P. italicum Wehmer, P. expansum, B.
cinerea, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill., Aspergillus niger Tiegh., Fusarium sp. e

Sclerotinia sclerotium respectivamente, em pos colheita (HAISSAM, 2011).
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E previsto que a quota do mercado representando microrganismos promotores do
crescimento de plantas, agentes de biocontrole e estimulantes da resisténcia das plantas,
chegue a 437,1 milhGes de dolares até 2020 e o crescimento do mercado serd impulsionado
predominantemente pelo aumento da producéo agricola dependente de préaticas de agricultura
biol6gica (MAZZOLA; FREILICH, 2017).

1.6.2. Controle genético com cultivares resistentes

Resisténcia refere-se a habilidade da planta hospedeira em suprimir ou retardar a
atividade de um patégeno. E uma caracteristica herdada geneticamente e pode ser
influenciada pela predisposicdo ou pela idade da planta (ZAMBOLIM, 2006). O nivel de
resisténcia da planta a patdgeno variam na natureza, de imune a suscetivel (FRY, 1982). No
controle de doencas vegetais representa um dos mais significativos avancos tecnoldgicos da
agricultura. E sua utilizacdo deveria ser preferida simplesmente por ser barata e de facil
utilizacdo (GURURANI, 2012).

O plantio de cultivares resistente € um dos mais eficientes meios de controle de
doencgas de plantas, além de ndo demandar gasto extra com produtos, principalmente para 0s
patdgenos denominados de parasitas obrigatorios e para 0s saprobios facultativos
(ZAMBOLIM, 2006). O passo inicial para elaboracdo de um programa de melhoramento é a
identificacdo do germoplasma vegetal que fornecerd os genes de resisténcia (NUEZ et al.,
2004). Dando-se prioridade elevada ao teste das colecdes de germoplasma (FELKER et al.,
2002).

Os gendtipos de O. ficus indica sdo muitos estudados fora do Brasil, como diversas
fontes de varios componentes como: acido ascorbico e betalainas, muito interessantes para o
consumo humano (NADIA et al., 2013), resisténcia a frio (FELKER et al., 2008), esta mais
adaptado para enfrentar seca devido ao seu mecanismo bioquimico e fisioldégico que é
aparente pela presenca de espinhos e a alta quantidade de polifendis, sendo boa fonte de
antioxidante natural (BOUTAKIOUT et al., 2017), seus cladddios tém uma maior atividade
antioxidante e maior teor de polifendis que outros géneros (BOUTAKIOUT et al., 2015).
Transformacdes genéticas também estdo sendo testadas, transportando novos genes Uteis, que

sdo dificeis nos programas classicos de melhoramento genético (SILOS-ESPINO et al., 2006).

No Brasil, o Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA) e a Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE) sdo pioneiros nas pesquisas dessa planta forrageira, atuando
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na regido Nordeste desde 1958 (SANTOS et al., 2006; SIMOES; SANTOS, DIAS, 2005), e
no melhoramento genético desde o final da década de 1980 (SANTOS et al., 2005). A
primeira cultivar, Gigante, foi lancada em 1998. O IPA possui um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) com mais de 1000 acessos e um programa de melhoramento focado na
ampliacdo da base genética da palma forrageira, através de cruzamentos dirigidos (SANTOS
et al., 1999) e introdugfo de materiais de diversos paises, como México, EUA, Africa do Sul,
Argélia, Chile entre outros (SANTOS et al., 2006). Esse programa de pesquisa é essencial
para o desenvolvimento da agricultura sustentavel no Nordeste. (MERGULHAO et al., 2012).

Embora haja poucos materiais no mercado, os clones mais difundidos foram
selecionados por vigor, sendo, portanto, heterozigotos. O melhoramento pode aproveitar a
variabilidade escondida através da segregacdo desses materiais via sexual (SANTOS et al.,
2005) e também por cruzamentos dirigidos. De acordo com Menezes et al. (2005) o potencial

da palma forrageira ainda ndo tem o seu devido reconhecimento.
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CAPITULO 2

LEVEDURAS NATIVAS, UMA NOVA OPCAO NO BIOCONTROLE DE
FUSARIOSE EM PALMA FORRAGEIRA
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de biocontrole com leveduras na
protecdo de cladodios de palma forrageira contra fusariose. Foram realizados testes de
biocontrole em cladddios destacados (in vivo), deteccdo da atividade antifingica por
compostos difusiveis, determinacdo do potencial produtor de compostos volateis com acéo
antiflngica, toxinas Killer e formagdo de biofilme (in vitro). A porcentagem inibicdo da
severidade da doenca variou em Fusarium oxysporum de 57 & 23,73 % e F. equiseti 72,32 a
31,29 %. Na deteccdo da atividade antifingica por compostos difusiveis variou de F.

oxysporum 100 a 26,93 %, F. equiseti 100 a 26,31 %. A determinacdo do potencial produtor
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de compostos volateis com agdo antifingica variou de F. oxysporum 21,42 a 4,12 %, F.
equiseti de 19,16 a 4,30 %. A atividade killer foi constatada em 100% dos isolados de
leveduras. O melhor periodo para avaliacdo da formacdo do biofilme foi as 72h e se
sobressairam os isolados L9, L37 e L38. Este estudo é o primeiro levantamento de leveduras
endofiticas associadas a Nopalea cochenilifera, e nossos resultados mostram que essas
leveduras representam uma fonte promissora de compostos bioativos com ac¢do antifungica.
Termos para indexacdo: Controle bioldgico; Doencas de plantas; Fusarium oxysporum;
Fusarium equiseti; Leveduras; Nopalea cochenilifera.

Native yeasts, a new option in the biocontrol of fusariosis in prickly pear cactus

Abstrat - The objective of this work was to evaluate the effect of biocontrol with yeasts in the
protection of prickly pear cactus cladodes against fusariosis. Biocontrol tests were performed
in cladodes (in vivo), detection of the antifungal activity by diffusible compounds,
determination of the potential producer of volatile compounds with antifungal action, toxins
Killer and biofilm formation (in vitro). The percentage inhibition of disease severity varied in
Fusarium oxysporum from 57 to 23.73% and F. equiseti 72.32 to 31.29%. In the detection of
antifungal activity by diffusible compounds ranged from F. oxysporum 100 to 26.93%, F.
equiseti 100 to 26.31%. The determination of the potential producer of volatile compounds
with antifungal action ranged from F. oxysporum 21.42 to 4.12%, F. equiseti from 19.16 to
4.30%. The killer activity was observed in 100% of yeast isolates. The best period to evaluate
biofilm formation was at 72 hours and the L9, L37 and L38 isolates were prominent. This
study is the first survey of endophytic yeasts associated with Nopalea cochenilifera, and our
results show that these yeasts may represent a promising source of bioactive compounds with
antifungal action.

Index terms: biological control; Fusarium oxysporum; Fusarium equiseti; plant diseases;

Nopalea cochenilifera; yeasts.
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Introducéo
A palma forrageira (Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck) é originada do México (Nunes,
2011), aparece como uma alternativa de cultivo, adaptada ao clima do semiarido, dotada de
um mecanismo fisiolégico especial, metabolismo acido das crassulaceas (CAM) no que se
refere a absorcdo, aproveitamento da perda de dgua (Santos et al., 2012). Nos Ultimos anos, a
palma forrageira voltou a ser cultivada em larga escala pelos criadores das bacias leiteiras,
sobretudo nos estados de Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte e Bahia,
(Oliveira et al., 2011).
A palma forrageira, além de ser uma alternativa para a alimentacdo dos animais durante o
periodo de estiagem, também é uma alternativa eficaz para combater a fome e a desnutricéo
no semiarido nordestino, (Nunes, 2011). As medidas de controle mais efetivas para as
doencas da palma forrageira envolvem o uso de cladddios sementes sadios e plantio em solos
ndo infestados pelo fungo (Barbosa et al., 2012).
No Brasil, ndo existem fungicidas registrados para o controle da fusariose da palma forrageira
(MAPA, 2017). Também desconhecemos estudos sobre controle bioldgico para esse
patdégeno. Em face ao exposto, o controle biolégico com microrganismos antagonistas surgiu
como uma alternativa promissora aos fungicidas no controle de doencgas (Zhang et al., 2010).
Alguns exemplos de biocontroladores ideias sdo algumas espécies de leveduras, que sdo
eficazes contra uma vasta gama de agentes patogénicos, ndo produzem metabolitos danosos
para a salde humana e quase nao sao afetadas pelos agrotdxicos (Liu et al., 2013).
Prevé-se que a quota do mercado representando microrganismos promotores do crescimento
de plantas, agentes de biocontrole e estimulantes da resisténcia das plantas, chegue a 437,1
milhGes de dolares até 2020 e o crescimento do mercado serd impulsionado
predominantemente pelo aumento da producéo agricola dependente de préticas de agricultura

biolégica (Mazzola & Freilich, 2017).
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Apesar da importancia da cultura da palma forrageira para o Nordeste e a falta de fungicidas
registrados no Brasil para o controle da doenca na cultura, ha necessidade de mais estudos que
leve a descoberta de novas estratégias de manejo da fusariose na palma forrageira. Diante
disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia do biocontrole com leveduras
em palma forrageira.
Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia, do Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), situado em Recife, Pernambuco. Foram utilizados cladddios terciarios
sadios, com aproximadamente seis meses, colhidos de plantas com dois anos de idade de N.
cochenillifera. A escolha dessa espécie deve-se ao fato de ser a mais cultivada, ser resistente a
cochonilha do carmim e uma das cultivares recomendada pelo IPA para o estado Pernambuco.
Os sete isolados de leveduras nativas da palma forrageira foram coletados nas cidades de
Lagoa do Carro (L9 Cystobasidium slooffiae (E.K. Novak&Voros-Felkai and L37 Cyrenella
elegans Goch.) Regido Zona da Mata Norte e Arcoverde (L12 Candida carpophila (Phaff&
M.W. Mill.), L17 Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison, L26 e L27
Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud and L38 Debaryomyces hansenii (Zopf)
Lodder & Kreger) Regido do Sertdo de Pernambuco. A identificacdo dos isolados de
leveduras foram a nivel de espécie através de caracterizacdo molecular, pelo sequenciamento
da regido genémica LSU (28S) do dominio D1/D2 do rDNA. Foram realizadas reacOes de
PCR com primers NL1 e NL4 como descrito Gallardo et al. (2014).

Os quatro isolados fungicos (F1 e F5 Fusarium oxysporum Schltdl., F20 e F32 Fusarium
equiseti (Corda) Sacc. foram coletados em palmas forrageiras procedentes dos municipios de
Arcoverde (F1 e F32), Surubim (F5) e Ibimirim (F20), Arcoverde e Ibimirim pertencentes a
Regido do Sertdo e Surubim a Regido do Agreste, PE. Todos patogénicos e com diferentes

combinagcOes de agressividade, e representando dois complexos distintos: Complexo
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Fusarium oxysporum e Complexo Fusarium incarnatum-equiseti. O género Fusarium foi
identificado quanto a morfologia, de acordo as descri¢fes feitas por Leslie & Summerell
(2006) e molecularmente (Liu et al., 1999; O'Donnell et al., 2008). Todos os isolados
utilizados neste estudo estéo estocados na Universidade Federal de Pernambuco na Micoteca
Colecéo de Culturas URM / UFPE (www.ufpe.br/micoteca).

Para o teste de biocontrole in vivo foram utilizados cladodios sadios de palma forrageira,
foram lavados com agua corrente, desinfestados superficialmente pela imersao em solucdo de
alcool etilico 70% (v/v), durante 1 a 3 min., NaOCI 2% por 10 min., lavados por mais duas
vezes em agua destilada e secos naturalmente. Cada levedura foi pulverizada sobre os
cladédios de palma forrageira na concentracdo de 10’ UFC.mL. Apés 48hde incubacdo, cada
cladddio foi dividido em quatro quadrantes, e realizou-se um ferimento (5 x 2 mm), com o
auxilio de um perfurador flambando e nesse orificio foi depositado um disco de batata -
dextrose - 4gar (BDA) contendo estruturas do patdgeno, de mesmo tamanho. Nos cladddios
utilizados como controle negativo foram depositados nos ferimentos um disco contendo meio
BDA. Ap6s a inoculacdo os cladddios foram mantidos a temperatura controlada de 25 + 2°C
em sala de incubacdo, durante 72 horas em cdmara Umida utilizando bandejas plasticas
umedecidas com &agua destilada esterilizada (ADE) e cobertas com sacos plasticos pretos
pulverizados internamente com ADE. A severidade da doenca foi avaliada aos sete dias
(tempo suficiente para desenvolvimento da doenca). As imagens da lesdo foram tiradas com
camera digital e a area da lesdo (cm?), medida utilizando-se o programa ASSESS 2.0® (APS).
Apos sete dias experimentais as porcentagens de inibi¢do (P1%) foram calculadas de acordo a
formula: P1% = [(A - B) / A] x 100 onde, P1% = porcentagem de inibi¢do da lesdo, A =
didmetro médio do crescimento da lesdo no controle positivo, B = crescimento médio de

didmetro de lesdo num dado tratamento.
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Para o teste de deteccdo da atividade antifungica por compostos difusiveis foram avaliadas
através do cultivo pareado entre os quatro isolados (F1 e F5 F. oxysporum, F20 e F32 F.
equiseti) e os sete isolados de levedura (L9 C. slooffiae, L12 C. carpophila, L17 R.
mucilaginosa, L26 e L27 A. pullulans, L37 C. elegans e L38 D. hansenii). Os isolados de
levedura foram diluidos e quantificados por espectofotometria 540 nm com 0,2 de
absorbancia representando 107 UFC.mL", ajustado por curva de calibracdo com equacdo:
y=80000000Xx-3000000, sendo: y o resultado do numero de esporos e x o valor de
absorbancia. Com o auxilio de uma al¢a de Drigalsk, as leveduras foram semeadas na
superficie de placas de Petri contendo meio BDA. No centro da placa foram colocados os
discos (5 x 2 mm) de meio de cultura contendo estruturas fungicas dos patdgenos, retirados da
regido periférica do isolado em crescimento. As placas foram incubadas por cinco dias a
crescimento micelial, através da mensuracdo do didmetro da col6nia. O didmetro da coldnia
foi avaliado com paquimetro em duas medidas ortogonais. O controle positivo consistiu de
placas contendo meio de cultura BDA contendo estruturas do patdégeno. Aos cinco dias
quando o crescimento do patdégeno no controle positivo alcangou os bordos das placas, as
porcentagens de inibicdo (P1%) foram calculadas.

Para a determinacdo de compostos volateis com acdo antiflngica foi utilizada a técnica de
cultivo em placas de Petri descartaveis e bipartidas. Para evitar que exsudados produzidos
pela levedura se difundissem através do meio de cultura (Nutaratat et al., 2014). O confronto
foi realizado entre os sete isolados de leveduras (L9 C. slooffiae, L12 C. carpophila, L17 R.
mucilaginosa, L26 e L27 A. pullulans, L37 C. elegans e L38 D. hansenii) e os quatro isolados
do patdgeno (F1 e F5 F. oxysporum, F20 e F32 F. equiseti). Em um dos setores da placa de
Petri foram realizadas estrias continuas com os isolados de levedura em meio de cultura

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e no outro setor, foram depositados ao centro, um disco
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(5mmg) contendo estruturas fangicas do patégeno em meio BDA. As placas foram incubadas
por cinco dias a temperatura de 25 £ 2°C em camara de crescimento. Quando o crescimento
do patégeno no controle positivo alcangou os bordos das placas, as porcentagens de inibicao
do crescimento micelial (P1%), foram avaliadas.

Para a determinagdo da atividade killer as sete leveduras (L9 C. slooffiae, L12 C. carpophila,
L17 R. mucilaginosa, L26 e L27 A. pullulans, L37 C. elegans e L38 D. hansenii) foram
cultivadas em meio SDA por 72horas, com posterior avaliagdo em meio yeast extract peptone
dextrose (YEPD) tamponado e acrescido de azul de metileno 0,005%. Para a realizagdo do
teste, foram utilizados dois isolados padrdes de leveduras, sendo um sensivel a toxina killer
(isolado 14 206 Candida glabrata (H.W. Anderson) S.A. Mey. &Yarrow (1x107 células mit))
e um isolado produtor da toxina (isolado 343 C. glabata). Todos os isolados foram diluidos
em solucdo salina a 0,85%. Com o auxilio de uma alca de Drigalsk, em placa de Petri com
meio YEPD + 0,005% azul de metileno. No centro da placa colocou-se o isolado 343. As sete
leveduras testadas foram colocadas em posi¢Oes equidistantes da placa de Petri. As avaliagdes
foram realizadas visualmente, 24 e 48 horas ap0s inoculacdo, sendo considerada a presenca do
fendtipo killer (K +) pela formacéo de uma zona clara de inibicdo em volta da coldnia, onde
ndo houve crescimento da levedura sensivel, delimitada por um halo adjacente de células
coradas em azul que evidencia morte celular e é indicativo de atividade killer.

Para a determinacédo do biofilme os isolados de leveduras (L9 C. slooffiae, L12 C. carpophila,
L17 R. mucilaginosa, L26 e L27 A. pullulans, L37 C. elegans e L38 D. hansenii) foram
mantidas overnight a 28 °C em meio de cultura yeast nitrogen base (YNB) suplementado com
glicose a 100 mM. Posteriormente as células foram lavadas duas vezes com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2) e ressuspensas em YNB + 100 mM de glicose para
concentracdo final 10’ UFC.mL™. Aliquotas (100 pL) foram colocadas em quadruplicada em

pocos de uma placa de poliestireno de 96 pocos e incubadas durante 3 h a 28 °C e mantidas
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sob agitacdo a 75 rpm. No controle negativo ndo se utilizaram leveduras. Apds a fase de
adesdo, cada poco foi lavado duas vezes com 150 pL de PBS e adicionado a esses pogos 100
pL de YNB. As placas foram incubadas a 28 °C a 75 rpm durante 24, 48 e 72 h. O meio foi
reabastecido diariamente e todos 0s ensaios foram realizados duas vezes.
Apo6s incubacdo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS e corados com 100uL de
solugdo aquosa de cristal violeta a 0,4% durante 45 min. Posteriormente, 0s pogos foram
lavados quatro vezes com ADE e acrescentados 200 pL de etanol a 95%. Apds 45 minutos,
transferiram-se 100 pl do etanol para uma nova placa e sendo medida quantidade de cristal
violeta na solucdo a 550 nm, ajustado por curva de calibragdo com equacdo: y = 56,423 X -
0,0025; em que y = valores de absorbancia a 550 nm e x = concentracao de cristal violeta.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em arranjo fatorial com dois fatores,
sendo cada fator composto pelas combinagdes das sete isolados de leveduras x quatro isolados
de Fusarium spp. (tratamentos), com trés repeti¢des (cladédio) in vivo sendo cada repeticao
representada por quatro unidades amostrais (lesdo) e cinco repeticdes (placas de Petri) in
vitro. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo
teste Scott Knott (P>0,05), utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 (Silva & Azevedo,
2016).

Resultados e Discusséo
Dos sete isolados de leveduras endofiticas, nativas da palma forrageira, testados (L9; L12;
L17; L26; L27; L37 e L38) todos reduziram significativamente o desenvolvimento da lesdo
em cladddio de palma forrageira destacados ap6s sete dias de incubagéo a 25 +2°C.
A porcentagem de inibig&o de leséo de fusariose no teste de biocontrole in vivo foi reduzida
nos sete isolados de leveduras testados, sendo as P1% mais eficientes para: F. oxysporum
isolado (F1) foi de (L26) 57, (L12) 50,73, (L9) 48,8 e (L17) 46,35%, F. oxysporum isolado

(F5) foi de (L17) 46,69, (L26) 44,28, (L38) 41,73, (L37) 41,05, (L27) 40,46%, F. equiseti
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(F20) foi de (L9) 62,98 e (L12) 50,82%, F. equiseti (F32) foi de (L12) 72,32, (L38) 72,09,
(L37) 70,72, (L9) 66,29, (L27) 62,27 e (L17) 60,55%, respectivamente (Tabela 1).

Para o teste de deteccdo da atividade antifingica por compostos difusiveis in vitro sendo as
P1% mais eficientes para: F. oxysporum isolado (F1) foi de (L12) 100, F. oxysporum isolado
(F5) foi de (L27) 81,85 e (L26) 77,34, F. equiseti (F20) foi de (L12) 80,91, F. equiseti (F32)
foi de (L26 e 27) 100%, respectivamente (Tabela 2).

A porcentagem de inibi¢do de Fusarium spp. por compostos volateis foi reduzida pelos sete
isolados de leveduras testados, sendo as P1% mais eficientes para: F. oxysporum isolado (F1)
foi de (todos os isolados) variando de 21,42 a 10,27%, F. oxysporum isolado (F5) foi de (L17)
16,46, (L26) 16,11, (L37) 13,04 e (L12) 11,23%, F. equiseti (F20) foi de (L38) 19,16, (L17)
14,94 e (L37) 14,07%, F. equiseti (F32) foi de (L12) 32,04%, respectivamente (Tabela 3).

No que se refere a atividade killer, foi constatado que todos os isolados de leveduras, possuem
esse fendtipo.

Para a determinacéo do biofilme observamos que, apesar da formacéo de biofilme em todos
os isolados, ndo houve diferenca significativa entre as leveduras nos periodos de 24 e 48 h.
Diferentemente as 72h, foi o melhor tempo para formacdo das leveduras, sobretudo para os
isolados L9, L37 e L38 com os maiores valores de agregacdo (Tabela 4).

O aproveitamento do potencial de microrganismos nativos para a supressao de doencas
através da aplicacdo de estratégias, no manejo especifico, tem sido uma meta dos
fitopatologistas (Mazzola & Freilich, 2017).

Ruiz-Moyano et al., (2016), testaram 58 leveduras de figo (Ficus carica L.) e identificaram
com frequéncia de isolamento de A. pullulans (50,0%) Candida carpophila (5,2%), as quais
inibiram o crescimento micelial de Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries.
Sendo essas leveduras também, frequentemente identificadas como populacdes epifiticas

tipicas de outros frutos (Serradilla et al., 2013). A competicdo por nutrientes e espaco tem
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sido postulada como a interagcdo mais importante entre os candidatos antagonistas e patdgenos
in vivo (Sharma et al.,2009).

Leveduras isoladas de diferentes ambientes sdo conhecidas por produzir varios metabolitos,
tais como produtos quimicos finos, substancias bioativas e enzimas como amilase, lactase,
xilanase, celulase, fitase, lipase, inulinase e superdxido dismutase (Chi et al., 2016). Relatos
de producéo de peroxidade por A. pullulans, em ferimentos no tecido de macds, sugerem que,
indiretamente, podem reduzir a incidéncia de doencas atuando como agentes indutores de
resisténcia (Haissam, 2011). A leveudra D. hansenii produz poliaminas (putrescina,
espermidina e espermina) demonstrada em diferentes isolados dessa espécie (Reyes- Becerril
et al., 2011). O que reforca os resultados encontrados in vitro para as leveduras L26 e L27 A.
pullulans, L38 D. hansenii.

Os resultados do teste de biocontrole mostraram que apesar de todas as leveduras terem
reduzido o crescimento da leséo, destaca-se o isolado (L12), o qual reduziu significativamente
0 crescimento da doenca para todos os isolados patogénicos, sendo considerada a levedura
mais promissora in vivo. Vieira et al., (2012) também encontraram bons resultados para
leveduras biocontroladoras, e verificaram que, cinco espécies produzem compostos
antimicrobianos, entre estas C. carpophila, com frequéncia de 0,7% na haste e 0,8% nas
folhas de panacéia (Solanum cernuum vell), representando resultados interessantes, uma vez
que poucos estudos de atividade antimicrobiana de leveduras endofiticas tropicais tém sido
relatados. No presente trabalho as leveduras foram extraidas do terco médio lateral inferior
dos cladddios e os epifiticos do terco médio inferior dos cladddios de palma forrageira.

A inducéo in vitro de halos de inibicdo por leveduras antagonistas, tais como A. pullulans tem
sido associada a producdo de enzimas liticas extracelulares (Lutz et al., 2013). Contudo,
existem poucos relatos sobre a atividade antagonista dos outros isolados de levedura testados

nesse trabalho. Por isso, 0s ensaios em meios de cultura demonstraram a interagdo necessaria
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entre células vivas antagonistas e agentes patogénicos para controlo biolégico (Ruiz-Moyano
et al, 2016). Os resultados do teste deteccdo da atividade antifingica por compostos difusiveis
mostram que (L12) reduziu significativamente o crescimento micelial para quase todos 0s
isolados, sendo considerada a levedura mais promissora, também in vitro.
Contudo os compostos volateis das leveduras testadas apresentam baixa atividade nos
isolados testados. Diferente do encontrado por Huang et al. (2011), onde observaram C.
intermedia (Cif. & Ashford) Langeron & Guerra sdo promissores para o controle de Botrytis
cinerea Pers. em morango. Como a competi¢do por nutrientes e espaco € proposta como o
principal modo de acdo pelas quais leveduras antagonistas suprimem os patégenos (Sharma et
al., 2009). Talvez por esse motivo ndo tenhamos obtido uma grande inibigdo com esses
compostos volateis dos isolados de leveduras testados.
A levedura biocontroladora de Colletotrichum sublineolum Henn. Ex Sacc. & Trotter do
sorgo, Torulaspora globose (Klécker) Van der Walt & Johannsen, também apresenta
atividade Killer (Rosa et al., 2010). Vitale et al. (2015) também encontraram resultados
semelhantes com A. pullulans que mostrou com uma elevada capacidade de colonizacdo dos
ferimentos in vivo, mas ndo a formacao de biofilme em ensaios in vitro.

Conclustes
1. Os resultados mostram que as leveduras estudadas nesse trabalho apresentam-se como
promissoras fontes de compostos bioativos com acdo antiflngica.
2. As leveduras nativas podem reduzir e controlar a fusariose da palma forrageira,
podendo ser usadas no manejo da cultura, como um método de controle bioldgico.

3. Esse é o primeiro relato de leveduras nativas de palma forrageira no Brasil.
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Tabela 1 Porcentagem de inibicdo de lesdo de fusariose por levedura (10 CFU mL™) em cladédios de palma forrageira destacados a 25 +2°C

durante sete dias

PI (%)
F1 F5 F20 F32
Levedurafatdgeno

Cystobasidium slooffiae L9 48,8 +1,12 23,76 +1,70 62,98 +1,32 66,29 +7,44 A
Candida carpophila L12 50,73 +4,42 34 +1,46 50,82 +1,93 72,32 +5,81 A
Rhodotorula mucilaginosa L17 46,35 £8,83 46,69 £2,11 31,29 £3,35 60,55 +1,84 A
Aureobasidium pullulans L26 57 16,33 44,28 +1,17 38,89 +3,41 46,67 £1,97 A
Aureobasidium pullulans L27 36,13 £1,33 40,46 £6,04 38,28 +7,45 62,27 +2,64 A
Cyrenella elegans L37 37,04 +8,74 41,05 +1,04 38,61 +1,15 70,72 +1,09 A
Debaryomyces hansenii L38 40,99 £3,00 41,73 18,43 45,12 £1,59 72,09 +3,01 A

CV. 16,80%

"+" Erro padréo dos meios. Valores seguidos pela mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste de Scott knott (P <0,05).
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Tabela 2 Porcentagem de inibicdo da atividade antifingica por compostos difusiveis de levedura (10’ CFU mL™?) cultivo pareado com Fusarium

spp. in vitro a 25 +2°C durante cinco dias

PI (%)
F1 F5 F20 F32
Levedurafatdgeno

Cystobasidium slooffiae L9 60,67 +9,44 A 65,1 +4,08 45,45 £3,74 50,06 +4,10 B
Candida carpophila L12 100 =0 A 72,14 545 80,91 +5,80 72,26 1,20 C
Rhodotorula mucilaginosa L17 85,79 £3,27 A 68,29 2,60 72,01 £9,09 85,71 +2,29 A
Aureobasidium pullulans L26 64,6 +1,02 C 77,34 4,89 51,95 +5,56 100 =0 A
Aureobasidium pullulans L27 81,26 +3,04 B 81,85 +3,50 63,99 +8,86 100 =0 A
Cyrenella elegans L37 52,7 £1,21 A 26,93 +1,84 26,31 +2,02 45,96 +1,33 B
Debaryomyces hansenii L38 37,87 £1,68 B 37,76 +1,18 43,24 £1,19 75,19 +1,34 A
CV. 7,70%

"+" Erro padréo dos meios. Valores seguidos pela mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste de Scott knott (P <0,05).



363

364

365

46

Tabela 3 Porcentagem de inibicdo de compostos volateis com acédo antifungica de levedura (107 CFU mL™) cultivo pareado Fusarium spp. in

vitro a 25 +2°C durante quatro dias

Pl (%)
F1 F5 F20 F32
Levedurafatdgeno

Cystobasidium slooffiae L9 10,64 +3,35 A 8,1 £3,63 A 6,42 +1,15 A 9,52 +2,31 A
Candida carpophila L12 21,42 £2,29 B 11,23 +6,48 C 7,56 7,60 C 32,04 #4,75 A
Rhodotorula mucilaginosa L17 12,52 +5,65 A 16,46 +1,17 A 1494 +248 A 20,36 +0,99 A
Aureobasidium pullulans L26 14,17 0,84 A 16,11 +4,35 B 5,63 +0,68 B 22,96 +2,20 A
Aureobasidium pullulans L27 10,27 +0,88 A 4,12 +3,8 A 4,3 +0,57 A 13,37 0,93 A
Cyrenella elegans L37 13,39 0,69 A 13,04 +2,32 A 14,07 %254 A 19,74 +1,55 A
Debaryomyces hansenii L38 13,24 +2,16 A 7,17 +2,87 A 19,16 +3,09 A 7,31 +1,34 A
CV. 25,37%

"+" Erro padréo dos meios. Valores seguidos pela mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste de Scott knott (P <0,05).
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Tabela 4: Concentracdo de cristal violeta (mg ml2)* em células de leveduras aderidas nas paredes de placas de poliestireno em diferentes periodos

de incubacao

Intervalo de avaliacéo

Leveduras
24h 48h 72h

Testemunha 0,0011 +0,0000 0,0011 +0,0000 0,0593 +0,0008 A
Cystobasidium slooffiae L9 0,0017 +0,0003 0,0058 +0,0003 0,6798 +0,1172 A
Candida carpophila L12 0,0052 +0,0009 0,0082 +0,0013 0,3653 +0,0201 A
Rhodotorula mucilaginosa L17  0,0037 + 0,0005 0,0031 +0,0004 0,191 +0,0095 A
Aureobasidium pullulans L26 0,0024 +0,0003 0,0086 + 0,0039 0,2333 +0,0286 A
Aureobasidium pullulans L27 0,0019 +0,0002 0,0052 +0,0007 0,2058 +0,0328 A
Cyrenella elegans L37 0,0012 +0,0010 0,0026 +0,0003 0,6753 +0,0219 A
Debaryomyces hansenii L38 0,001 +0,0001 0,0034 +0,0008 0,6645 +0,0310 A
CV. 25,35%

"+" Erro padrdo dos meios. Valores seguidos pela mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes pelo teste de Scott knott (P <0,05).
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CAPITULO 3

PERFIL QUIMICO E POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE Candida carpophila NO
BIOCONTROLE DA FUSARIOSE DA PALMA FORRAGEIRA
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Resumo - O presente trabalho avaliou o potencial antimicrobiano do extrato cloroférmico de
Candida carpophila com associacdo ao seu perfil quimico. Adicionalmente, foi avaliada a
eficacia de C. carpophila como agente de biocontrole de fitopatdgenos em palma forrageira.
A andlise por microscopia eletrénica de varredura mostrou que a levedura C. carpophila
inibiu os patdgenos, reduzindo os seus crescimentos e germinacgdo, provocando deformagdes
de esporos e hifas, extravasamento do contetdo celular das hifas. Enquanto, os dados obtidos
por espectrofotometria por energia dispersiva observamos diminuicdo na atividade patogénica
do Fusarium spp. na presenca de C. carpophila. O extrato cloroférmico de C. carpophila
apresentou forte atividade antimicrobiana contra todos os isolados patogénicos testados e
atividade similar ao principio ativo tiabendazol. O extrato apresentou concentragdo minima
inibitoria de 31,25 pg/mL para F5 e F20, de 62,5 pg/mL para F32 e F1 foi inibido em todas as
concentragcfes. Através da andlise de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM) foram identificado seis compostos no extrato: hexahidropirrolo [1,2-a]
pirazina-1,4-diona, 3,6-bis (2-metilpropil)-2,5-piperazinediona e o &cido cis-6-octadecendico,
Acido adipico, Ftalato dietila e Lupeol, sendo os dois relacionados a atividade antifungica.
Em todos os experimentos realizados C. carpophila demostrou ser eficiente no controle da
fusariose da palma forrageira.

Termos para indexacdo: Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Compostos bioativos,

Doengas de plantas, Levedura.
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Introducéo

No Brasil, a palma forrageira € cultivada principalmente por pequenos produtores
visando a subsisténcia da pecuaria em regides semiaridas. No Nordeste é onde se
encontra a maior area cultivada do mundo de palma forrageira, estimada em 600 mil
hectares, distribuidos nos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba,
Ceara e Rio Grande do Norte (Lopes et al. 2012). H& poucos estudos relatados sobre as
doencas da palma forrageira, sendo que as doencas de origem flngicas causam 0s
maiores danos a planta, podendo afetar cladddios, sistema radicular e frutos (Barbosa et
al. 2012).

No Brasil, ndo existem fungicidas registrados para o controle da fusariose da palma
forrageira (MAPA 2017). No que se refere ao controle bioldgico ndo existem relatos
para esse patdgeno nessa cultura. O controle quimico, por seu elevado custo e possiveis
impactos ambientais, na maioria das vezes, sdo inviaveis para aplicacdo em culturas de
pequenos produtores rurais devido a escassez de recursos, equipamentos de seguranca e
méo-de-obra especializada (Vasconcelos et al. 2009). No entanto, o controle bioldgico é
uma das alternativas promissoras aos fungicidas sintéticos, sendo que esta alternativa
tem recebido uma atencdo crescente em estudos direcionados para controle e manejo de
pragas (Droby et al. 2009). Fungos endofiticos biossintetizam substancias conhecidas
como metabdlitos secundarios de grande interesse para a inddstria agroguimica e
farmoquimica, que sdo usadas como moléculas modelos para a descoberta e
desenvolvimento de novos pesticidas e farmacos (Vieira et al. 2012).

No mercado ha varios produtos comerciais derivados de levedura para o controle
biolégico dos fungos patogénicos (Droby et al. 2009). As espécies de levedura como
Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) G. Arnaud; Cryptoccocus albidus

(Saito) C. E. Skinner, Metschnikowia fructicola Kurtzman e Droby, Candida oleophila
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Montrocher isolado O, tem sido recomendados para o controle de fungos com Botrytis
cinerea Pers., B. cinerea e Penicillium expansum Link, P. digitatum (Pers.) Sacc., P.
italicum Wehmer, P. expansum, B. cinerea, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.,
Aspergillus niger Tiegh., Fusarium sp. e Sclerotinia sclerotium respectivamente, em
pos colheita (Haissam 2011).

O aproveitamento do potencial de microorganismos nativos para a supressao de doencas
é uma estratégia que tem sido adotada por fitopatologistas (Mazzola e Freilich, 2017).
Os mecanismos de acdo das leveduras envolvidas na interagdo com o fitopatdgeno,
asseguram uma agricultura ecologicamente sustentavel (Botha 2011).

Devido a sua importancia para subsisténcia do Nordeste e a falta de fungicidas com
registro no Brasil para o controle de fitopatdgenos, ha uma necessidade emergencial de
mais estudos que levem a descoberta de novas estratégias de manejo da fusariose na
palma forrageira. Portanto, o presente trabalho teve como objetivos identificar os
constituintes quimicos do extrato cloroférmico de C. carpophila e avaliar seu potencial
antimicrobiano frente a Fusarium oxysporium Schltdl. e F. equiseti (Corda) Sacc.
causadores da fusariose da palma forrageira.

Material e Métodos

Os ensaios de metabdlitos bioativos foram realizados nos Laboratérios: Fungos de solo
LAFSOL — UFRPE; Fitopatologia — IPA; Imunopatologia Keizo Asami LIKA — UFPE;
Quimica — UFRPE; Centro de Pesquisa Ageu Magalhdes — FIOCRUZ e Centro de
Apoio a pesquisa UFRPE — Cenapesq, situados em Recife, Pernambuco.

Coleta e identificacédo dos isolados

O isolado URM7632 Candida carpophila (Phaff& M.W. Mill.) endofitico selecionado
de palma forrageira, foi procedente do municipio de Arcoverde, pertencente a Regido do

Sertdo, PE. A espécie isolada foi identificada através de caracterizacdo molecular por
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sequenciamento do dominio D1 / D2 da 28S LSU de rRNA, como descrito previamente
por Gallardo et al. (2014).

Foram selecionados dois isolados de F. oxysporum (F1 e F5) coletados em Arcoverde e
Surubim respectivamente, e dois isolados de F. equiseti (F20 e F32) coletados em
Ibimirim e Arcoverde respectivamente, todos patogénicos e representando dois
complexos distintos: Complexo F. oxysporum e Complexo F. incarnatum-equiseti. Para
identificacdo dos isolados quanto a morfologia, tomaram-se por base as descri¢des feitas
por Leslie e Summerell (2006) e através de biologia molecular (Liu et al. 1999;
O'Donnell et al. 2008). Todos os isolados utilizados neste estudo foram estocados na
Colecdo de Cultura Micoteca, Universidade Federal de Pernambuco, URM / UFPE
(www.ufpe.br/micoteca).

Microscopia eletrénica de varredura

Para visualizacdo através da microscopia eletronica de varredura (MEV) as amostras do
ensaio in vivo envolvendo Fusarium spp. x C. carphophila nas combinag¢des (URM7632
X F1), (URM7632 x URM7638), (URM7632 x URM7639), (URM7632 x F32), e
também isoladas (URM7632), (F1), (URM7638), (URM7639), (F32), e palma
forrageira (P), foram fixadas em tampéo fosfato 0,1M e glutaraldeido a 2,5% durante 12
h a 4 °C. As amostras foram imersas em tetroxido de 6smio 1% por 1 h e lavados com
tampdo de cacodilato de sddio 0,2 M. Em seguida foram realizadas trés lavagens em
tampdo fosfato 0,1M para posterior desidratacdo, utilizando uma série crescente de
etanol de 30% a 100%. Apds a desidratacdo, a amostra foi submetida ao ponto critico
em atmosfera de CO2, montadas em stubs e metalizadas com uma camada de ouro por
meio de pulverizagdo catédica no Q150T (Quorum Tecnologies). Em seguida, as
amostras foram analisadas por meio do MEV, JEOL JSM-5600 LV do NPT do

CPgAM/FIOCRUZ.
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Espectrometro de dispersdo de energia

O MEV estava equipado com um espectrdmetro de dispersdo de energia (EDS) e
operado com uma tensdo de 200 V a 30 kV, uma corrente de feixe de 100 nA e um
aumento na ordem de 12x (distancia de trabalho mais longa) para 1.000.000 para alto
vacuo.

Obtencdo do extrato cloroférmico

Para a obtencdo do extrato cloroférmico de C. carpophila, o isolado URM7632 foi
cultivado em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SD), apds 72h de crescimento
foi realizada a raspagem com alca de platina, sobre a cultura e imerso em cloroférmio
por 24h, com agitacdo constante. O material foi sonificado por 30min e em seguida
filtrado em papel filtro (poro 10 m). Os componentes quimicos que passaram por esse
filtro foram secos por rotaevaporacdo, pesados e resuspendidos em cloroférmico na
concentracdo de 1pug/mL.

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas

Para a cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas (CG-EM), foi
utilizado o extrato de C. carpophila em cloroférmio, para a obtengdo de compostos
apolares. A identificagdo dos constituintes quimicos desse extrato foi obtida através da
anélise de CG-EM realizada em um equipamento PerkinElme, na concentacdo de 2
mg/mL em metanol, utilizando-se uma coluna de capilaridade com silica (30m x
0,25mm x 0,25um). A temperatura da coluna foi programada para 100 °C até 240 a
5°C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de 250°C e 280°C,
respectivamente. O gas de arraste foi o hélio, fluxo de 1 mL/min, (1:30). Os espectros
de massa foram obtidos a 70 eV por IE. A velocidade de leitura de 0.5 scans-1 de m/z
50 a 650. A identificacdo foi feita com base na comparacdo computadorizada do

espectro de massa obtido com aqueles contidos na biblioteca da CG-EM.
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Concentracdo minima inibitéria

Atividade antimicrobiana do extrato cloroformico de C. carpophila foi determinada
pelos valores da concentracdo minima inibitéria (CMI), realizada em microplacas de
polietileno com 96 pocos. Do primeiro ao quarto poco foram realizadas as testemunhas.
Do quinto poco de amostra em diante realizou-se a diluicdo em série adicionando-se
190uL de meio SD e 10 pL de extrato de C. carpophila com concentracédo inicial de
250 pg/mL (em oito diluicbes seriadas: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 e 1,95
pug/mL) e 4 pg/mL principio ativo tiabendazol (grupo quimico benzimidazol) (em oito
diluicdes seriadas: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12, 0,06 e 0,03 pg/mL). Foram adicionados 10uL
de suspensdo de Fusarium spp. (107 conidios.mL™) diluido em solugéo salina a 0,9%,
em todos os pogos amostras da placa. As placas foram incubadas durante 48h, em
seguida adicionou-se 10uL de corante resazurin® em cada pogo das placas, sendo essas
mantidas no escuro por 3h antes da leitura visual.

Teste de bioautografia com cromatografia de camada delgada

A atividade antifingica das substancias analisadas foram determinadas através de
bioautografia, conforme metodologia de Choma e Grzelak (2011), onde foram
preparados 100 mL dos indculos (F1, URM7638, URM7639, F32) em meio liquido, os
quais foram calibrados para 3,0x10° conidios.mL"* para meio de cultura batata dextrose
agar semi solido (100 g, 12 g, 0,1% de agar bacteriano e 500 mL respectivamente,
acrescido de 0,1% de Tween80. Para cromatografia de camada delgada (CCD), placas
de silica gel foram corridas em sistemas (hexano 7% e acetato de etila 3%), com o
extrato da levedura e extrato do principio ativo tiabendazol. A inibi¢do do crescimento
de fungos em cromatografia as placas de silica gel foram inoculadas com uma
suspensdo de esporos de 10 mL de cada isolado fungico. A inibigdo do crescimento

fangico para cada fungo teste foi medida quatro dias apds o tratamento. Sensibilidade de
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cada isolado de fungos para os compostos de teste e um padrdo de principio ativo
tiabendazol foi determinado pela comparacdo dos halos de inibicdo (Wedge e Nagle,
2000).

Resultados e Discussao

Microscopia eletrdnica de varredura

Na analise por MEV foi possivel observar que a levedura C. carpophila apresentou alto
grau de colonizacdo dos tecidos lesionados da palma forrageira, inibindo o crescimento
do Fusarium spp., dificultando a germinacdo do esporo, provocando deformacdes nos
esporos e hifas, além de causar extravasamento do contetdo celular (Figura 1).
Espectrometro de dispersdo de energia

A analise de espectrofotometria por energia dispersiva (EDS) indicou que os principais
elementos quimicos detectados nas amostras foram: carbono (C), oxigénio (O), sodio
(Na) e célcio (Ca) (Tabela 1). Podemos observar que nos tratamentos apenas com palma
forrageira os valores de C e O foram mais elevados quando comparados com a palma
forrageira inoculada com C. carpophila x Fusarium spp. Nos tratamentos envolvendo
C. carpophila x Fusarium spp. verificou-se uma reducdo dos elementos C e O,
sugerindo-se que esse fato ocorre devido a redugéo nas atividades do Fusarium spp.
Concentracdo minima inibitoria

O principio ativo tiabendazol foi escolhido para comparagéo, por ser indicado para F.
oxysporum na cultura do tomateiro e apresentar bons resultados de controle. Os
resultados das CMIs para o extrato de C. carpophila e tiabendazol no controle de
Fusarium spp. foram similares quanto a dose/resposta, tanto o extrato de C. carpophila
como o tiabendazol. Todas as concentragdes do extrato de C. carpophila e tiabendazol
foram eficientes no controle do isolado F1 de F. oxysporum. Os isolados URM7638 de

F. oxysporum e URM7639 de F. equiseti foram inibidos quando utilizado 0,25 pg/mL
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de tiabendazol e 15,62 pg/mL do extrato de C. carpophila. O isolado F32 F. equiseti foi
inibido na presenca de 0,5 pg/mL de tiabendazol e 31,25 pg/mL do extrato de C.
carpophila. Estes resultados indicam que extrato de C. carpophila apresentam forte
atividade antimicrobiana.

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas

Com base na interpretacdo dos dados da analise de CG-EM do extrato cloroférmico da
levedura C. carpophila foi possivel identificar seis compostos: Hexahidropirrolo [1,2-a]
pirazina-1,4-diona (1) com tempo de retencdo em 10,85 min, 3,6-bis (2-metilpropil) -
2,5-Piperazinediona (2) com tempo de retencdo em 14,95 min, o &cido cis-6-
octadecen6ico (3) com tempo de retencdo em 16,03 min, Acido adipico (4) com tempo
de retencdo em 16,84 min, Ftalato dietila (5) com tempo de retencdo em 18,02 min,
Lupeol (6) com tempo de retencdo em 20,38 min (Figura 2).

Teste de bioautografia com cromatografia de camada delgada

O perfil quimico do extrato de C. carpophila obtido por (CCD) e usado no teste
bioutografia apresentou quatro manchas na concentracdo utilizada, sendo que a segunda
mancha mais apolar, apresentou halo de inibi¢do frente aos isolados de Fusarium spp.
(F1, URM7638, URM7639 e F32), o fator de retencdo dessa mancha foi de 0,34.

A C. carpophila reduziu significativamente o desenvolvimento da leséo F. oxysporum e
F. equiseti in vivo em cladodio de palma forrageira destacados apds sete dias de
incubagdo a 25 +2°C. Vieira et al. (2012) verificaram que C. carpophila, isolada da
planta medicinal panacéia (Solanum cernuum vell) era capaz de produzir compostos
antimicrobianos.

Em ensaio com a levedura Torulaspora globose (Kldcker) Van der Walt & Johannsen

contra Colletotrichum sublineolum Henn. Ex Sacc. & Trotter do sorgo, os resultados
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também mostraram deformidades de hifas, mas ndo a morte celular do patégeno (Rosa
et al. 2010).

Garcia Jr et al. (2008) também testando o principio ativo tiabendazol e conseguiram a
reducdo da incidéncia de F. graminearum em sementes de trigo.

Liu et al. (2011) também identificaram o composto Hexahidropirrolo [1,2-a] pirazina-
1,4-diona em bactérias termofilas Anoxybacillus flavithermus SX-4, capaz de aumentar
as respostas imunes inatas, a expressdo de genes imunes relacionados e a resisténcia a
doenca da carpa (Cyprinus carpio L.) in vivo. Pesquisa desenvolvida por Ser et al.
(2015) demonstrou que Streptomyces mangrovisoli MUSC 1497, produz
Hexahidropirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-diona, podendo ser utilizada na prevencdo e
tratamento de doengas cronicas associadas a radicais livres em humanos.

Pesquisa realizada por Yang e Chang, (2010) verificaram que o composto 3,6-bis (2-
metilpropil)-2,5-Piperazinediona isolado de Lactobacillus plantarum AF1, apresentou
atividade antifingica, capaz de inibir a deterioracdo de alimentos e a formacdo de
micotoxinas. Pesquisas realizadas por Zheng et al. (2005) verificaram que o isolado de
Pseudomona ssp. NJ6-3-1 produziu o composto 3,6-bis (2-metilpropil)-2,5-
Piperazinediona, que mostrou atividades citotdxicas e antimicrobianas.

O composto acido cis-6-octadecendico é um é&cido oleico de ocorréncia natural,
encontrado também em fungos filamentosos e vem sendo estudados na biotecnologia
pelo seu potencial como mediador em processos de biotransformagdo, dando énfase
particular para uso como biocatalisador para a producdo de biodiesel (Cortez et al.
2017).

O composto Acido adipico conjugado com outros farmacos é utilizado como
anticancerigeno contra o cancer de colorretal, sem alteracdes morfoldgicas no figado e

nos rins (Jian et al. 2017).
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O composto Ftalato dietila é componente de medicamentos, devido & sua frequente
exposicdo a pele, deve-se tomar cuidado sobre sua toxicidade, estudos mostram que
pode causar danos ao sistema nervoso e Orgdos reprodutores, mas sao rapidamente
metabolizados pelo organismo e sua quantidade é medida através da urina (Guo et al.
2011).

O composto Lupeol é descrito para quimioprevencdo avancada pelo tratamento
combinado de

Pterostilbeno e Lupeol, ambos os fitoquimicos, em reduzir o volume médio de tumor,
namero acumulado de tumores e a multiplicidade tumoral impedindo o céncer de pele
em ratos (Singh et al. 2017). Bhattacharyya et al. (2017), também estudaram o efeito
antitumoral de Lupeol em cancer de cabega e pescogo, constatou que ele pode
reduzir a progressao dos carcinomas primarios. Ali et al. (2016), estudando os
compostos da planta Crataeva nurvala L., constataram como um importante
componente ativo, que inibi a formacao de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa,
bactéria patogénica humana oportunista.

Wedge e Nagle (2000) avaliando a CCD Colletotrichum fragariae A.N. Brooks de
morangos, quanto a sua sensibilidade para fungicidas agricolas comerciais conseguiram
detectar visualmente a zona de inibicdo, mas para o produto comercial de tiabendazol,
na concentracao utilizada, ndo foi visualizada zona de inibicé&o.

Conclus6es

1. A Candida carpophila e seu extrato cloroférmico demonstraram eficiéncia no controle
de Fusarium oxysporum e Fusarium equiseti.

2. Foram identificados seis compostos no extrato de C. carpophila dos quais dois possuem
atividade antimicrobiana comprovada Hexahidropirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-diona e 3,6-
bis(2-metilpropil)-2,5-Piperazinediona e dois Acido adipico e Lupeol possuem acio

anticancerigena e podem também ter atividade antimicrobiana.
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344  Figura 1: Microscopia eletronica de varredura. a) Cladodio de palma forrageira; b)
345 Cladodio de palma forrageira colonizado com Candida carpophila; ¢) Cladédio de
346  palma forrageira colonizado com Fusarium equiseti URM7639; d;e) Hifas de Fusarium
347  oxysporum URM7638 sendo colonizadas por C. carpophila; f) C. carpophila atuando
348  no extravasamento do contetdo celular da hifa de F. oxysporum F1; g) C. carpophila
349 atuando na deformacdo do esporo de F. oxysporum URM7638; h) C. carpophila

350  atuando na deformacdo da hifa de F. equiseti F 32.
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Tabela 1: Determinacdo da porcentagem média de elementos quimicos presentes nos

tratamentos atraves de espectrofotometria por energia dispersiva (EDS)

Tratamento C @) Na Ca
Esporos C. carpophila 44,09 13,49

Esporos C. carpophila x Fusarium spp. 0,32 0,11 0,01
Esporos Fusarium spp. 53,70 4361 1,20 1,64
Esporos Fusarium spp. X C. carpophila 0,24 0,07 0,01

Hifa Fusarium spp. 48,68 36,73 0,80 1,50
Hifa Fusarium spp. X C. carpophila 0,24 0,07 0,01

Palma forrageira 44,09 16,12

Palma forrageira x C. carpophila x Fusarium spp. 0,19 0,04




354

355
356

357

358

359

360

361

. |

66

(o]
Lo~
O
wd Z l\'\ HO'

17
\.Ll.)_.l,.ﬂ‘-\ FPW W) | VO TR O

1950

Figura 2: Perfil quimico obtido por CG-EM do extrato cloroférmico do da levedura C.

carpophila, e estruturas dos compostos Hexahidropirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-diona (1);

3,6-bis(2-metilpropil)-2,5-Piperazinediona (2); o &cido cis-6-octadecendico (3) Acido

adipico (4); Ftalato dietila (5) e Lupeol (6).
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Resumo: O objetivo desse trabalho foi avaliar a resisténcia de 20 genotipos de palma forrageira a
fusariose, sob condic¢des artificiais de inoculacdo em cladddios destacados e mantidos em sala de
incubacdo com temperatura e umidade controladas. Sete genotipos foram considerados resistentes,
sete moderadamente resistentes e seis susceptiveis, para os dois isolados de cada de Fusarium
oxysporum e F. equiseti. Com base neste estudo, os gendtipos G4. IPA-100417, G8. IPA — 100430
e G17. IPA - 100425 foram considerados promissores quanto a resisténcia a fusariose, e também
possuem baixa concentracdo de esporos e poderdo ser utilizados por melhoristas em futuros
cruzamentos, para obtencdo de palma forrageira resistente a fusariose.

Palavras chaves: resisténcia a doencas, melhoramento vegetal, Fusarium oxysporum; Fusarium
equiseti

Introducéo

A palma forrageira tem seus centros de origem descritos os Estados Unidos, México e América do
Sul (Chougui et al., 2013). Pertence a divisaio Embryophyta, subdivisdo Angiospermea, classe

Dicotyledoneae, subclasse Archiclamideae, ordem Opuntiales e familia das Cactaceas (Silva and


mailto:miccafs@hotmail.com

69
Santos 2006). As cactaceas sdo plantas arbustivas, suculentas e ramificadas. Constituem um grupo
extremamente diversificado, com um impressionante conjunto de estratégias adaptativas, evolutivas
e ecoldgicas, que lhes conferem uma grande capacidade de desenvolvimento nos diferentes habitats.
Destacam-se os géneros Opuntia e Nopalea, de ampla distribuicdo em regibes aridas e semiéridas
por apresentar potencial alimentar e forrageiro (Rebman and Pinkava 2001).
A palma forrageira tem sua historia Brasil no século XIX, sua introducdo se deu pela necessidade
na época de producdo da cochonilha do carmim Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Simdes et al.,
2005). No Nordeste do Brasil, sao encontrados quatro tipos distintos de palma forrageira: “gigante”
(Opuntia ficus indica a (L.) Mill), “redonda” (Opuntia sp.), “miuda” ¢ “mao de moga” (Nopalea
cochenillifera (L.) Salm-Dyck) (Lopes et al., 2012) ¢ “orelha de elefante” (O. tuna L. Mill) (Santos
etal., 2001).
A palma “gigante” (O. ficus indica) é caracterizada pelo crescimento vertical, resisténcia a seca, alta
produtividade, susceptivel & falsa cochonilha do carmim e menos palatavel, quando comparada com
a palma mitda. A “redonda” (Opuntia sp.) apresenta caracteristica que se assemelham as da
variedade gigante, diferindo apenas, no formato da raquete e no habito de crescimento da planta. E
mais produtiva do que a palma miuda em termos de massa verde. A palma “orelha de elefante”
(Opuntia stricta Haworth) apresenta crescimento horizontal, rica em matéria seca em relacdo a
variedade gigante, possui pelos e ¢ resistente a falsa cochonilha do carmim. A palma “mitda” (N.
cochenillifera) tem como caracteristicas principais o crescimento vertical, a baixa resisténcia a seca,
resisténcia a falsa cochonilha do carmim, além de ser mais rica em carboidratos e maior
porcentagem de matéria seca, em relacdo a palma gigante (Santos et al., 2001), com exce¢ao a “mao
de moga” que € suscetivel a cochonilha de escama Diaspis echinocacti (Bouché) (Gava and Lopes,
2012). Séo espécies que ndo toleram umidade excessiva e apresentam extraordinaria capacidade de
extracao de agua do solo, o que torna importantissima para a regido do ‘poligono das secas’ (Silva

et al., 2006).
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Em virtude de sua fisiologia, a palma é bem adaptada aos solos do semiérido brasileiro, podendo
atingir elevados niveis de rendimento, sendo considerada de grande potencial produtivo e como
alternativa sustentavel ao desenvolvimento (Nunes, 2011).
Mundialmente, a palma forrageira é utilizada para producdo de forragem e nutricdo animal, na
alimentacdo humana, na medicina, indlstria de cosméticos, fabricacdo de adesivos, fibras para
artesanato, fabricacdo de papel, corantes, mucilagens, antitranspirantes, ornamentacédo, entre outras
(Chiacchio et al., 2006; Santos et al., 2012).
No Brasil, é cultivada principalmente por pequenos produtores visando a subsisténcia da pecuaria
nas regides semiaridas. No Nordeste, encontra-se a maior area cultivada do mundo, estimada em
600 mil hectares, distribuidos nos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Ceara
e Rio Grande do Norte (Lopes et al., 2012). De grande importancia socioecondmica para o0 Nordeste
brasileiro, e cultivada em areas com acentuado nivel de pobreza, longos periodos de estiagem,
sendo utilizada principalmente, na alimentacdo animal, em pequenas propriedades (Menezes et al.,
2005).
A produtividade da palma forrageira pode ser reduzida por varios fatores como lesdes mecanicas,
monocultura e manejo fitossanitario (Méndez-Gallegos et al. 2009; Swart 2009). No entanto, no
Brasil, as doencas da palma forrageira tém sido pouco estudadas e, quase todos os trabalhos
descrevem apenas a sintomatologia e a patogenicidade dos agentes causais, sendo limitadas as
informacdes quanto a prejuizos, intensidade das doencas e medidas efetivas de controle. Doencas de
origem fdngicas sdo as mais importantes na cultura da palma forrageira, podendo afetar cladodios,
sistema radicular e frutos nas fases de pré e pos-colheita (Barbosa et al., 2012).
O controle mais efetivo da fusariose € evitar que o patdgeno chegue a plantacao, utilizando solo e
plantas ndo infestados (Granata, 2001). Contudo, ndo existem indicacdes de medidas efetivas de
controle, exceto o plantio na época seca para evitar a podriddo da raquete-semente (Barbosa et al.,
2012) e remocao e destruicdo dos cladodios afetados (Barbosa et al., 2012; Souza et al., 2010). No

Brasil, ndo existem produtos quimicos registrados para o controle de fusariose da palma forrageira
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(MAPA, 2017), sendo necessario o uso do manejo integrado, com a utilizacdo principalmente de
controle genético, dando-se prioridade elevada ao teste das cole¢des de germoplasma (Felker et al.,
2002).
A resisténcia genética no controle de doencas vegetais representa um dos mais significativos
avancos tecnoldgicos da agricultura e sua utilizacao deveria ser preferida simplesmente, por ser um
controle de baixo custo e de mais fécil utilizagdo (Gururani, 2012).
No Brasil, o Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) e a Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) séo pioneiros nas pesquisas com palma forrageira, atuando desde 1958 na
regido Nordeste (Santos et al., 2006), e no melhoramento genético desde o final da década de 1980
(Santos et al., 2005), onde a primeira cultivar Gigante foi langcada em 1998. O IPA possui um Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) com mais de 1000 acessos e um programa de melhoramento focado
na ampliacdo da base genética da palma forrageira, através de cruzamentos dirigidos (Santos et al.,
1999) e introducdo de materiais de diversos paises, como México, EUA, Africa do Sul, Argélia,
Chile dentre outros paises (Santos et al., 2006). Esse programa de pesquisa € essencial para o
desenvolvimento da agricultura sustentavel no Nordeste (Mergulh&o et al., 2012).
Embora haja poucos materiais no mercado, os clones mais difundidos foram selecionados por vigor,
sendo, portanto, heterozigotos. O melhoramento pode aproveitar a variabilidade escondida através
da segregacéo desses materiais via sexual (Santos et al., 2005) e também por cruzamentos dirigidos.
De acordo com Menezes et al. (2005) o potencial da palma forrageira ndo tem o seu devido
reconhecido.
A identificacdo do germoplasma vegetal que fornecerd os genes de resisténcia € o primeiro passo
para a conducdo de um programa de melhoramento de palma forrageira (Nuez et al., 2004).
Portanto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar genotipos, do banco de germoplama do IPA,
quanto a reacdo a fusariose, com a finalidade de direcionar as aces futuras do programa de

melhoramento da palma forrageira.
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Material e método
O ensaio de selecdo dos gendtipos foi realizado no Laboratério de Fitopatologia - Sede, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), situado em Recife, Pernambuco. Foram avaliados cladédios
terciarios com aproximadamente seis meses, de plantas com dois anos de idade, de 20 geno6tipos de
palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea, provenientes do banco de germoplasma do IPA -
Arcoverde, PE. Entre os clones (Tabela 1), encontram-se 0s gendtipos de palma forrageira mais
cultivados no estado “gigante”, “redonda”, “mitda” e “mao de moga”, entre outras do programa de
melhoramento do IPA.
Foram selecionados quatro isolados de Fusarium spp. (F1, F5, F20, F32), F. oxysporum (F1 e F5)
coletados em Arcoverde e Surubim respectivamente, e F. equiseti (F20 e F32) coletados em
Ibimirim e Arcoverde respectivamente, com diferentes combinacfes de agressividade, todos
patogénicos e representando dois complexos distintos: Complexo F. oxysporum e Complexo F.
incarnatum-equiseti, todos os isolados demonstraram interacbes compativeis com todos o0s
gendtipos. As cidades de Arcoverde e Ibimirim pertencentes a Regido do Sertdo e Surubim a Regido
do Agreste, PE. O género Fusarium foi identificado quanto a morfologia, de acordo as descri¢fes
feitas por Leslie and Summerell (2006) e através de biologia molecular (Liu et al., 1999; O'Donnell
et al., 2008).
Foram utilizados cladddios sadios de palma forrageira, desinfestados superficialmente pela imerséo
em solucéo de alcool etilico 70% (v/v), durante 1 a 3 min., NaOCI 2% por 10 min, enxaguados duas
vezes em agua destilada e secos naturalmente (Mergulhéo et al., 2012). Cada cladddios foi dividido
em quatro quadrantes (Lopes et al., 2010), realizou-se um ferimento de 5 mm de diametro x 2mm
de profundidade, em cada quadrante, com o auxilio de um perfurador flambando e nesse orificio foi
depositado um disco BDA (Batata-dextrose-agar) com estruturas do patégeno, de mesmo tamanho.
Nos controles negativo foram depositados nos ferimentos um disco contendo somente meio de

cultura BDA.
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Os cladddios inoculados foram mantidos a temperatura controlada de 25 + 2 °C em sala de
encubacdo, e 72 horas de camara Umida no interior de bandejas plasticas umedecidas com agua
esterilizada autoclavada (ADE) e envolvidas em sacos plasticos pretos também umedecidos com
ADE. A severidade da doenca foi avaliada aos sete dias ap6s a inoculacdo (tempo suficiente para
desenvolvimento da doenca nos gendtipos suscetiveis). Apds o periodo de incubacdo as medidas de
area da lesdo foram tomadas utilizando-se o programa ASSESS 2.0® (APS) (Lamari, 2008). A
contagem de esporos foi realizada na zona da lesdo, a partir da area retirada da area lesionada,
fixados em FAA 70 (formol - &cido acético - etanol). Posteriormente foram medidos por
espectofotometria (530 nm), ajustado por curva de calibragio com equacdo:

v = 80000000 x x — 3000000, sendo: y o resultado do nimero de esporos e x o valor de

absorbancia.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em arranjo fatorial com dois fatores, sendo
composto pelas combinacdes dos 20 gendtipos X quatro isolados patogénicos (tratamentos), com
trés repeticdes (cladodio), sendo cada repeticdo representada por quatro unidades amostrais (leséo).
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de
médias Scott knott (P>0,05), utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 (Silva and Azevedo,
2016).

Resultados e Discusséo

Os 20 genotipos testados diferiram significativamente entre si pelo teste de Scott knott (P>0,05)
tanto em relacdo ao tamanho da lesdo (Tabela 2) quanto em relacdo a concentracdo do nimero de
esporos (Tabela 3), indicando assim uma variacdo de resisténcia entre os genotipos estudados. Entre
os isolados testados também houveram diferencas significativamente entre eles pelo teste de Scott
knott (P>0,05) em relacdo ao crescimento médio da lesdo (Tabela 2), mas nao diferiram quanto a
quantidade de esporos (Tabela 3), indicando assim pouca variacdo na quantidade de esporos entre
os isolados estudados. Nenhum sintoma foi constatado nos cladodios testemunhas no experimento

realizado.
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Por ndo haver escala de classificacdo de resisténcia a fusariose em palma forrageira, esse trabalho
também propGe que se classifique em trés classes pelo tamanho da lesdo: alta resisténcia quando a
média das notas for inferior a 3,5 cm?, moderadamente resistente quando entre 3,6-5,5 cm? e
suscetivel quando superior a 5,6 cm2. Dentre os 20 gen6tipos estudados, seis foram classificados
como altamente resistentes (G4. IPA — 100417; G5. IPA — 200016; G7. IPA - 100429; G8. IPA -
100430; G11. IPA — 200205; G16. IPA — 100424; G17. IPA - 100425) todos clones, exceto G5.
IPA — 200016 variedade orelha de elefante mexicana e G11. IPA - 200205 variedade mé&o de moca,
essa Ultima sendo a mais encontrada nas regifes visitadas do sertdo, agreste e zona da mata de
Pernambuco, ndo sendo observados dentre eles classificacdo de reacdo semelhante a imune, ou seja,
sem lesBes nos cladddios inoculados, sete foram considerados moderadamente resistentes (G3. IPA
- 100419, G6. IPA - 200174; G9. IPA - 100431; G10. IPA —100004; G15. IPA - 100423; G18. IPA
- 100426; G19. IPA - 100427) clones, exceto G6. IPA — 200174 variedade orelha de elefante
africana e G10. IPA — 100004 variedade mituda. Enquanto os demais genoétipos foram considerados
suscetiveis (G1. IPA - 100415; G2. IPA - 100422; G12. IPA - 200021; G13. IPA - 200008; G14.
IPA - 200149; G20. IPA - 100428), os quais ndo deverdo seguir para as proximas etapas do
melhoramento, por serem suscetiveis a um ou mais dos isolados testados. A partir dos resultados
observa-se a existéncia de variabilidade e possiveis fontes de resisténcia a fusariose entre 0s
gendtipos desenvolvidos pelo IPA e deverdo ser utilizados no programa de melhoramento visando
resisténcia a fusariose.
Observamos as menores concentracbes de esporos para todos os isolados testados nesses sete
genotipos G4. IPA - 100417, G8. IPA - 100430, G9. IPA - 100431, G14. IPA - 200149, G17. IPA -
100425, G18. IPA - 100426, G19. IPA - 100427.
Os dois critérios avaliados tamanho da lesdo e concentracdo de esporos, o0 gendtipo G4. IPA —
100417; G8. IPA — 100430 e G17. IPA - 100425 foram considerado resistente e com baixa
concentracdo de esporos. Os trés genotipos G9. IPA - 100431, G18. IPA - 100426, G19. IPA -

100427 foram considerados moderadamente resistentes e com baixa concentracéo de esporos.
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Esses gendtipos, fonte de resisténcia para programas de melhoramento sdo geralmente avaliadas em
condicbes de campo, porem fontes de resisténcia podem ser caracterizadas em condigdes
controladas para investigar sua diversidade com relacdo aos parametros avaliados (Azzimonti et al.,
2013). De acordo com Lopes et al. (2010), os resultados obtidos em condices de laboratério
devem, também, ser realizado em condi¢cdes de campo, 0s quais estardo sujeitos as variacdes
climaticas e a repetibilidade dessa resisténcia. Portanto estudos deverdo ser realizados
posteriormente nessas condic¢des para a confirmacéo dos resultados obtidos em sala de incubagédo na
presente pesquisa.
Nesse estudo dos sete genotipos mais promissores, quatro (G4. IPA — 100417; G11. IPA — 200205;
G16. IPA — 100424; G17. IPA - 100425) pertencem a espécie N. cochenillifera, os quais diferem
dos resultados obtidos por Barbosa et al. (2012) onde essa espécie se mostrou suscetivel a fusariose.
Um gendtipo pertencente a O. stricta (G5. IPA - 200016) e os outros dois a O. undulata (G7. IPA -
100429; G8. IPA - 100430). Esses genotipos de palma forrageira miuda, mao de moca e orelha de
elefante mexicana que apresentam resisténcia a fusariose, também sdo descritos como resistentes a
cochonilha do carmim (Lopes et al. 2009; Vasconcelos et al.; 2009; Gava and Lopes, 2012) gerando
uma dupla vantagem em termos de resisténcia. Nao foram encontrados genotipos de palma gigante
com boa resisténcia a fusariose nos genotipos testados nesse trabalho.
Os dados advindos desse trabalho demonstram a importancia de conhecer melhor as fontes de
resisténcia de genotipos de palma forrageira a fusariose. A avaliacdo dos genotipos é Util em
programas de melhoramento genético, para escolher fontes continuas de resisténcia a fusariose,
associadas a importantes caracteristicas agronémicas, como ciclo precoce, alto rendimento, alta
palatabilidade aos rebanhos e menor mortalidade de plantas, visando desenvolver genotipos
superiores.
A originalidade do presente estudo reside na avaliacdo de dois componentes de resisténcia em
conjunto, area média do crescimento da lesdo e nimero de esporos em cladddios destacados de

palma forrageira, com uma boa precisdo nos resultados. Testes preliminares estabeleceram que 0
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método de inoculacdo utilizado neste estudo permitiu uma rapida e precisa avaliacdo desses
parametros. Esses genotipos resistentes serdo levados a campo, para selecdo de linhagens
superiores.
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TABELA 1: Gen6tipos de diferentes espécies de palma forrageira provenientes do banco de
germoplasma do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) — Arcoverde, PE, Brasil

Gendtipo Espécie Especificacdo
G1. IPA-100415 Nopalea cochenillifera Clone 21 -1
G2. IPA-100422 Nopalea cochenillifera Clone 21 -4
G3. IPA-100419 Nopalea cochenillifera Clone 21 — 12
G4. IPA-100417 Nopalea cochenillifera Clone 21 — 25
G5. IPA- 00016  Opuntia stricta Orelha de elefante mexicana
G6. IPA-200174 Opuntia undulata Orelha de elefante africana
G7.IPA-100429 Opuntia undulata Cloneo.e.a.—1
G8. IPA-100430 Opuntia undulata Cloneo.e.a.—6
G9. IPA-100431 Opuntia undulata Cloneo.e.a.—9
G10. IPA-100004 Nopalea cochenillifera Miluda ou Doce
G11. IPA-200205 Nopalea cochenillifera Mao de moca
G12. IPA-200021 Nopalea cochenillifera Forrageira 21
G13. IPA-200008 Opuntia atropes Forrageira 8
G14. IPA-200149 Opuntia lorreyi F.A.C. Palma azul
G15. IPA-100423 Nopalea cochenillifera Clone telado 23
G16. IPA-100424 Nopalea cochenillifera Clone telado 24
G17. IPA-100425 Nopalea cochenillifera Clone telado 25
G18. IPA-100426 Nopalea cochenillifera Clone telado 26
G19. IPA-100427 Nopalea cochenillifera Clone telado 27
G20. IPA-100428 Nopalea cochenillifera Clone telado 28




TABELA 2: Tamanho médio de lesdo (cm?) em cladddios de palma forrageira

Area média da lesdo (cm?)

GendtiposPatdgeno

Isolado F1 Isolado F5 Isolado F20 Isolado F32
G1. IPA-100415 25* +0,8 b** A 36 04 d B 64 #+19 b C 90 12 ¢ C
G2. IPA-100422 36 +01 ¢ A 37 +09d A 73 +14 b B 103 +32 d B
G3. IPA-100419 32 06 ¢ A 26 05 Cc A 54 +19 b B 38 +11 b B
G4. IPA-100417 16 +t03 a A 22 +03c B 39 +10a C 25 +10a B
G5. IPA-200016 3,3 x0,2 C A23+5cA 28 +12a A 36 *x1,0b A
G6. IPA-200174 6,8 t02 ¢ B 22 +04 c A 50 +06 a B 49 +25 ¢c B
G7. IPA-100429 3,2 0,6 C B 19 +04 b A 57 +06 b C 35 +04 b B
G8. IPA-100430 37 +08c C 12 +02a A 31 +03aC 20 +09 a B
G9. IPA-100431 3009 b A 27 +02c A 67 02 b B 55 +23 c B
G10. IPA-100004 28 07 b A 23 +04c A 53+19bB 38 *x19DbB
G11. IPA-200205 36 t10c B 17 06 b C 32 +x16aB 20 +14 a A
G12. IPA-200021 36 03 ¢ A 27 +05c A 70 +06 b B 6,7 £08 ¢ B
G13. IPA-200008 49 +17 ¢ B 17 03 b A 41 +25a B 36 06 b B
G14. IPA-200149 52 +20 ¢ A 38 +05 d A 166 +0,0 c B 16,6 +0,0 d B
G15. IPA-100423 44 14 C B 15 +07 a A 31 +12aB 44 +20c B
G16. IPA-100424 37 +x17¢c B 17 0,1 b A 38 +11aB 7106 ¢cC
G17. IPA-100425 43 +18c¢c B 19 07 b A 34 +02 a B 31 +12 b B
G18. IPA-100426 26 05 b A 24 +07 c A 74 +08 b B 50 #31 c B
G19. IPA-100427 28 +08 b A 25 +08 c A 59 x05 b B 6,0 22 c B
G20. IPA-100428 45 07 ¢ A 32 09 d A 44 +x11a A 45 14 c A

C.V. 12,53%

*Desvio padrao de média.
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**Médias seguidas tanto na linha quanto na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott knott a 5%

de probabilidade.
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TABELA 3: Numero de esporos (0,5 cm?) de lesdo nos cladddios causado pela fusariose (Fusarium
oxysporum; F. equiseti) nos diferentes genotipos de palma forrageira.

Genotipos/ Numero de esporos (0,5 cm?)

Patdgeno Isolado F1 Isolado F5 Isolado F20  Isolado F32
G1l.IPA-100415 1,8* +0,3** a*** B 23 1,3 a B 23 04 a B 3 05 a A
G2. IPA-100422 2 0,6 a A 17 06 b A 21 02 a A 2 08 b A
G3. IPA-100419 1,7 0,2 a A 17 +01 b A 18 +0,1 a A 19 06 b A
G4. IPA-100417 0 %0 c A 0+ cA 00 bA 00 dA
G5. IPA-200016 10,7 b B 18 #06 b A 1,7 #03 a A 19 x14 b A
G6. IPA-200174 06 20,6 b B 1,7 29 b A 04 06 b B 04 0 ¢ B
G7.1PA-100429 14 #0,3 a B 2+06 a A 14 +#11a B 24 %16 a A
G8. IPA-100430 0,2 #0,1 ¢ A 04 02 ¢c A 06 02 b A 05 0 c A
G9. IPA-100431 0,3 20,6 ¢ A04 £10c A0B8 01 b A 00 dA
G10. IPA-100004 1,8 0,4 a A 13 06 b A 12 +11a A 18 204 b A
G11. IPA-200205 2,3 04 a A 24 +17 a A 18 +05a B 1,7 t05 b B
G12. IPA-200021 1,7 #0,2 a Al1l6 08 b A 16 05 a A 15 01 b A
G13. IPA-200008 19 +0,8 a B 25 +12a A 15 +10a B 23 0,1 a A
G14. IPA-200149 0,7 04 b A 04 06 ¢ A 06 0,7 b A 06 0 c A
G15. IPA-100423 10,7 b B 18 +06 b A 1,7 #03 a A 19 14 b A
G16. IPA-100424 19 #0,3 a A 16 +04 b A 1,7 0,7 a A 14 x13 b A
G17.IPA-100425 0,6 0,3 b A03+01c A03 02 b A 11 +10c A
G18. IPA-100426 0 %0 C A 00 cA 00 b A 00 dA
G19. IPA-100427 0 %0 C B 0+ ¢ B 06 #0,1 b A 0,7 0,1 ¢ A
G20. IPA-100428 2 04 a Al4 06 b A 12 t05a A 150 b A

C.V. 32,30%
*Valores multiplicados por 107.
**Desvio padrdo de média.
***Médias seguidas de mesma letra na tanto na linha como na coluna n&o difere pelo teste Scott
knott a 5% de probabilidade.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES GERAIS
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CONCLUSOES GERAIS

. Os resultados mostraram que os sete isolados de leveduras (URM7631 Cystobasidium
slooffiae, URM7632 Candida carpophila, URM7633 Rhodotorula mucilaginosa,
URM7634 e URM7635 Aureobasidium pullulans, URM7636 Cyrenella elegans e
URM7637 Debaryomyces hansenii) estudados nesse trabalho apresentam-se como
promissoras fontes de compostos bioativos, entre eles: Hexahidropirrolo [1,2-a]
pirazina-1,4-diona, 3,6-bis (2-metilpropil) -2,5-Piperazinediona, o acido cis-6-
octadecendico, Acido adipico, Ftalato dietila e Lupeol, com agio antifingica.

. Todos os isolados de leveduras foram produtores de biofilme o que os torna mais
resistentes a antifingicos e também apresentaram toxinas Killer que tem capacidade
de inibir outros patdgenos.

. Esse é o primeiro relato de leveduras nativas de palma forrageira no Mundo.

. O isolado URM7632 de C. carpophila e seu extrato cloroférmico demonstraram
eficiéncia no controle de Fusarium oxysporum e Fusarium equiseti de palma
forrageira.

. Nos ensaios com selecdo de gend6tipos foram destacados sete gendtipos como sendo 0s
mais promissores quanto a resisténcia a fusariose (G4. IPA — 100417; G5. IPA —
200016; G7. IPA - 100429; G8. IPA - 100430; G11. IPA — 200205; G16. IPA —
100424; G17. IPA - 100425) e todos poderao ser utilizados por melhoristas em futuros
cruzamentos, para obtencdo de palma forrageira resistente a fusariose.

. E importante informar, este é o primeiro relato do Fusarium oxysporum como fungo

fitopatogénico no Brasil e F. equiseti no Mundo de palma forrageira.



