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RESUMO GERAL

Os objetivos deste estudo foram identificar espécies do género Colletotrichum, através
da caracterizacdo molecular e morfocultural associadas a diferentes espécies de flores
tropicais (Alpinia, Antlrio e Bastdo do Imperador), avaliar a patogenicidade cruzada
dessas espécies de Colletotrichum identificadas e testar diferentes 6leos essenciais no
controle da antracnose em bastdo do imperador. Para a caracterizacdo molecular, o
DNA gendmico dos isolados foram analisados pelo protocolo CTAB 2% com
modificacdes. A sequéncia parcial do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi amplificada usando os primers GDF/GDR, para uma identificagdo
preliminar dos isolados e avaliagio da diversidade haplotipica das espeécies.
Posteriormente, representantes de cada espécie, baseado nos haplotipos, foram
amplificados com outro gene, B-tubulina (TUB2), Chitina synthase (CHS-1), Mating
type locus MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) e a regido ITS-rDNA. e a regido ITS-rDNA.
A caracterizagdo cultural consistiu na obtengdo do crescimento micelial das col6nias,
através de mensuracdo didria em duas dire¢des diametricamente opostas e observacao
da coloragdo das col6nias avaliadas apos sete dias. A caracterizagdo morfoldgica foi
baseada na forma e tamanho de 50 conidios e apressorios. As medidas de comprimento
e largura foram obtidas através de imagens capturadas por camera digital acoplada ao
microscopio Optico com aumento de 400x, através do software Cellsenses Standard.
Para avaliar o efeito de dleos esenciais, foi determinada a inibicdo do crescimento
micelial de Colletotrichum tropicale em placas de Petri contendo o meio BDA
suplementado com os seguintes produtos quimicos: mancozeb (240g); tiofanato metilico
(45 g.L™Y) e 6leos essenciais: capim-limao, citronela e menta (0,75; 1,5; 2,25 e 3%) e
ADE para todas as testemunhas. Os tratamentos selecionados in vitro foram utilizados
no experimento in vivo, aplicados 72 e 48 horas antes da inoculagdo do patdgeno
(indutor de resisténcia) e 72 e 48 horas apos a inoculagdo (curativo), para o primeiro
experimento. No segundo experimento foram utilizados os 6leos de citronela e menta
(0,25; 0,5; 0,75 e 1%) e tiofanato metilico (45 g.L™), 72 e 48 horas, separadamente,
antes da inoculacdo (indutor de resisténcia) e 72 e 48 horas apés a inoculagdo (curativo).
As inflorescéncias foram submetidas & inoculagdo com o patogeno, através do método
de pulverizagdo (10° con/mL). Apés 4 dias, foi determinado o indice e severidade e
incidéncia da doenga utilizando escala de notas. As espécies C. orchidearum, C.
siamense, C. tropicale, C. fructicola e C. theobromicola estdo associadas a antracnose
em flores de bastdo do imperador, antdrio e alpinia no Nordeste brasileiro. Os 6leos
essencias mostraram eficiéncia na reducdo da antracnose, causada por C. tropicale em
Bastéo do imperador.

Palavras - chave: flor de corte, inflorescéncia, pos-colheita, doenca fangica.



ABSTRACT

The objectives of this study were to identify species of the genus Colletotrichum,
through molecular and morphocultural characterization associated with different species
of tropical flowers, to evaluate the cross-pathogenicity of these identified
Colletotrichum species and to test different essential oils in the control of the disease.
For molecular characterization, the genomic DNA of the isolates were analyzed by the
CTAB 2% protocol with modifications. The partial sequence of the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene was amplified using the GDF/GDR primers,
for a preliminary identification of the isolates and evaluation of the haplotypic diversity
of the species. Subsequently, representatives of each species, based on haplotypes, were
amplified with another gene, B-tubulin (TUB2), Chitin synthase (CHS-1), Mating type
locus MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) and the region ITS-rDNA. and the ITS-rDNA
region. The cultural characterization consisted of obtaining the mycelial growth of the
colonies, through daily measurement in two diametrically opposite directions and
observation of the color of the colonies evaluated after seven days. Morphological
characterization was based on the shape and size of 50 conidia and appressoria. Length
and width measurements were obtained through images captured by a digital camera
attached to an optical microscope with a 400x magnification, using Cellsenses Standard
software. Mycelial growth of Colletotrichum tropicale was analyzed. in Petri dishes
containing PDA medium supplemented with the following chemicals: mancozeb
(2409); methyl thiophanate (45 g.L-1) and essential oils: lemongrass, citronella and
mint essential oil (0.75; 1.5; 2.25 and 3%) and ADE for all controls. The selected in
vitro treatments were used in the in vivo experiment, applied 72 and 48 hours before
inoculation of the pathogen (resistance inducer) and 72 and 48 hours after inoculation
(dressing), for the first experiment. In the second experiment, citronella and mint oils
(0.25; 0.5; 0.75 and 1%) and methyl thiophanate (45 g.L-1) were used, separately, 72
and 48 hours before inoculation (inducing resistance) and 72 and 48 hours after
inoculation (dressing). The inflorescences were submitted to inoculation with the
pathogen, through the spraying method (106 con./mL). After 4 days, the index and
severity and incidence of the disease were determined using a rating scale. The species
C. orchidearum, C. siamense, C. tropicale, C. fructicola and C. theobromicola are
associated with anthracnose in flowers of Emperor's Cane, Anthurium and Alpinia in
Northeast Brazil. The essential oils showed efficiency in the reduction of anthracnose
(C. tropicale) in Emperor's Bastion.

Keywords: cut flower, inflorescence, post-harvest, disease fungus.
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INTRODUCAO GERAL

O setor de flores e plantas ornamentais, no Brasil, vem crescendo ao longo dos
anos, tornando-se um dos segmentos do agronegdcio que mais cresce na atualidade. O
pais possui em torno de 8.300 produtores, além dos 60 centros de atacado, dos quais
pertencem os 680 atacadistas, distribuidos em cerca de 20 mil comércios de varejo. A
area de cultivo é em torno de 15.600 ha, colocando-nos na oitava posicdo, dentre 0s
maiores produtores mundiais, de plantas ornamentais. Chega a 210 mil postos de
trabalho no ramo, dentre os quais 54% sdo vagas de varejo, 39% das vagas sdo da

producéo, 4% destinadas ao atacado e 3% ocupam outras fungdes (IBRAFLOR, 2020).

O Nordeste brasileiro é conhecido como o principal produtor de plantas
ornamentais tropicais, contribuindo para a elevacdo de empregos para a agricultura
familiar, o que tende a favorecer o desenvolvimento social, assim como a economia
local (ALMEIDA et al., 2012). Dentre as espécies produzidas no pais estdo a Alpinia
(Alpinia purpurata (Vieill.) K. Schum), Antario (Anthurium andraeanum Linden) e
Bastdo do Imperador (Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith). As predominantes
condicBes edafoclimaticas do Nordeste favorece a producdo de diversas espécies de

plantas tropicais no decorrer do ano inteiro (SA JUNIOR, 2019).

Flores e plantas ornamentais frequentemente sdo infectadas por fungos,
responsaveis por lesdes foliares e podridGes pos-colheita, inviabilizando o comércio
(SARDINHA et al., 2012). Entre esses fungos pode-se destacar o0 género
Colletotrichum, onde estdo inclusas espécies patogénicas e ndao patogénicas (HYDE et
al. 2009; PRIHASTUTI et al. 2009; CANNON et al. 2012; VIEIRA et al. 2014). Entre
as espécies patogénicas se encontram aquelas que desenvolvem doencas de importancia
econdmica, conhecidas como antracnose, em diversas leguminosas, cereais,
ornamentais, hortaligas, assim como em culturas perenes, incluindo diversas frutiferas
(BERGAMIN FILHO et al., 1995; SERRA et al., 2008). JAYAWARDENA et al.,
2016).

A antracnose se destaca entre as doencas causadas por fungos que acometem as
flores tropicais, tendo como agente causal espécies do género Colletotrichum, que
ocorre de modo cosmopolita, causando grandes perdas. Os sintomas podem ser
observados nas bracteas, onde lesdes encharcadas evoluem para necroses escuras que

seguem evoluindo para a generalizacdo da podriddo, podendo atingir amplas areas do
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tecido floral, como descritos, por Furtado et al. (2012), nas inflorescéncias de

Tapeinochilos (Tapeinochilus ananassae (Hassk.) K. Schum).

Em estudo realizado por Paix&@o et al. (2020), foi relatado C. theobromicola

causando antracnose em Anthurium sp.

Para identificar as espécies de Colletotrichum, inicialmente eram levados em
consideracdo os aspectos morfoldgicos, culturais e hospedeiro (MUNOZ et al., 2000),
que demonstraram elevada ambiguidade na taxonomia entre as espécies do género,
devido a sobreposicdo de caracteristicas morfoldgicas e a pequena divergéncia genética
encontradas nos diferentes complexos de espécies (CANNON et al., 2012). A utilizacdo
de informagdes moleculares, assim como a anélise sequencial multigénica tem resultado
em diversas mudancas na taxonomia do género Colletotrichum, assim como de C.
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (CAI et al., 2011 ; JAYAWARDENA et al.,
2020), fazendo-se necessario uma precisdo na identificagdo das espécies deste género
para que se possa ter uma melhor compreensdo etiolégica da doenca, e assim

determinar o manejo correto das doencas causadas por esse género.

O manejo de doengas fangicas em plantas ornamentais deve ser baseado na
adocdo de medidas conjuntas que promovam a sustentabilidade da producao, respeito ao
meio ambiente e qualidade de vida aos produtores e consumidores. Entre os métodos
destacam-se o controle genético, que € o mais eficaz e abrangente, porém, muito restrito
em plantas ornamentais; o cultural, através da adocdo de praticas que otimizem o
desenvolvimento e reduzam o estresse da planta, além de cuidados na pos-colheita, e
controle quimico, cujo uso em plantas ornamentais € bastante limitado no Brasil, em
virtude do nimero inexpressivo de produtos registrados para esse fim, além do grande
custo e contaminacdo por residuos (ALEXANDRE et al., 2016). Para tanto, se faz
necessario a procura por métodos de controle que respondam as deficiéncias

encontradas pelo produtor, diminuindo assim os danos causados pela antracnose.

Nos relatos cientificos ha registros da eficiéncia de dleos essenciais obtidos de
uma enorme gama de espécies botanicas em promover a inibicdo do desenvolvimento
de varios fitopatdgenos de natureza fangica (KNAAK; FIUZA, 2010). Esses 0leos
apresentam uma variada composicdo quimica, sendo classificada como fontes de
substancias biologicamente ativas, em especial contra microrganismos (OLIVEIRA, et
al., 2011).
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Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi identificar a variabilidade multi-locus de
espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em Flores Tropicais, assim como
verificar o efeito dos 6leos essenciais de menta (Mentha sp.), citronela (Cymbopogon
nardus L.) e capim-limdo (Cynbopogon citratus (D.C) Stapf), na eficiéncia direta sobre
Colletotrichum tropicale e sobre o controle da antracnose em hastes de Bastdo do

Imperador.
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REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

O Brasil apresenta grande escala na producéo de flores tropicais devido suas condi¢des
edafoclimaticas, apresentando as maiores producdes nas regides do Nordeste, Centro-
Oeste e Norte, principalmente quando produzida em associagdo a irrigacdo. A
antracnose é considerada uma doenca limitante para o desenvolvimento da cultura. Esta
revisdo bibliogréfica teve como objetivo agregar conhecimentos que estdo relacionados
a antracnose em Flores Tropicais, como a identificacdo da diversidade das espécies do
género Colletotrichum, como também o uso de 6leos essenciais no controle alternativo
da doenca. Assim, foi elaborada uma listagem bibliografica apresentando dados Scielo,
Google Académico, Web of Science, portal da Capes (teses e dissertacdes), periodicos e
livros. Obtendo assim referéncias sobre antracnose em flores tropicais e 6leos essenciais

como controle alternativo.

Palavras — Chave: Analise multi-locus; controle alternativo; indugéo de resisténcia.

PRODUCAO DE FLORES TROPICAIS

O Brasil apresenta grande escala na producdo de flores tropicais devido suas
condicOes edafoclimaticas (ALMEIDA et al., 2012), apresentando as maiores producdes
nas regides do Nordeste, Centro- Oeste e Norte, principalmente quando produzida em
associacdo a irrigacdo (LAMAS, 2004). Segundo alguns autores, o cultivo dessas
espécies foi iniciado em Pernambuco, produzindo comercialmente em 1993 (AKI;
PEROSA, 2002).

Em 2015, no pais, o setor de floricultura faturou cerca de R$ 6,0 bilhdes
(ALENCAR; GALERA, 2016), ainda que, em torno de 96,5% da producéo total, seja
destinada a abastecer o mercado interno (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014). Em 2017 foi
possivel observar um crescimento de 9% gerando um faturamento de 7,2 bilhGes,
aproximadamente. O comércio de flores é considerado uma das sugestfes para oS
empreendedores brasileiros, uma vez que, tem gerado em torno de 200 mil empregos
diretos, onde, estima-se que 78.700 (39,53%) estdo relacionados a producdo, 8.400
(4,22%) direcionados a distribuicdo, 5.500 (53,00%) estdo inseridos no varejo e 6.500
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(3,26%) em cargos como 0 apoio, por exemplo, de acordo com informac6es do Instituto
Brasileiro de Floricultura (AGENCIA BRASIL, 2018).

O Brasil apresenta em torno de 8.300 produtores, além dos 60 centros de
atacado, dos quais pertencem os 680 atacadistas, distribuidos em cerca de 20 mil
comércios de varejo. A &rea de cultivo € em torno de 15.600 ha, colocando o pais na
oitava posicdo dentre os maiores produtores mundialmente, de plantas ornamentais.
Chega a 210 mil postos de trabalho no ramo, dentre os quais 54% sdo vagas de varejo,
39% das vagas sdo da producdo, 4% destinadas ao atacado e 3% ocupam outras funcoes
(IBRAFLOR, 2020).

Em pesquisas realizadas em 2020, foi observado que o setor passa por prejuizos,
ocasionadas pelo confinamento decretado visando ndo propagar o coronavirus, onde R$
297,7 milhdes foi o valor que deixou de ser faturado até 0 més de margo. Ja os prejuizos
para 0 més de abril foram calculados em torno de R$ 669,8 milhGes, reunindo
produtores e vendedores. Segundo dados apresentados pelo IBRAFLOR, a continuidade
da quarentena, mostrou uma provavel faléncia de quase todos os produtores de flores e
folhagens de corte, que tem a participacdo na geracdo de empregos em torno de 50% e
30% do comércio (IBRAFLOR 2020).

Ainda de acordo com os autores, a preocupacdo com o0s resultados da
paralizacdo do comercio de flores e plantas ornamentais, justificado pelo cancelamento
de diversos eventos, assim como o0s pontos de revenda foram fechados, o Instituto
Brasileiro de Floricultura (IBRAFLOR) tem buscado o Governo Federal, através do
Ministério da Agricultura, assim como aos governos dos estados visando uma
flexibilizacdo das normas para o setor, que mobiliza em torno de R$ 8,67 bilhdes,
gerando cerca de 210.000 empregos direto e os indiretos chegando a mais de 800.000
em toda cadeia.

Com o cenario em que se encontram o comércio de plantas ornamentais, um dos
lugares de procura do produto séo os supermercados, mesmo assim, a busca apresentou
uma queda em torno de 70%, e diversas campanhas estdo sendo desenvolvidas visando
estimular a aquisi¢do individual. S6 em Holambra, regido produtora de flores e plantas
ornamentais, foi registrado uma diminuicdo das vendas em torno de 70% e 0s prejuizos
foram cerca de R$ 50 milhdes. (CANAL RURAL, 2020).
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CARACTERISTICAS DAS ESPECIES DE FLORES TROPICAIS
CULTIVADAS NO NORDESTE BRASILEIRO

O Nordeste brasileiro é conhecido como o principal produtor, contribuindo para
a elevacdo de empregos para a agricultura familiar, o que tende a favorecer o
desenvolvimento social, assim como a economia local (ALMEIDA et al., 2012). Dentre
as espécies produzidas no pais estdo a Alpinia, Antlrio e Bastdo do Imperador. As
predominantes condi¢Bes edafoclimaticas do Nordeste favorece a producéo de diversas
espécies de plantas tropicais no decorrer do ano inteiro (PITTA et al., 1990).

O género Anthurium Schot, € pertencente a familia Araceae, ordem Alismatales,
classe Liliopsida, ao qual caracteriza-se por ter espécies com inflorescéncias em
espadice, protegidas por uma espata. O que é popularmente conhecida como flor é o
conjunto formado por uma folha modificada e colorida, denominada espata, e uma
inflorescéncia em espiga, denominada espadice, composta por inimeras pequenas flores
hermafroditas dispostas em espiral (CASTRO et al., 2012). Esse género compreende
aproximadamente 117 géneros (MIRANDA et al., 2015; BORA et al., 2016; SILVA et
al., 2016), o maior representante da familia, o género Anthurium, possui cerca de 1.500
espécies (LIMA et al., 2016), das quais aproximadamente 130 ocorrem no Brasil
(TORRES; CROAT, 2015).

As plantas deste género caracterizam-se por serem herbaceas, perenes (produz o
ano todo) e comumente epifitas (cresce sobre outras plantas sem parasitismo), epiliticas
(cresce sobre rochas) ou terrestre. Muitas sdo originarias de locais sombreados, onde
tanto a temperatura quanto a umidade do ar séo relativamente altas, e, de uma maneira
geral, apresenta sensibilidade ha diversos fatores climaticos (frio, vento, chuvas fortes,
ao calor excessivo e a alta incidéncia solar) (CASTRO et al., 2012b). Apesar de
caracteristicos de regides tropicais, os anturios tém a sua producdo e comercializacdo
em estufas (ou telados) por todo 0 mundo, principalmente na Holanda (TOMBOLATO;
CASTRO, 2005; CAMPOS, 2017).

Na familia Zingiberaceae estdo inclusas diversas espécies com utilidades na
horticultura, principalmente na utilizacdo medicinal, na culinaria, assim como no
paisagismo e nas ornamentacfes (SILVA al., 2017). Dentre as principais espécies o

género Alpinia tem se destacado, devido a quantidade de espécies com inflorescéncias
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atrativas, além da sua elevada capacidade produtiva, apresentando relevante valor na
horticultura (SOUZA et al., 2016).

Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum tem sua origem na Asia, sendo bastante
conhecida no Brasil e na india. Tais flores, ndo apresentam apenas valor ornamental,
como também sua capacidade em utilizagdes na biotecnologia, desde a identificacdo da
lectina, com fungdes imunomoduladoras, encontradas em suas inflorescéncias
(SANTOS et al. al., 2012 e BRITO et al., 2017). As principais variedades produzidas
sdo a Red Ginger (vermelha), Pink Ginger (rosa), Jungle King (vermelha), Jungle
Queen (rosa) e Eileen MacDonald (rosa) (LAMAS, 2004).

Devido aos seus atributos, dentre eles a sua longevidade pos-colheita, o seu
florescimento ser durante o ano inteiro, o uso para ornamentacdes, por ser uma flor de
corte, a alpinia por sua relevancia vem ocupando o segundo lugar na economia
(CASTAN-BANERAS, 1997; TEIXEIRA; LOGES, 2008; ALONSO; SILVA, 2010).

O bastdo do imperador [Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith] ¢ classificado como
uma planta herbacea ornamental, rizomatosa e robusta, pertencente a familia
Zingiberaceae. A vermelha, a rosa e a rosa claro sdo originarias da Malasia,
apresentando grandes inflorescéncias vistosas de coloragdes variando entre coloragédo
vermelha (cultivar Red Torch), rosa (cultivares Pink Torch e Porcelana) e branco, com
origem na Malasia. Sua producdo ocorre durante 0 ano inteiro, com 0S picos
apresentados no intervalo entre novembro e fevereiro (FERRARI, 2008; UNEMOTO,
2010).

A producdo do bastdo do imperador, dentre as diversas flores tropicais, em
regides de clima imido e quente, é favorecida pelo desenvolvimento de vérias doengas
ocasionando perdas significativas no campo e na pos-colheita, 0 que tende a
comprometer a qualidade das flores. E importante mencionar que o manejo aplicado de
maneira incorreta, favorece a elevacdo tanto da incidéncia, quanto da severidade da
doenca, fazendo com que haja uma reducdo da produtividade, assim como a perda do
valor para o comércio das flores (LINS; COELHO, 2004).

O GENERO Colletotrichum
O género Colletotrichum, Corda (1831), estd incluso no grupo de fungos

considerados anamdrficos, pertencente a classe-forma Celomicetos (AMORIM;
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REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011). Quando se conhece a fase telemorfica das
espécies desse género, é conferida ao género Glomerella, inserido no filo Ascomycota.
Com base em pesquisas filogenéticas, as duas classes pertecem a classe
Sordariomycetes, & ordem Glomerellales e a familia Glomerellaceae (REBLOVA et al.,
2011).

As caracteristicas especiais relacionadas a morfologia do género Colletotrichum
sdo: 0 micélio septado, apresentando conidioma acervular, geralmente com pouco
desenvolvimento, com frequéncias de setas escuras com bom desenvolvimento;
conidi6foros com pouca evolucdo, mostrando pequenas células conidiogénicas
agrupadas com formato de frasco, demonstrando conidiogénese enteroblastica; e
conidios cilindricos, fusiformes ou semilunares, hialinos, com paredes finas e
unicelulares, onde sua germinacao origina apressorios de coloracdo marrom-escuros de
aspectos circulares a irregulares (PUTZKE, J.; PUTZKE, M., 2002; LINS; ABREU,;
ALVES, 2007; CANNON; KIRK, 2007).

Esse género compreende um fungo fitopatogénico cosmopolita, em que estéo
inclusas espécies patogénicas e ndo patogénicas (HYDE et al. 2009; PRIHASTUTI et
al. 2009; CANNON et al. 2012; VIEIRA et al. 2014). Nele estdo presentes espécies que
desenvolvem doencas de importancia econdmica em diversas leguminosas, cereais,
hortalicas, assim como em culturas perenes, incluindo diversas frutiferas (BERGAMIN
FILHO et al., 1995; SERRA et al., 2008). Estas espécies sao pesquisadas com grande
frequéncia, devido as perdas causadas na economia como patogenos de plantas, agindo
como hemibriotroficos, saprofiticos e endofiticos (DEAN et al., 2012; GAN et al., 2013;
JAYAWARDENA et al., 2016).

Foi determinado em associa¢do em torno de 2.200 espécies de plantas (FARR e
ROSSMAN, 2015), representando assim um agente de relevada importancia para as
doencas de plantas, mundialmente (DEAN et al. 2012). Diversas espécies do género
foram identificadas em 6rgdos que ndo apresentavam sintomas, tanto em plantas
nativas, quanto em cultivadas, principalmente nos tropicos, onde se tornou rotineiro
(ROJAS et al. 2010; GAZIS et al. 2011; LIMA et al. 2013; VIEIRA et al
2014;BRAGANCA et al. 2015). Estudos em florestas tropicais Gmidas mostraram que
plantas de modo individual e folhas simples podem acomodar uma diversidade de
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espécies de fungos endofiticos, assim como espécies do género Colletotrichum
(ARNOLD et al. 2000; ARNOLD e LUTZONI 2007).

Para uma melhor compreensdo etiologica da doenca, se faz necessario uma
precisdo na identificacdo das espécies deste género, podendo assim determinar 0 manejo
de modo correto. Entretanto, em diversos estudos no decorrer dos anos, a taxonomia
deste género foi tida como confusa (VON ARX, 1957; SUTTON, 1980; HYDE et al.,
2009; CANNON et al., 2012; JAYAWARDENA et al., 2016).

A partir dos anos 90, foram mostradas as aplicagfes iniciais do DNA para
diferenciar as espécies do género Colletotrichum, onde, a quantidade de artigos
cientificos aplicando as técnicas moleculares para explicar as relacdes encontradas
inclusas no género elevaram aceleradamente (CANNON et al., 2012). No inicio, grande
parte das pesquisas eram fundamentadas em observac¢des por meio de analises da regido
ITS-rDNA, porém, diferentes regibes gendmicas foram introduzidas nas analises
filogenéticas multi-locus (SREENIVASAPRASAD; BROWN; MILLS, 1992;
SHERRIFF et al.,, 1994; JOHNSTON; JONES, 1997; TALHINHAS et al., 2002;
GUERBER et al., 2003; DU et al., 2005).

Diversas pesquisas demonstram a insuficiéncia dos caracteres morfoldgicos e
culturais, assim como a utilizacdo de uma Unica regido gendmica para a determinacao
das espécies do género Colletotrichum, em especial a regido ITS-rDNA (HYDE et al.,
2009; CAI et al., 2009; DAMM et al., 2009; CANNON et al., 2012; SHARMA,;
PINNAKA; SHENQY, 2013). De acordo com Hyde et al. (2009), demonstraram 0 quao
é necessario a epitificacdo das espécies, bem como a utilizacdo de estudos filogenéticos
multi-locus, com genes que apresentem maiores informagfes. Estudos de Cai et al.
(2009), afirmaram a utilizacdo de uma analise polifasica, incluindo o uso de
informacdes moleculares, morfoldgicos, fisiologicos, assim como as relacionadas a
patogenicidade para, de modo preciso, identificar com confiabilidade as espécies, uma
vez que o modo antigo de classificar, apresentou limites para a separagdo entre as

espécies.

Com isso, os estudos filogenéticos multi-locus tornaram-se um padrdo, onde as
regides gendmicas mais usadas séo o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
a actina (ACT), a quitina sintetase (CHS-1), a B-tubulina (TUB2), a calmodulina (CAL),
a histona (HIS3), a glutamina sintetase (GS), o superoxido-dismutase de manganés
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(SOD) e a regido do espacador interno transcrito (ITS) (CANNON et al., 2012; WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012). O gene GAPDH ¢ tido como inicial e especifico, um
gene “chave” para identificar as espécies do género Colletotrichum, uma vez que
associado a outros genes possibilitando diferenciar com confiabilidade grande parte dos
14 taxons (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012), sendo assim usado como padrao inicial
de distincdo em pesquisas que buscam identificar espécies inclusas no género que
possuem associacdo exclusiva a um determinado hospedeiro (LIMA et al., 2013;
SHARMA; SHENOY, 2014; LIU et al., 2016; SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2018; WACULICZ-ANDRADE et al., 2018).

Baseados neste questionamento, foi iniciado uma reavaliacdo do género, ainda
continuada, onde diversas espécies foram reanalisadas e tipificadas em que, diversos
complexos de espécies foram determinados. O género Colletotrichum abrange
atualmente 280 espécies aceitas com dados moleculares, dentre elas, 15 sdo espécies
isoladas (singleton) e as outras 265 espécies estdo agrupadas em um dos 16 complexos
reconhecidos: C. gloeosporioides, C. gigasporum, C. boninense, C. acutatum, C.
graminicola, C. caudatum, C. spaethianum, C. destructivum, C. dematium, C.
truncatum, C. orbiculare, C. dracaenophilum, C. magnum,C. orchidearum, C. agaves e
C. bambusicola (DAMM et al., 2009; WEIR; JOHNSTON; CROUCH; INGUAGIATO,
2009; CANNON et al., 2012; DAMM, 2012; DAMM et al., 2012a; DAMM et al.,
2012b; DAMM et al., 2013; DAMM et al., 2014; CROUCH, 2014, HYDE et al., 2014,
LIU et al., 2014; LIU et al., 2015; JAYAWARDENA et al., 2016; HOU et al., 2016;
DAMM et al., 2019).

Os variados ciclos de vida de muitas espécies de Colletotrichum, sua alta
capacidade de infectar uma variada gama de hospedeiros, mudando até seu modo de
vida, gera diversas dificuldades na determinacdo da doencga causada. As referéncias de
habito destas espécies sdo modificadas de forma elevada por familias de genes com
especificidade, assim como as interagdes bioquimicas que acontecem por meio de
especificas enzimas e metabdlitos secundarios que séo produzidos na relacdo patogeno
— hospedeiro (PHOULIVONG et al., 2012; DE SILVA et al., 2016b).

ANTRACNOSE EM FLORES TROPICAIS
Flores e plantas ornamentais frequentemente sdo acometidas por fungos, que

apresentam maior frequéncia em tempos de chuva. Tais agentes sdo responsaveis pelas
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manchas foliares, que reduzem a area fotossintética, reduzindo assim a produtividade.
Nos casos em que a severidade da doenga é mais elevada, este patdgeno pode acometer
0 que serd comercializado da cultura, acarretando na inviabilizagdo do comércio
(SARDINHA etal., 2012).

A antracnose se destaca entre as doengas causadas por fungos que acometem as
flores tropicais, tendo como agente causal espécies do género Colletotrichum, ocorre de
modo corriqueiro causando grandes perdas. Os sintomas podem ser observados nas
bracteas, apresentando lesbes encharcadas que evoluem para necroses escuras que se
ligam evoluindo para a generalizacdo da podriddo, que pode atingir amplas areas do
tecido floral. Segundo Furtado et al., (2012), em pesquisa realizada, foi descrita em
Alagoas, pela primeira vez, infeccdes em inflorescéncia de Tapeinochilos causadas por

C. gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc.

As lesbes sdo observadas principalmente nas folhas de plantas acometidas. As
espécies desse género possuem a capacidade de sobrevivéncia no hopedeiro, assim
como em restos culturais, onde a disseminacdo é facilmente realizada pelos seus
propagulos, por meio dos respingos da agua. A antracnose é tida como uma doenca com
caracteristicas policiclica, englobando as etapas de deposicdo do conidio na superficie
do vegetal, adesdo e germinacéo do conidio, elongacdo do tubo germinativo e formacéo
do apressorio, seguindo do desenvolvimento do peg de penetracdo e penetracdo nas
células epidérmicas, evoluindo para o crescimento do patdgeno e a colonizacdo do
tecido vegetal finalizando com a producdo de acérvulos, que originardo os conidios
(MORAES, 2009).

A inespecificidade desse género foi descrito em varias pesquisas, por meio da
inoculacdo artificial (ALAHAKOON; BROWN; SREENIVASAPRASAD, 1994;
BERNSTEIN et al., 1995; PERES et al., 2002, SANDERS; KORSTEN, 2003). Assim,
se torna fundamental estudos buscando comprovar de fato as espécies hospedeiras, ja
que algumas pesquisas demonstram a existéncia de espécies com especificidade inclusas
dentro do género Colletotrichum (FREEMAN; KATAN, 1997; FREEMAN; KATAN;
SHABI, 1998).

No Brasil, a antracnose é uma das doencas de pos-colheita mais pesquisada,
devido suas elevadas perdas ocasionadas na producdo de diversas culturas agricolas.
Para a cultura do Bastdo do imperador (SILVA et al. 2015), apresenta danos nas
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bréacteas florais, tendo o inicio pelo surgimento de manchas escuras, evoluindo para uma
podriddo encharcada terminando com a necrose e 0 secamento das bracteas, fazendo
com que o material ndo seja comercializado (FERRARI, 2008).

Para as plantas ornamentais de grande importancia comercial como Anthurium
andraeanum, Etlingera elatior e Alpinia, a doenca fingica causada por Colletotrichum é
tida como a mais importante e causadora de maiores danos (PITTA; CARDOSO;
CARDOSO, 1990 e LINS; COELHO, 2004).

Para Neto e Fancelli (2000), em sua pesquisa, 0 Colletotrichum apresenta uma
permanéncia no solo, em restos de cultura, de até dois anos, com isso, para o controle da
doenca estdo inclusas as praticas culturais, a aplicacdo de fungicidas e o uso de
variedades resistentes. A exigéncia em qualidade pelo comércio de flores ornamentais é
evidente, diante disso, o controle de doengas tem apresentado elevada importancia para
0 desenvolvimento crescente desta atividade (SOLOGUREN; JULIATTI, 2007).

CONTROLE ALTERNATIVO

As doencas de plantas sdo responsaveis por 14% das perdas na producdo
agricola a nivel mundial, sendo estas maiores em paises em desenvolvimento onde
56,8% da populacdo se dedicam a producdo agricola (AGRIOS, 2005). Os fungos sdo
responsaveis por 70% das doengas que causam danos em Varias culturas, diminuindo a
sua produtividade (POZZA, et al. 2006).

O uso de variedades resistentes € considerado o modo de maior praticidade para
0s produtores, além da economia para o controle, entretanto, em razéo da variabilidade
que o patdgeno apresenta e a ocorréncia do organismo, em casos especificos, ser
polifago, tem dificultado o alcance, através dos programas de melhoramento genético,
dessas variedades resistentes e consequentemente os produtores tém apenas a opcao de
usar variedades que apresentam suscetibilidade ou baixa tolerancia. E na grande maioria
das vezes é necessario 0 uso de produtos quimicos para o controle das doencas (RAVA
2002).

A utilizacdo de produtos fitossanitarios € limitada em razdo da contaminacéo
provocada pelos residuos quimicos, além do grande custo, justificando a resisténcia

genética como a alternativa mais indicada para o controle (NEGREIROS et. al., 2013),
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se fazendo necessario a procura por metodos de controle que respondam as deficiéncias

encontradas pelo produtor, diminuindo assim os danos causados pela antracnose.

Para o controle da maioria das doengas de plantas é utilizado, principalmente, o
tratamento quimico sintético, que visa reduzir ou erradicar o inéculo no campo. Porém,
0 uso continuo e indiscriminado de agrotdxicos causa uma série de problemas
ambientais e a saide humana, tais como a interrup¢do do controle biologico natural,
uma vez que organismos ndo alvo podem ser afetados (SOYLU, et al.,, 2010),
resisténcia pelos patdgenos, ocasionando surtos de doencas (LEE, et al., 2008) e
contaminacdo de 4guas subterraneas e superficiais (FERNANDES NETO;
SARCINELLI, 2009), contaminacdo do solo, dos alimentos e dos ecossistemas
(CAMPANHOLA, 2003).

Segundo Ribas e Matsumura (2009) os agrotdxicos podem ser definidos como
substancias quimicas naturais ou sintéticas, utilizadas para matar, controlar ou combater
de algum modo as pragas, doencas e ervas invasoras das lavouras, constituindo um

importante meio de controle do homem sobre 0s agroecossistemas.

De acordo com Ghini e Kimati (2000), o controle quimico é considerado um
modo que apresenta eficiéncia para uma diversidade de doencas fitossanitarias, assim
como a antracnose. Tais produtos demonstram respostas rapidas, uma aplicacdo
facilitada, com isso seu uso tem se espalhado. No entanto, o surgimento de estirpes de
fungos resistentes a estes produtos vem gerando grandes problemas para o controle dos

mesmaos.

A transmissdo da antracnose pode ocorrer tanto por sementes quanto por
residuos culturais, chegando assim a uma rapida evolucdo sendo sua disseminacao e
introducdo ocorrida de modo rapido. Com as condi¢bes edafoclimaticas em
favorecimento ao desenvolvimento da doenca, a utilizacdo de fungicidas tornou-se a
alternativa de maior viabilidade. No entanto a selecdo que as moléculas dos fungicidas
constante nos cultivos tem originado diversos problemas de sensibilidade ao produto
quimico (GHINI e KIMATI, 2000).

As mutacdes, assim como a reproducdo sexual ttém sido ativadas por alguns
fungos, pela manifestacdo de genes que irdo intensificar os mecanismos de falta de

sensibilidade, assim como a resisténcia aos fungicidas. A separacdo das linhagens e as
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populacdes resistentes séo favorecidas pela habilidade de multiplicacéo e das diferencas
que os fungos apresentam, podendo surgir de modo aleatério ou induzido (TOZZE et
al., 2004).

A aplicacdo indiscriminada de tais compostos tem trazido uma série de
transtornos e modificacdes para o ambiente, tanto pela contaminagdo das comunidades
de seres vivos que o compde, quanto pela sua acumulagdo nos segmentos bidticos e
abioticos do ecossistema (BONALDO, et al., 2007).

Visando a diminuicdo dos efeitos residuais dos agrotdxicos, a diminuicéo e até
mesmo a substituicdo da utilizacdo de fungicidas, o controle alternativo de
fitopatdgenos vem sendo alvo de novos estudos ao longo dos anos. Um dos focos de
estudo sdo os chamados metabdlitos secundarios. As plantas produzem diversos
compostos organicos, muitos dos quais ndo participam diretamente de seu
desenvolvimento. Essas substancias referidas como metabolitos secundarios ou
produtos naturais desempenham um papel fundamental nas suas interacdes de defesa
contra predadores e patdgenos. Muitos destes metabolitos secundarios apresentam
atividades biologicas e tém sido utilizados na industria farmacéutica e agroquimica
(ANDRADE, 2006).

Assim, a restricdo ao uso de fungicidas e a crescente exigéncia por produtos
livres de contaminacdo tem elevado a busca de métodos alternativos de controle
(CELOTO, etal., 2011).

Na busca de novos métodos de controle de doencas, 0s extratos de plantas com
propriedades terapéuticas surgem como opcdo. O uso de extratos vegetais e 0leos
essenciais, por exemplo, tém sido fonte de inimeras pesquisas que validam sua eficacia
(SOUZA, et al., 2007).

As plantas medicinais sdo frequentemente apresentadas como uma grande
potencialidade para a origem de novos farmacos, sendo uma fonte de novas substancias
bioativas (FAUSTINO, et al., 2010).

As propriedades antimicrobianas de extratos e Oleos essenciais obtidos de
plantas medicinais reconhecidas empiricamente durante séculos, mas suas confirmagdes
cientificas ocorreram apenas recentemente. Muitos pesquisadores estudam a atividade

bioldgica de plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo, orientados
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pelo uso popular das espécies nativas, mostram que seus extratos e 0leos essenciais sao
eficientes no controle do crescimento e desenvolvimento de uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (JANSEN, et al.,
1987).

A utilizacdo de fungicidas de origem vegetal poderd constituir um método
alternativo e promissor no controle de doengas, pois, além de serem de facil obtencéo e
baixo custo, minimizam os problemas de toxicidade apresentados pelos produtos
quimicos sintéticos (ROMERO et al., 2009). A utilizacdo de produtos naturais no
controle de doencas de plantas representa um meio eficiente para a reducdo do uso de
defensivos agricolas (KIMATI, et al. 1997).

Nesse contexto, muitos estudos tém explorado produtos vegetais como
pesticidas boténicos, pois sdo mais biodegradaveis que pesticidas sintéticos (DAN, et
al., 2010). A identificacdo de compostos quimicos a partir de plantas medicinais, por
exemplo, possibilita a obtencdo de substancias que podem controlar ou inibir o
desenvolvimento de fitopatogenos (SILVA, et al., 2009).

Assim, o controle alternativo, entendido como a integracdo de medidas nédo
poluentes, aplicadas preventivamente, visando a reducdo da intensidade de doenca e ao
aumento da producdo, da produtividade e da qualidade dos produtos agricolas, enfatiza
0 emprego de taticas e métodos sejam eles culturais, mecanicos, fisicos, legislativos,
bioldgicos, de resisténcia genética entre outros, com vistas a prevencao e a reducdo da
intensidade das doencas (PAULA JUNIOR et al., 2005).

O emprego de indutores de resisténcia tanto bidticos quanto abidticos é
considerado um instrumento no manejo das doengas, uma vez que sua comprovacao ja
foi relatada em diversos patossistemas pesquisados. A inducéo de resisténcia é efetivada
por compostos que ndo implicam em efeitos sobre o microrganismo e sim ativando
genes relacionados a defesa da planta. Tais genes irdo codificar os recursos de defesa,
tanto os pré-existentes, como ceras, cuticulas, substancias quimicas, entre outros, quanto
0s induzidos, como dentre eles estdo a formacdo de papilas, de Pr-proteinas e a
producdo de fitoalexinas (GURGEL et al., 2014; JESUS, 2009; AMARAL, 2005;
CAVALCANTI, 2000).
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OLEOS ESSENCIAIS

Muitos pesquisadores tém se dedicado a procura de produtos de origem natural
com acdo toxica aos fungos e sua aplicacdo no controle de fungos fitopatégenos que
causam grandes prejuizos para culturas de interesse econémico. Entre outros produtos,
0s Oleos essenciais, possuem caracteristicas que os incluem como metabdlitos
secundarios de plantas e de baixa toxicidade a mamiferos, sendo largamente testados
visando controlar pragas agricolas (SILVIA e BASTOS, 2007).

Nos vegetais, os Oleos essenciais sdo capazes de desenvolver funcdes
relacionadas com sua volatilidade, agir na atracdo de polinizadores, na protecdo contra
predadores, patogenos, perda de agua, elevacdo da temperatura assim como o0
desempenho das fungdes ecoldgicas, em especial na inibicdo da germinacdo. Tais
caracteristicas enquadram essas plantas nos grupos das fontes de elementos biocidas,
fato que é largamente estudado na agricultura, principalmente em vista das atividades
bactericida, fungicida e inseticida (HARBONE, 1993).

Os 6leos essenciais possuem 0 potencial util para manejar doencas em plantas
(ISMAN, 2000; SALGADOQO, et al., 2003). Com origem no metabolismo das plantas,
apresentam uma variada composicdo quimica sendo classificada como fontes de
substancias biologicamente ativas, em especial contra microrganismos (OLIVEIRA, et
al., 2011).

Os compostos presentes nos Oleos essenciais sdo capazes de atuar diretamente
sobre 0 patdgeno ou induzirem a resisténcia, neste caso envolvendo a ativacdo de
mecanismos de defesa latentes das plantas (HAMMERSCHMIDT e DANN, 1997;
SCHWAN-ESTRADA, et al.,, 2003). Segundo Campos (2001), em conclusdes de
trabalhos experimentais onde encontrou evidencias que os mecanismos de resisténcia
induzidos internamente estdo envolvidos com uma alteracdo geral na planta causada
pelo parasita.

Essa inducdo da resisténcia, também conhecida como resisténcia induzida em
plantas ou imunidade adquirida, envolve a ativacdo dos mecanismos latentes de
resisténcia em uma planta por meio de tratamentos com agentes bioticos ou abidticos.
Tais mecanismos de resisténcia podem ser estruturais, como papila, lignificacéo e tilose,
ou bioquimicos, como o acumulo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese
(PASCHOLATI ; LEITE, 1995).
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Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leos essenciais, obtidos a partir
de plantas medicinais, tém indicado o potencial destas no controle de fitopatdgenos,
tanto por acdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de
esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos com
caracteristicas de elicitores (STANGARLIN, etal., 1999).

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, de baixo peso
molecular produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou
bioldgicos, impedi a atividade de agentes patogénicos (PURKAYASTHA, 1995). De
forma geral, o modo de acdo das fitoalexinas sobre fungos inclui granulacdo
citoplasmatica, desorganizacdo dos contetdos celulares, ruptura da membrana
plasmética e inibicdo de enzimas fungicas. Tais efeitos refletem-se na inibicdo da
germinacdo e elongacdo do tubo germinativo e sdo capazes de reduzir ou inibir o

crescimento micelial dos fungos (LO et al., 1996).

A citronela ¢ uma planta aromatica parecida com o capim-cidreira, onde é
extraido de suas folhagens um 6leo que apresenta propriedades repelentes, tendo em sua
constituicdo principal mais de 80 componentes, entre eles: citronelal, geraniol,
limonemo. Na matéria seca e fresca, € possivel encontrar um teor de 6leo essencial de
1,4% e 0,84%, respectivamente. Segundo Ketoh et al. (2002), o 6leo essencial de C.

martinii contém 70 a 90% de geraniol.

De acordo com Castro et al.(2010), o 6leo essencial extraido do capim citronela
(Cymbopogon nardus) apresenta atividade repelente a insetos, acdo fungicida e
bactericida, devido a composicdo quantitativa e qualitativa dos metabolitos secundarios
das plantas.

A adicdo de Oleos em especificas concentraces em meios de cultura com
presenca de fungos fitopatdgenos resultou na demonstragdo da eficiéncia da Mentha
arvensis L. na inibicdo do desenvolvimento de organismos fitopatogénicos (SOUZA et
al., 2004). Dessa forma, as caracteristicas do 6leo essencial de tal vegetal vem sendo
avaliadas pelo seu efeito inibidor no crescimento e desenvolvimento de microrganismos
fitopatogénicos (DINIZ et al., 2003). Alguns trabalhos mostraram efeito ao controlar
fungos do género Fusarium demonstrados por Singh, Prasad e Sinha (1993), quando foi

verificado o efeito fungicida e fungistatico do 6leo de menta (Mentha sp.) em 23
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espécies de fitopatogenos, atuando no impedimento total do crescimento micelial, a
partir de 2.000 mg/mL.

Algumas plantas apresentam diversas substancias quimicas em sua composicéo,
muitas destas com potencial fungicida ou fungistatico, que precisam ser avaliadas
quanto ao uso direto pelo produtor rural, bem como para servir de matéria-prima na
formulagéo de novos produtos (GARCIA et al., 2012).

INDUCAO DE RESISTENCIA E A PRODUCAO DE ENZIMAS DE DEFESA

A inducdo de resisténcia € um evento que apresenta caracteristicas como a
elevacdo da resisténcia das plantas em luta contra doencas, quando as mesmas S&o
devidamente produzidas. A severidade da doenga, em plantas que passam por uma
inoculagdo com o patdgeno, é reduzida pela condigdo de inducdo (LOON et al., 1998).
De acordo com Diaz et al. (2001), a exposicdo de plantas a um agente gerador de
resisténcia, demonstra uma elevacdo no funcionamento de rotas metabdlicas, que
envolve a assimilacdo da existéncia de fitopatdogenos aptos, na indicagcdo bioquimica a
locais afastado do sitio onde o sinal foi gerado e, consequentemente, ocorre uma
elevacdo na agdo de enzimas vinculada na formagdo de compostos antimicrobianos,

assim como as fitoalexinas e as PR proteinas, dentre outros.

A expressdo da RSA sistémica e local, em resultado a patdgenos causadores de
danos necroticos. Essa resisténcia tem associacdo a elevacdo do funcionamento de
proteinas com relacdo a patogénese (PR) que é regulada por um método que depende do
acido salicilico. Diferentes métodos de defesa podem estar inclusos, como o aumento
das fitoalexinas, a explosdo oxidativa e a lignificacdo, dentre outros (DURRANT e
DONG, 2004).

A producdo de compostos secundarios pelas plantas apresenta uma ampla
variedade, conhecidos como compostos fendlicos, que apresentam acdo de compostos
relacionados a defesa para o ataque de fitopatdgenos, radiacdo UV dentre outros (TAIZ
e ZEIGER, 2004). De acordo com Zhao et al. (2005), em estudos realizados, relataram
que as plantas que adquiriram estimulo de estresse, demonstraram uma elevada acdo das
enzimas peroxidase e fenilalanina amonia-liase, quando comparadas com as plantas que

ndo adquiriram o estimulo.
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Para Chakraborty et al. (2001), a acdo da fenilalanina amonia-liase, eleva
variados tipos de estresse, principalmente o térmico, por isso € conhecida por alguns
pesquisadores como a “proteina do estresse”, o que esta relacionado ao andamento de

mecanismos de protecao, assim como a habituacdo das plantas em momentos adversos.

Sendo assim, a resisténcia induzida eleva a a¢do algumas rotas do metabolismo
em especifico, a condi¢do de indugdo de plantas mantidas em exposi¢do a indutores,
tende a ser comprovado através da analise da acdo de enzimas especificas, que tem
envolvimento coma ativacdo da resisténcia de plantas a patdgenos. Com isso, dentre as
enzimas que sao conhecidas por serem indicadoras da condi¢é@o de indugdo nas plantas,
estdo as liticas quitinases e B-1,3-glucanases, estando inclusas dentre as proteinas de
plantas que apresentaram inducdo em condicdes de patogénese ou correlatas,
comumente conhecidas como PR proteinas (FERRAZ et al., 2008). Tais enzimas tém
demonstrado, especialmente, como inibidoras do crescimento de fungos (VAN LOON e
VAN STRIEN, 1999).

Ainda que as PR proteinas encontrem-se inclusas na defesa de plantas, sua
identificacdo ndo s6 ocorre pela atividade patogénica e sim pelo acimulo em plantas

que passaram por situacOes de patogénese (VAN LOON, 1997).

As Peroxidases (PO) correspondem a um grupo superior a 20 enzimas, que
apresentam a capacidade de catalisar a oxidacdo de diversos substratos, como as
substancias odoriferas, o &cido ascorbico, assim como os compostos fendlicos na
existéncia de peroxido de hidrogénio. Os elementos originados das POs estdo inclusos
no desenvolvimento da parede celular da planta, na suberizagdo e na lignificagdo. A
acdo das POs em vegetais contaminados por fitopatdgenos, assim como em plantas
induzidas, também estdo relacionadas a oxidacdo de compostos fenolicos, que
apresentam toxidade aos fitopatégenos (RODRIGUES et al., 2013).

Uma enzima de relevada importancia relacionada a defesa de plantas, inclusas
nas reacdes de oxidacao é a polifenoloxidases (PPOs). Da mesma maneira que as POs,
as PPOs oxidam compostos como o &cido ascorbico e os fendis, s6 que pela utilizacao
do oxigénio (SUTIC e SINCLAIR, 1991).
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CONSIDERACOES FINAIS

As doencas de plantas séo consideradas fatores limitantes para a producdo de
flores tropicais, fazendo com que o produto se torne invidvel para comercializacao.
Dentre as principais doengas estdo as fungicas, em especial a antracnose. Para uma
melhor compreensdo etioldgica da doenca, se faz necessario uma precisdo na
identificacdo das espécies deste género, podendo assim determinar 0 manejo de modo

correto.

De modo geral, o controle quimico é o mais utilizado mundialmente, mas as
limitacGes posteriores ao seu uso indiscriminado, como poluicdo do meio ambiente e
inducdo da resisténcia de patdgenos a tais produtos, ocasionando dentre outras coisas,
mutacdes e 0 aparecimento de novas espécies, € um dos principais motivos para a busca

de uma alternativa de controle.

Dentre tantas pesquisas abordando este assunto, a utilizagdo de 6leos essenciais
no controle de tais doengas, assim como na indugdo de resisténcia tem aumentado no
decorrer dos anos. E assim, espera-se conseguir reduzir os prejuizos causados pelos

produtos quimicos aplicados.
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CAPITULO 1: IDENTIFICACAO DE ESPECIES DO GENERO Colletotrichum
ASSOCIADAS A ANTRACNOSE EM FLORES TROPICAIS, NO NORDESTE

BRASILEIRO, ATRAVES DA CARACTERIZACAO MORFOCULTURAL E
MOLECULAR
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RESUMO

As plantas ornamentais apresentam caracteristicas que atraem os consumidores,
devido sua estética, além de favorecer um ambiente melhor, assim como atividades de
lazer, como a jardinagem. Flores e plantas ornamentais frequentemente sdo acometidas
por fungos, que apresentam maior frequéncia em tempos de chuva, causando doencas
que reduzem a produtividade. A antracnose se destaca entre essas doengas, tendo como
agente causal espécies do género Colletotrichum. Buscando contribuir para 0 aumento
do conhecimento das espécies causadoras de antracnose em bastdo do imperador,
alpinia e anturio, no Nordeste brasileiro, os objetivos deste trabalho foram identificar
espécies do género Colletotrichum através da caracterizacdo molecular e morfocultural
obtidas a partir de flores tropicais, bem como avaliar a patogenicidade cruzada. Para a
caracterizacdo molecular o DNA gendémico dos isolados, foi obtido pelo protocolo
CTAB 2% com modificacbes. A sequéncia parcial do gene gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi amplificada usando os primers GDF/GDR, para uma
identificacdo preliminar dos isolados e avaliagdo da diversidade haplotipica das
espécies. Posteriormente, representantes de cada espécie, baseado nos haplotipos, foram
amplificados com outros genes, pB-tubulina (TUB2), Chitina synthase (CHS-1), Mating
type locus MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) e a regido ITS-rDNA. A caracterizagdo
cultural consistiu na obtencdo do crescimento micelial das coldnias, através de
mensuracado diaria em duas dire¢cdes diametricamente opostas e observacao da coloracéo
das coldnias avaliadas apés sete dias. A caracterizacdo morfoldgica foi baseada na
forma e tamanho de 50 conidios e apressérios. As medidas de comprimento e largura
foram obtidas através de imagens capturadas por camera digital acoplada ao
microscopio optico com aumento de 400x, através do software Cellsenses Standard. As
espécies Colletotrichum sp., C. siamense, C. tropicale, C. fructicola e C. theobromicola
estdo associadas a antracnose em flores de bastdo do imperador, antirio e alpinia no
Nordeste brasileiro. Este é o primeiro relato de C. fructicola e C. theobromicola em
Alpinia purpurata no mundo. As estruturas reprodutivas (conidios e apressorios) foram
observadas em grande quantidade e os dados referentes ao comprimento e largura se
assemelham aos aspectos das espécies do complexo gloeosporioides e do complexo
orchidearum.

Palavras - chave: flor de corte, inflorescéncia, pos-colheita, doenca, fungo.
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1. INTRODUCAO

A beleza de suas flores, extremamente variadas em tamanho, forma, cor e
fragréncia e a possibiliade dos seu uso em paisagismo, fazem da floricultuta tropical
uma das atividades agricolas mais promissora no Mercado internacional que encontra o
Brasil, um fornecedor natural e privilegiado, pela sua rica biodiversidade, sustentada por
climas e solos propicios dos seus variados ecossistemas (DE, 2017; KULIGOWSKA et
al., 2016; SIVIERO et al., 2014; SU et al., 2019).

O Brasil apresenta em torno de 8.300 produtores, além dos 60 centros de
atacado, dos quais pertencem os 680 atacadistas, distribuidos em cerca de 20 mil
comércios de varejo. A area de cultivo ¢ em torno de 15.600 ha, colocando o pais na
oitava posicdo dentre os maiores produtores mundiais, de plantas ornamentais. Chega a
210 mil postos de trabalho no ramo, dentre os quais 54% sé@o vagas de varejo, 39% das
vagas sdo da producdo, 4% destinadas ao atacado e 3% ocupam outras fungdes
(IBRAFLOR, 2020).

Em pesquisas realizadas em 2020, foi observado que o setor passa por prejuizos,
ocasionadas pelo isolamento social decretado, visando ndo propagar o coronavirus, onde
R$ 297,7 milhdes foi o valor que deixou de ser faturado até o més de marco. J& 0s
prejuizos para 0 més de abril foram calculados em torno de R$ 669,8 milhdes, reunindo
produtores e vendedores. Segundo dados apresentados pelo IBRAFLOR (2020), a
continuidade da quarentena, mostrou uma provavel faléncia de quase todos os
produtores de flores e folhagens de corte, devido ao cancelamento de diversos eventos,
assim como pelo fechamento dos pontos de revenda. Tais fatos, levaram o IBRAFLOR
a sensibilizar o Governo Federal, através do Ministério da Agricultura, e 0s governos
estaduais, pela flexibilizacdo das normas para o setor, que mobiliza em torno de R$ 8,67
bilhbes e que tem a participacdo na geracdo de empregos em torno de 50% e 30% do
comércio.

Flores e plantas ornamentais frequentemente sdo acometidas por fungos, que
apresentam maior frequéncia em tempos de chuva, causando doengas que reduzem a
produtividade (SARDINHA et al., 2012). A antracnose se destaca entre essas doengas,
tendo como agente causal espécies do género Colletotrichum, que ocorre de modo

corriqueiro. Furtado et al., (2012), descreveu a ocorréncia da antracnose em em
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inflorescéncia de Tapeinochilos causadas por C. gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc.,
em Alagoas.

Para identificar as espécies de Colletotrichum, inicialmente eram levados em
consideracio os aspectos morfoldgicos, culturais e hospedeiro (MUNOZ et al., 2000),
que demonstraram elevada ambiguidade na taxonomia entre as espécies do género,
devido a sobreposicdo de caracteristicas morfoldgicas e a pequena divergéncia genética
encontradas nos diferentes complexos de espécies (CANNON et al., 2012). A utilizacdo
de informacdes moleculares, assim como a analise sequencial multigénica tem resultado
em diversas mudancas na taxonomia do género Colletotrichum, assim como de C.
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (CAI et al., 2011 ; JAYAWARDENA et al.,
2020).

Buscando a contribuicdo para o aumento do conhecimento das espécies
causadoras de antracnose em bastdo do imperador, alpinia e antdrio, no Nordeste
brasileiro, o0s objetivos deste trabalho foram identificar espécies do género
Colletotrichum através da caracterizacdo molecular e morfocultural obtidas a partir

dessas flores tropicais, bem como avaliar a patogenicidade cruzada.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia Molecular e na
Clinica Fitossanitaria do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) localizado no km 85 da BR 101 Norte
(9°27°54.71” S — 35°49°39.27” O), no municipio de Rio Largo, Alagoas, Brasil.

2.1 Obtencéo dos isolados

Flores de Bastdo do Imperador, Alpinia e Antario apresentando sintomas
caracteristicos de antracnose foram coletadas em plantios (um em cada estado) de Flores
Tropicais nos Estados do Ceara (Guaramiranga e Pacoti), Alagoas (Maribondo) e
Pernambuco (Cabo de Santo Agostinho). O material foi lavado em agua corrente e seco
em temperatura ambiente, onde fragmentos foram retirados da area de transi¢cdo do
tecido sadio/doente. Os fragmentos foram desinfestados com etanol 70% por 30s, para a

quebra da tensdo superficial, 1% de NaClO por 1 min, lavados em agua destilada estéril
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(ADE) por duas vezes e secos em papel filtro esterilizado. Posteriormente, 0s mesmos
foram depositados em placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) e mantidos a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, até o desenvolvimento do
patdgeno. Apds a esporulacdo os isolados foram previamente identificados de acordo
com suas caracteristicas morfoldgicas, inseridos ao género Colletotrichum (SUTTON,
1980; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

Para obtencdo das culturas puras, isolados foram cultivados em placas de Petri
contendo meio agar-agua (AA), e apds 24 horas foi retirada um fragmento da
extremidade da hifa, com o auxilio de um microscopio estereoscopico (lupa), e
transferido para uma nova placa de Petri contendo meio BDA. Posteriormente, 0s
isolados monosporicos foram preservados pelo método de armazenamento em
Castellani (1967) e em tubos contendo BDA.

2.2 Teste de Patogenicidade em diferentes hospedeiros

Os isolados foram testados quanto a patogenicidade em seus hospedeiros de
origem (bastdo do imperador, alpinia e anturio), além disso, foi realizada a
patogenicidade cruzada, ou seja, isolados provenientes de bastdo do imperador foram
testados em alpinia e antdrio, assim como, os isolados de alpinia foram testados antdrio
e bastdo do imperador e, por fim, os isolados de anturio foram testados em alpinia e
bastdo do imperador.

A inoculacdo foi realizada em flores assintométicas, obtidas de uma area
comercial, localizada no municipio de Maribondo, sendo essas flores lavadas em agua
corrente e secas em temperatura ambiente. Nas flores foram realizados ferimentos com
auxilio de uma agulha estéril, onde foram depositados disco de 5 mm contendo
crescimento fungico. As flores foram mantidas em condi¢des de camara umida por 48
horas, em frascos de erlenmeyer contendo uma solugéo de &gua e sulfato de calcio (qual
concentracdo), para manter a durabilidade das flores. Para cada isolado foram realizadas
quatro repeticbes (cada repeticdo foi o que? Flores ou ferimentos?). A testemunha
consistiu de disco contendo apenas BDA. Posteriormente, apds a retirada da camara
Umida, as flores foram mantidas em condi¢cdes ambientais a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 h. As avaliagcbes ocorreram quando 0s sintomas caracteristicos da
doenca comecaram a se desenvolver. O patégeno foi reisolado para comprovar a
patogenicidade completando, assim, os postulados de Koch (KOCH, 1882).
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2.3 Sequenciamento e analises filogenéticas

Culturas monosporicas foram cultivadas em meio de cultura L-asparagina
(ZAUZA; ALFENAS; MAFIA, 2007), durante cinco dias a temperatura ambiente para
obtencdo da massa micelial. Posteriormente, 0 DNA total dos isolados foi extraido
utilizando o protocolo de Doyle; Doyle (1987) e a qualidade foi estimada visualmente
em gel de agarose a 0,8% e corados com brometo de etidio e observados sob luz UV. O
material foi armazenado sob temperatura de -20°C. O DNA dos isolados foi utilizado
como molde para a amplificacdo por PCR da sequéncia parcial do gene gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) usando o par de primers GDF1 e GDR1
(TEMPLETON et al., 1992). Isolados representativos das espécies de Colletotrichum
identificadas com o gene GAPDH foram escolhidos como medida inicial para
demonstrar a gama de diversidade de espécies e origem geografica. Em seguida, foram
amplificados por PCR as sequéncias parciais do gene PB-tubulina (TUB2), Chitina
synthase (CHS-1) e regido rDNA Internal transcribed spacer (ITS) para as espécies do
complexo C. orchidearum. No entanto, para as espécies do complexo C.
gloeosporioides utilizou as sequéncias parciais do gene B-tubulina (TUB2), Mating type
locus MAT1-2-1 (APN2/MAT-IGS) e regido rDNA Internal transcribed spacer (ITS)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Primers utilizados para identificacdo das espécies do género

Colletotrichum

Gene Primer Sequéncia (5’ a 3°) Referéncias
GDR1 GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATG
GAPDH T Guerber et al. 2003
GDF1 GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA
T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT O’Donnell e Cigelnik
(1997)
TUB? T2 TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG
BT2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass e Donaldson
(1995)
BT2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTT TC
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CgDLF6 AGTGGAGGGCGGGACGTT

MAT1-2-1

CgMAT1F2 TGATGTATCCCGACTACCG

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS White et al. 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

CHS-79F TGG GGC AAG GAT GCT TGG AAG AAG

Carbone & Kohn

CHS-1 CHS-345R TGG AAG AAC CAT CTG TGA

GAGTTG 1999

As condicGes de ciclagem da PCR para o gene GAPDH foram compostas por
desnaturacéo inicial a 95 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 60 °C por
30 s, 72 °C por 45 s e um ciclo final a 72 °C durante 7 min. A temperatura de
anelamento para TUB2 foi 55 °C e para CHS-1 foi de 58 °C. Para a regido ITS a
condicdo de ciclagem da PCR consistiu de desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 min,
seguido de 38 ciclos a 95 °C por 1 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e um ciclo final a 72
°C durante 10 min. Ja para o gene (MAT1-2-1) foi utilizado uma desnaturacg&o inicial a
95 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 30 sa 95 °C,45sa62 °Ce 1 mina 72 °C,
com uma extensao final de 10 min a 72 °C. Cada mix das rea¢6es de PCR foi composto
por: tampao 10X (3 pL), MgCl12 50 mM (0.9 puL), 10 mM DNTP's (2.4 pL), 10 uM de
cada oligonucleotideo (2 puL), 1U Taq DNA polimerase (0.2 pL) e DNA (1uL,
25ng/ul). O volume final da reagdo foi ajustado para 30 puL com agua deionizada
(Milli-Q) esterilizada. Produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1 %, corados em brometo de etideo e examinados sob luz ultravioleta (UV).
Amostras positivas para PCR foram enviadas para sequenciamento na empresa
Macrogen Inc., Seoul, Coréia do Sul.

Sequéncias consenso foram montadas utilizando o software Staden Package.
Estas foram primeiramente confrontadas com o banco de dados de sequéncias do
GenBank usando o algoritmo BLASTn objetivando a determinacdo das espécies em que
ha um compartilhamento de uma elevada identidade de sequéncia. Fundamentado na

resulta da analise BLASTN, sequéncias de isolados tipo e diferentes referéncias de
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espécies de Colletotrichum disponibilizadas no GenBank para cada gene e regido
gendmica, foram adquiridas para as analises filogenéticas (Tabela Suplementar 1).
Alinhamentos multiplos de sequéncias foram montadas usando o algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004), disponivel no software MEGA v.7 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (TAMURA et al., 2011) para os conjuntos de dados.

As analises de inferéncia bayesiana (Bl) foram preparadas com todas as
sequéncias para 0 gene GAPDH e multi-locus para os isolados representantes das
espécies identificadas, usando os genes GAPDH, CHS-1, TUB2 e regido ITS para 0s
isolados do complexo C. orquidearum e GAPDH, MAT1-2-1, TUB2 e regido ITS para
os isolados do complexo C. gloeosporioides. Os modelos de substituicdo de
nucleotideos foram estimados separadamente para cada regido génica com Mr.
Modeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY 2004) de acordo ao Akaike Information Criterion
(AIC).

As filogenias fundamentadas em Bl foram inferidas no MrBayes v. 3.0 b4
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) empregado o método da Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) no CIPRES web portal (http://www.phylo.org). Quatro cadeias MCMC

foram conduzidas de modo simultineo, iniciando as arvores aleatoriamente até 10

milhGes de geracles, para cada conjunto de dados. As arvores foram amostradas a cada
1.000 geracOes resultando em 10.000 &rvores. As primeiras 2.500 arvores foram
excluidas da andlise, como uma fase de burn-in. Os valores de probabilidade posterior
(RANNALA; YANG, 1996) foram definidos a partir de uma arvore consenso majority-
rule gerada com as 7.500 arvores remanescentes. As arvores foram visualizadas no
programa FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e editadas no programa

Inkscape  0.91  (https://inkscape.org/pt-br/release/inkscape-0.91). A  espécie

Colletotrichum boninense (CBS123755) foi utilizada como grupo externo (outgroup)

nas analises do complexo C. gloeosporioides e C. orchidearum.

2.4 Caracterizacdo Morfocultural

Isolados representativos de Colletotrichum spp. identificados com fundamentos
nas analises filogenéticas multi-locus foram designados para caracterizacdo morfologica
e cultural.

O comprimento e largura de cinquenta conidios e apressorios das espécies de
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Colletotrichum foram mensurados a partir da deposicdo de uma gota (40 uL) de ADE
junto com os conidios em lamina de vidro estéril mantidas em placa de Petri forrada
com papel filtro umedecido com ADE, para manter o ambiente propicio e permitir a
germinacdo dos conidios e formacdo dos apressorios. Apos 24 horas, as imagens dos
conidios e apressérios foram obtidas em microscopio (Olympus CKX41SF, software de
captura de imagem CellSens Standard — Olympus 2010).

A caracterizagéo cultural foi determinada a partir do crescimento de um plug de
micélio (5 mm) com 7 dias depositado em placa de Petri contendo meio BDA sintético e
mantido em estufa incubadora BOD com temperatura de 25 °C + 1°C e fotoperiodo de
12 h. Foram utilizados 5 repeti¢cdes por isolado. A velocidade de crescimento micelial
foi determinada através da mensuragdo do didmetro das col6nias (mm) diariamente por
7 dias. As caracteristicas e cor das colénias também foram analisadas e registradas.

Os dados obtidos no crescimento micelial, comprimento e largura dos conidios e
apressorios das espécies de Colletotrichum foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa Sistema de andlise de varidncia para dados balanceados
(SISVAR), desenvolvido por Ferreira (2000).

3. RESULTADOS

3.1 Obtencéo dos isolados e patogenicidade em diferentes hospedeiros.

Trinta isolados foram obtidos de flores de bastdo do imperador, alpinia e antirio
apresentando sintomas caracteristicos de antracnose nas areas de plantio, sendo 8

isolados obtidos de alpinia, 10 de antario e 12 de bastdo do imperador (Tabela 2).

Tabela 2: Numero de isolados de Colletotrichum sp. provenientes de alpinia, ant(rio e bastdo do
imperador dos Estados do Ceard, Pernambuco e Alagoas.

ISOLADOS
CEARA PERNAMBUCO ALAGOAS

TOTAL 1 9 10
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ALPINIA 2 4 2

ANTURIO 2 3 5
BASTAO DO 7 2 3
IMPERADOR

As amostras dos isolados apresentaram sintomas caracteristicos de antracnose
como, manchas necréticas e depressdes, apds 4 dias da inoculacdo, enquanto as
testemunhas permaneceram sadias.

No teste de patogenicidade cruzada, as espécies de Colletotrichum induziram
lesdes necroticas deprimidas, encharcadas, marrom-escura e com tamanhos variveis,
nas inflorescéncias de bastdo do imperador, alpinia e antario, apos 4 dias da inoculagéo,
com excec¢do dos isolados ALAN101 (C. siamense) proveniente de antario que nao foi
patogénico as espécies de bastdo do imperador e alpinia, e o isolado BAGU21 (C.
tropicale) proveniente de bastdo do imperador, que ndo apresentou patogenicidade em
alpinia (Figura 1). As testemunhas ndo apresentaram sintomas. Os isolados com seus

respectivos hospedeiros de origem estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 1: Teste de Patogenicidade Cruzada dos isolados provenientes de alpinia,
antdrio e bastdo do Imperador. A: ALCA4 e B: ALAN9, C: BAGU21, D: ALME4, E:
ALGU11.
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Tabela 3: Isolados e seus respectivos hospedeiros de origem
dos Estados do Ceara, Pernambuco e Alagoas.

C. orchidearum

ALAN12 ANTURIO
ALAN9 ANTURIO
C. theobromicola

ALME4 ALPINIA
C. siamense

BAGU17 BASTAO DO IMPERADOR

ALBA16 ALPINIA
ALAN101 ANTURIO
ALGU11 ALPINIA

BAALPE2 BASTAO DO IMPERADOR
C. tropicale
BAGU21 BASTAO DO IMPERADOR

BAGU1 BASTAO DO IMPERADOR

C. fructicola
ALCA4 ALPINIA
ALCAPE?2 ALPINIA

ANGU71 ANTURIO



O aparecimento dos sintomas e o reisolamento do fungo em meio BDA sintético

confirmaram a patogenicidade do isolado, de acordo com os postulados de Kock.

3.2Analises filogenéticas

Inicialmente, a analise das sequéncias parciais do gene GAPDH foi realizada
com trinta isolados, provenientes de flores de alpinia, antdrio e bastdo do imperador,
indicando a presenca de dois complexos (C. gloeosporioides e C. orchidearum)
pertencentes ao género Colletotrichum. Buscando a confirmacdo das espécies
encontradas na analise com o gene GAPDH, treze isolados foram selecionados e
submetidos a andlises filogenéticas concatenadas com os genes GAPDH, MAT1-2-1,
TUB2 e regido ITS para os isolados do complexo C. gloeosporioides e GAPDH, CHS-1,
TUB2 e regido ITS do rDNA para o complexo C. orchidearum.

As filogenias multi-locus inferidas por Bl permitiram a identificacdo de quatro
espécies dentro de dois complexos do género Colletotrichum. Onze isolados foram
atribuidos ao complexo gloeosporioides em clados bem suportados, sendo ALCAPE2,
ANGU71 e ALCA4 com a especie C. fructicola; ALME4 a espécie C. theobromicola;
BAGU21 e BAGUL a espécie C. tropicale e BAGU17, ALBA16, ALAN101, ALGU11,
BAALPE2 a espécie C. siamense (Figura 2).
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Figura 2: Arvore filogenética multi-locus inferida a partir da analise bayesiana
utilizando GAPDH, TUB2 e regido ITS para espécies do complexo Colletotrichum
gloeosporioides. Os valores da probabilidade posterior > 0,4 estdo indicados acima dos
nds. As culturas ex-tipo sdo marcadas com um asterisco. Os isolados utilizados neste
estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore estd enraizada com Colletotrichum

boninense

A filogenia das espécies dos complexos C. orchidearum incluiram dois isolados
(ALAN9 e ALAN12), que foram agrupados em um clado com alto suporte de
probabilidade posterior Bayesiana. Esses isolados foram provenientes do municipio de
Maribondo e de acordo com estudos no algoritmo BLASTn observou valores de
identidade 100 % com a espécie C. orchidearum, pertencente ao complexo orchidearum
(Figura 3).
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C. sojae ATCC62257*
" C. sojae LFNO009
C. cattleyicola CBS17049*
. cattleyicola MAFF238321
C. musicola CBS132885*
' C. musicola CBS127557
_C. vittalense CBS18182*
' C. vittalense CBS12625
“* L C. cliviicola CBS125375*
€. cliviicola CBS133705
' _C. plurivorum CBS132443
w6 | C. plurivorum CBS125474*
ALAN9
'ALAN12
1. C. orchidearum CBS135131*
C. orchidearum CBS136877

C. boninense CBS123755

Figura 3- Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana do complexo de espécies Colletotrichum
orchidearum com base em sequéncias concatenadas dos genes GAPDH, TUB2 e CHS-1 e da regido
ITS. Colletotrichum boninense foi utilizado como grupo externo. Os isolados obtidos neste estudo estdo
destacados em negrito. As culturas tipo estdo marcadas com um asterisco. A barra de escala (0,03)
representa substituicGes de nucleotideos por sitio.

3.3  Caracterizacdo Morfocultural

As espécies de Colletotrichum identificadas com base nas analises filogenéticas
foram utilizadas para os estudos detalhados dos aspectos morfoldgicos e culturais
(Tabela 4).
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Os aspectos culturais das colbnias relacionados com a coloracdo do micélio
desenvolvido em meio BDA sintético demonstraram heterogeneidade, onde a cor
principal foi branca, com modifica¢cBes no centro da placa (Figura 4). Os isolados
ALAN 12 e ALAN 9 (complexo orchidearum) apresentaram menor crescimento
micelial (0,83 e 0,88 cm/dia, respectivamente), enquanto que os outros isolados ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si. J& os isolados do complexo gloeosporioides,
mesmo ndo apresentando diferenca estatisticas entre si, é possivel observar que o
isolado BAGUL7, apresentou menor valor de crescimento micelial (0,96 cm/dia) e
ALGUL11 apresentou maior crescimento micelial (1,30 cm/dia), isolados provenientes

de bastdo do imperador e alpinia, respectivamente (Tabela 4).

C. tropicale
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C. siamense

Figura 4 - Caracteristicas morfoculturais das espécies de Colletotrichum. A, B, C, D, E, F, G,
H, I, J, K, L, M - Aspectos das colbnias. a, b, ¢, d, ¢, f, g, h, i, j, k, I, m — Conidios e apressorios de

Colletotrichum spp.

As estruturas reprodutivas (conidios e apressorios) foram observadas em grande
quantidade (Figura 4), em que os dados referentes ao comprimento e largura se
assemelham aos aspectos das espécies do complexo gloeosporioides (WEIR;
JOHNSTON; DAMM, 2012) e complexo orchidearum (DAMM et al., 2019).

Tabela 4 - Resumo dos dados morfoculturais das espécies de Colletotrichum.

C. orchidearum

ALAN12 1 0,83a 20,98b 6,83e 13,44c 10,05d Cilindrico
ALAN9 1 0,88a 18,99b 5,51d 14,49d 14,16e Cilindrico

C. theobromicola
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ALME4 1 1,21b 16,87a 4,95b 9,91a 6,65a Cilindrico

C. siamense
BAGU17 1 0,96b 13,55a 5,96a 7,86a 7,22¢C Cilindrico
ALBA16 2  1,09b 15,23a 6,30d 9,74b 7,06¢ Cilindrico
ALAN101 1 1,22b 14,65a 4,36a 10,21b 6,90b Cilindrico
ALGU11 1 1,30b 14,61b 6,08c 10,33b 7,55¢ Cilindrico
BAALPE2 2 1,03b 19,21b 5,89¢ 11,49¢ 6,91c Cilindrico
C. tropicale
BAGU21 1 1,27b 17,08b 6,37d 9,85b 7,09c Cilindrico
BAGU1 1 1,15b 13,55a 5,96¢ 8,31a 6,60b Cilindrico
C. fructicola
ALCA4 1 1,16b 17,07b 5,08b 10,27b 6,44b Cilindrico
ALCAPE2 1 1,22b 15,10a 5,99¢ 9,99b 7,27c Cilindrico
ANGU71 2 1,34b 14,84a 5,67c 10,73b 7,20c Cilindrico

Cor*: 1- branco com reverso branco/cinza/salmdo e 2- cinza com reverso

branco/cinza/salmao

4, DISCUSSAO

No desenvolvimento desse estudo, foi possivel identificar cinco espécies de
Colletotrichum incluidas em dois complexos. Colletotrichum tropicale, C. fructicola, C.
siamense e C. theobromicola incluidas no complexo C. gloeosporioides e o C.
orchidearum no complexo C. orchidearum.

A espécie C. orchidearum esta inserida no complexo C. orchidearum que foi
descrito inicialmente por Allescher (1902) em trés diferentes espécies de Orchidaceae

(DAMM et al.,, 2019).Posteriormente, Xu et al., (2016) identificaram C.
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orchidearum em Arctium lappa (Asteraceae) na China, apresentando sintomas
inicialmente com pequenas manchas circulares, levemente deprimidas e encharcadas,
que evoluiam para lesGes maiores e marrons, irregulares e numerosas. Farr e Rossman
(2017) relataram essa espécie em diversos hospedeiros de Orchidaceae na Asia, Africa e
paises Latino-americanos. O isolamento de C. orchidearum foi confirmado em
Monstera delicioa (Araceae) na China por YANG et al., 2011, essa espécie pertencente
a familia Araceae, a qual pertence o género Anthurium. No estudo descrito foi possivel
identificar dois isolados (ALAN9 e ALAN12) provenientes de antario como
pertencentes a espécie C. orchidearum.

Colletotrichum fructicola e C. siamense foram primeiramente identificados a
partir de gréos de café na regido norte da Tailandia. Ambas as espécies sdo causadoras
da doenca antracnose em uma elevada gama de hospedeiros ((PRIHASTUTI et
al., 2009). Colletotrichum fructicola foi relatado causando antracnose em duas plantas
ornamentais, com propriedades medicinais, Camélia crisantha, com especialidade
chinesa tradicional, conhecida como a "camélia dourada" (ZHAO et al., 2021)
e Crinum asiaticum , produzida em regibes tropicais e regides subtropicais da Asia
(QING et al., 2020).

De acordo com dados apresentados por Liu et al., (2021) Li et al., (2021) e
Wickramasinghe et al., (2020) Colletotrichum siamense foi relatado causando
antracnose em flores tropicais ornamentais como Monstera deliciosa, Zinnia elegans,
Erythrina crista-galli e espécies de Begonia.

Segundo Chaves et al., (2020), através de um estudo molecular utilizando
sequéncias parciais da regido ITS e os genes GAPDH, CAL, CHS-1 e ACT, relataram
pela primeira vez, C. theobromicola como o agente causal da antracnose na flor de
anturio, corroborando com os dados apresentados neste estudo.

Em estudos realizados por Komala Vithanage et al., (2021), foi possivel
identificar C. siamense como agente causal da antrachose em antdrio, sendo o primeiro
relato mundial, corroborando com os resultados encontrados nesta pesquisa.

Em uma pesquisa realizada por Duarte (2021), foi identificado C. fructicola, C.
siamense, C. tropicale e C. theobromicola causando antracnose em bastdo do imperador
(Etlingera elatior), sendo espécies consideradas bastante distribuidas em campos de
producéo produzidos mundialmente (ROJAS et al., 2010; WEIR et al., 2012; DOYLE et
al., 2013; LIMA et al., 2013; VELOSO et al., 2018; VIEIRA et al., 2017).
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Em estudos realizados por Chaves et al. (2018), foi relatada pela primeira vez no
mundo C. siamense causando antracnose em Alpinia purpurata, corroborando com os
dados obtidos neste trabalho. Outras duas espécies, C. theobromicola e C. fructicola
foram identificadas também apresentando sintomas no mesmo hospedeiro onde ainda
ndo foi observado a ocorréncia no género Alpinia, com isso, este € o0 primeiro relato
dessas espécies causando antracnose neste hospedeiro.

O presente trabalho apresentou uma diversidade de espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose em bastdo do imperador, alpinia e antirio no Nordeste do
Brasil. Cinco espécies foram demonstradas como agentes causais da antracnose nestes
hospedeiros, em sua grande parte encontrando-se no complexo C.
Gloeosporioides,seguido do complexo C. orchidearum.

5. CONCLUSAO

As espécies Colletotrichum sp., C. siamense, C. tropicale, C. fructicola e C.
theobromicola estdo associadas a antracnose em flores de bastdo do imperador, antdrio
e alpinia no Nordeste brasileiro.

Este é o primeiro relato de C. fructicola e C. theobromicola em Alpinia

purpurata no mundo.
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Tabela suplementar 1 - Espécies de Colletotrichum e nimero de acesso das culturas e do GenBank utilizados para a analise filogenética neste

estudo.
Numero de acesso do GenBank
Espécies Isolados
ITS TUB2
GAPDH
) JX01 JX01 JX010
Colletotrichum aotearoa* ICMP 18573
0005 0205 420
) JX009 JX01 JX0104
Colletotrichum aotearoa ICMP 18532
906 0220 21
Colletotrichum  kahawae  subsp
_ ICMP 1853
cigarro
Colletotrichum  kahawae  subsp
_ ICMP 1295
cigarro
) ] JX009 JX01 JX0104
Colletotrichum ti ICMP 4232
952 0269 42
Colletotrichum ti ICMP 5285 JX009 JIX01 JX0104
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910 0267 41

) ) JX010 JX01 JX0104
Colletotrichum theobromicola* CBS 124945*/ICMP 18649
006 0294 47
) ) JX010 JX01 JX0103
Colletotrichum theobromicola CBS 14231
024 0286 73
Colletotrichum theobromicola ALME4
] ] JX009 JX01 JX0103
Colletotrichum theobromicola ICMP 17958
948 0291 81
_ o IMI 356878/ICMP 17821/CBS JX0100 JX01 JX01044
Colletotrichum gloeosporioides*
112999 56 0152 5
) o JX0099 JX01
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18694 -
80 0155
) ] JX0100 FJ972 JX01040
Colletotrichum asianum ICMP 18580
53 612 3

Continuacao...

Colletotrichum asianum MTCC11680/ICMP 18696 JX0099 JX01 JX01038



Colletotrichum salsolae*

Colletotrichum salsolae

Colletotrichum siamense

Colletotrichum siamense
Colletotrichum siamense
Colletotrichum siamense
Colletotrichum siamense

Colletotrichum siamense

Colletotrichum siamense

Colletotrichum tropicale*

ICMP 19051/C1314

CBS119296

ICMP 18578

BAGU17

ALBA1l6

ALAN101

ALGU11

BAALPE2

ICMP 12567

CBS 124949/ICMP 18653

15 0192

JX0099 JX01
16 0242

JX0099 JX01
17 0241

JX0099 JX01
24 0171

JX0099 JX01
40 0250

JX0100 JX01
07 0264

JX01040

JX01040

JX01026

JX01040

84



Colletotrichum tropicale BAGU21
Colletotrichum tropicale BAGU1
) ] JX0100 JX01 JX01039
Colletotrichum tropicale ICMP 18672
20 0275 6
] JX0100 JX01 HQ5962
Colletotrichum musae CBS 116870
50 0146 80
_ JX0100 JX01 JX01040
Colletotrichum musae ICMP 17817
15 0142 8
] ) JX0099 JX01 JX01040
Colletotrichum fructicola* ICMP 18645
92 0172 8
Continuacéo...
Colletotrichum fructicola ALCAPE2

Colletotrichum fructicola
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Colletotrichum fructicola*

Colletotrichum fructicola

Colletotrichum nupharicola*

Colletotrichum nupharicola

Colletotrichum alienum*

Colletotrichum alienum

Colletotrichum aenigma*

Colletotrichum aenigma

ALCA4

ICMP 18581/CBS 130416

ANGUT71

CBS 470.96/ICMP 18187

CBS 46996

ICMP 12071

ICMP 18691

ICMP 18608

ICMP 18686

33

72

36

28

18

44

13

JX0100

JX0099

JX0099

JX0100

JX0100

JX0100

JX0099

0165

0187

0189

0251

0217

0244

0243

JX01

JX01

JX01

JX01

JX01

JX01

JX01

JX01040

JX01039

JX01039

JX01041

JX01038

JX01038

JX01039
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] ) JX0099 JX01
Colletotrichum boninense CBS 123755 -
05 0292
Colletotrichum cattleyicola CBS 17049 -
_ ) MG6 MG6010
Colletotrichum cattleyicola MAFF 238321 -
00759 26
) ) KT696 KT69 KT6962
Colletotrichum sojae LFNO009
295 6354 88
) ) MG600 MG6 MG6010
Colletotrichum sojae* ATCC 62257
810 00749 16
_ ) MG600 MG6 MG6010
Colletotrichum vittalense* CBS 181.82
796 00734 01
) ] MG600 MG6 MG6010
Colletotrichum vittalense CBS 126.25
797 00735 02
Continuacéo...
Colletotrichum cliviicola* CBS 125375 MG600 MG60 MG60100
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Colletotrichum cliviicola

Colletotrichum plurivorum

Colletotrichum plurivorum*

Colletotrichum musicola*

Colletotrichum musicola

Colletotrichum orchidearum*

Colletotrichum orchidearum*
Colletotrichum orchidearum

Colletotrichum orchidearum

CBS 133705

CBS 132443

CBS 125474

CBS 132885

CBS 127557

CBS 135131

CBS 136877

ALANS9

ALAN12

79

794

783

781

798

799

800

MG600

MG600

MG600

MG600

MG600

MG600

0733

0732

0720

0718

0736

0737

0738

MG60

MG60

MG60

MG60

MG60

MG60

MG60099

MG60098

MG60098

MG60100

MG60100

MG60100
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Colletotrichum boninense

CBS 123755

JX009905

JX010292
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ARTIGO 1

Oleos essenciais de Mentha sp., Cymbopogon nardus L. e Cymbopogon
citratus no controle da antracnose (Colletotrichum sp.) em bastdo do imperador
(Etlingera elatior)*

Trabalho elaborado conforme nomas da Revista Valore, publicado em
julho de 2022
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OLEOS ESSENCIAIS DE Mentha sp., Cymbopogon nardus L., Cymbopogon
citrus NO CONTROLE DA ANTRACNOSE (Colletotrichum sp) EM BASTAO DO
IPERADOR (Etlingera elatior)

ACEITES ESENCIALES DE Mentha SP., Cymbopogon nardus L.,
Cymbopogon citrus EN EL CONTROL DE LA ANTRACNOSIS (Colletotrichum
tropicale) EN PALO IPERATOR (Etlingera elatior)

ESSENTIAL OILS OF Mentha sp., Cymbopogon nardus L. AND
Cymbopogon citratus IN THE CONTROL OF ANTHRACNOSE (Colletotrichum
tropicale) IN EMPEROR’S ROD (Etlingera elatior)

Resumo

O objetivo do trabalho foi verificar a capacidade dos dleos de menta
(Mentha sp.), citronela (Cymbopogon nardus L.) e capim-limdo (Cymbopogon
citratus), e os fungicidas tiofanato metilico e mancozeb de apresentar agdo
curativa e preventiva sobre a antracnose (Colletotrichum sp.) em hastes de bastdo
do imperador. Foram determinadas a Percentagem de Inibicdo do Crescimento
Micelial (PIC), a atividade fungistidtica e fungicida dos Oleos essenciais.
Posteriormente foram determinados os efeitos in vivo e em condi¢bes de pos-
colheita (incidéncia e severidade). Com os resultados obtidos neste trabalho,
conclui-se que, os Oleos de menta, citronela e capim-limdo foram eficientes na
inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp. O 6leo de capim-limao em
todas as concentracfes e o 6leo de citronela (0,75 e 1,5%) apresentaram efeito
fungicida. J& em condicBes de pds-colheita, os fungicidas reduziram a incidéncia e
a severidade no teste curativo e os 6leos de menta (2,25 e 3%) e citronela (0,75%)
apresentaram eficiéncia na reducdo da severidade da doenca. J& para o teste
preventivo, o tiofanato metilico e o 6leo de menta reduziram a incidéncia e a
severidade da doenca, assim como 6leo de capim-limdo (0,75 e 1,5%) para

incidéncia e o 6leo de citronela (0,75%) para severidade.

PALAVRAS CHAVE: fungo, doenca de planta, controle alternativo.
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Resumen

El objetivo del trabajo fue verificar la capacidad de los aceites de menta
(Mentha sp.), citronela (Cymbopogon nardus L) y hierba de limon (Cymbopogon
citratus), y los fungicidas metil tiofanato y mancozeb para presentar accion
curativa y preventiva sobre la antracnosis (Colletotrichum sp) en varas del
emperador. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PIC), se determind
la actividad fungistatica y fungicida de los aceites esenciales. Posteriormente, los
efectos se determinaron in vitro y en condiciones posteriores a la cosecha
(incidencia y gravedad). Con los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye
que los aceites de menta, citronela y hierba de limén fueron eficientes para inhibir
el crecimiento micelial de Colletotrichum sp. El aceite de hierba de limén en todas
las concentraciones y el aceite de citronela (0,75 y 1,5%) mostraron un efecto
fungicida. En condiciones posteriores a la cosecha, los fungicidas redujeron la
incidencia y la gravedad en la prueba curativa y los aceites de menta (2.25 y 3%)
y citronela (0.75%) mostraron eficiencia en la reduccion de la gravedad de la
enfermedad. En cuanto a la prueba preventiva, el metil tiofanato y el aceite de
menta redujeron la incidencia y la gravedad de la enfermedad, asi como el aceite
de hierba de limon (0,75 y 1,5%) para la incidencia y el aceite de citronela (0,

75%) por gravedad.

PALABRAS CLAVE: hongos, enfermedades de las plantas, control alternativo.

Abstract

The objective of the work was to verify the capacity of the oils of mint
(Mentha sp.), citronella (Cymbopogon nardus L) and lemongrass (Cymbopogon
citratus), and the fungicides methyl thiophanate and mancozeb to present curative
and preventive action on anthracnose (Colletotrichum sp) on rods of the emperor.
The percentage of mycelial growth inhibition (PIC), the fungistatic and funficidal
activity of essential oils were determined. Subsequently, in vitro and post-harvest
conditions (incidence and severity) were determined. With the results obtained in
this work, it is concluded that the oils of mint, citronella and lemongrass were
efficient in inhibiting the mycelial growth of Colletotrichum sp. Lemongrass oil in

all concentrations and citronella oil (0.75 and 1.5%) had a fungicidal effect. In
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post-harvest conditions, fungicides reduced the incidence and severity in the
curative test and the oils of mint (2.25 and 3%) and citronella (0.75%) showed
efficiency in reducing the severity of the disease. As for the preventive test,
methyl thiophanate and peppermint oil reduced the incidence and severity of the
disease, as well as lemongrass oil (0.75 and 1.5%) for incidence and citronella oil
(0.75%) for severity.

KEYWORDS: fungus, plant disease, alternative control.

INTRODUCAO

Flores e plantas ornamentais frequentemente s&o acometidas por fungos, que
apresentam maior frequéncia em tempos de chuva. Tais agentes sdo responsaveis pelas
manchas foliares, que reduzem a area fotossintética, reduzindo assim a produtividade.
Nos casos em que a severidade da doenga é mais elevada, este patogeno pode acometer
0 que sera comercializado da cultura, acarretando na inviabilizacdo do comércio
(SARDINHA etal., 2012).

O gengibre da tocha (Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith) é uma planta da
familia Zingiberaceae, muito empregada medicinalmente, na alimentacdo, assim como
em ornamentacles, cosméticos e biopesticidas. O bastdo do imperador, como é
conhecido, é adquirido direto da natureza, e com isso sua produgdo tem se tornado
limitada, incentivando assim a atividade de cultivo cada vez mais (CHAIDIR et al.,
2019).

De modo convencional, a propagacdo € pelo rizoma, parte da planta que ja se
encontra inserida no solo. Tais mudas provenientes desta propagagdo apresentam
proliferacdes inferiores, sendo bastante suscetiveis as infeccdes patogénicas, como
apodrecimento do rizoma, tendo como agente causal de Phytium e mancha foliar,
causada por espécies de Coletotrichum sp. (ABDELMAGEED et al., 2011).

As espécies aromaticas apresentam diversos beneficios para o controle de
doencas, por causa da atividade biopesticida, com destaque para os 0Oleos essenciais
(HUSSAIN et al., 2008; LIMA et al., 2008). A antracnose, principal doenca, apesar de
apresentar maior destruicdo em pds-colheita, tanto em regides subtropicais quanto em
tropicais, sdo capazes de provocarem perdas consideraveis na cultura ainda em campo
(RAKESH e SINGH, 2017).
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De modo geral, os tratamentos utilizados para o controle da antracnose séo
dependentes de fungicidas, sendo o método mais empregado (ZHANG, 2007). Dentre
os fungicidas mais utilizados, que mostram alta eficiéncia no controle estdo a
azoxistrobina, clorotalonil, mancozeb e oxicloreto de cobre (THOMAS et al., 2018).

De acordo com Ervani-Rageeb (2008), o uso indiscriminado, durante muitos
anos, favoreceu o desenvolvimento de resisténcia a esses fungicidas, tornando uma das
maiores preocupacGes com a seguranca publica, justificados pelos efeitos adversos,
onde alguns produtos tiveram seus registros cancelados, fazendo com que métodos
alternativos de controle fossem buscados como a utilizacdo do controle biologico e o
emprego de biocidas no controle de doencas de plantas.

Visando a diminuicdo dos efeitos residuais dos agrotdxicos, a diminuicdo e até
mesmo a substituicdo da utilizacdo de fungicidas, o controle alternativo de
fitopatdgenos vem sendo alvo de novos estudos ao longo dos anos. Um dos focos de
estudo sdo os chamados metabolitos secundarios. As plantas produzem diversos
compostos organicos, muitos dos quais nao participam diretamente de seu
desenvolvimento. Essas substincias referidas como metabolitos secundarios ou
produtos naturais desempenham um papel fundamental nas suas interacdes de defesa
contra predadores e patdgenos. Muitos destes metabdlitos secundarios apresentam
atividades biologicas e tém sido utilizados na industria farmacéutica e agroquimica
(ANDRADE, 2006).

As espécies aromaticas apresentam diversos beneficios para o controle de
doencas, por causa da atividade biopesticida, em principal estando os 6leos essenciais
(HUSSAIN et al., 2008; LIMA et al., 2008). Tais 0leos séo constituidos principalmente
por terpenos e terpendides, substancias volateis com baixo peso molecular que
apresentam estruturas diferentes, sendo acumuladas em todas as partes das plantas e
apresentando diversas funcGes, a depender dos compostos majoritarios bioativos do
6leo, dentre elas fungicidas (MELO et al., 2013; O’ BRYAN et al., 2015).

Dentre as plantas utilizadas, para a obtencéo dos 06leos essenciais, Cymbopogon
citratus (capim-liméo) apresenta forte potencial de agentes antimicrobianos controlando
patdgenos vegetais, tais como C. gloeosporioides (ADONGBEDE e EGBODUKU,
2018).

De acordo com Silva et al. (2018), sdo encontrados na literatura resultados de

estudos que demonstram o controle de Colletotrichum sp. com o uso de 6leos
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essenciais, entretanto, grande parte se limita aos testes in vitro. Rozwalka et al. (2008)
informaram atividade antifungica com 6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus
[DC.] Stapf) contra Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides em
goiabeira.

Sousa Junior et al. (2009) ao testarem diferentes 6leos essenciais para controlar
C. gloeosporioides em maracuja (Passiflora edulis Sims) observaram inibicéo total com
Ocimum gratissimum (alfavaca), Lippia sidoides Cham (alecrim-pimenta) e
Cynbopogon citratus (capim-limao) a 1 pL por mililitro em ensaios in vitro.

Os oOleos essenciais apresentam uma menor ameacga ao ambiente, assim como
aos produtores e consumidores, e ndo tendem a favorecer a evolugdo de patdgenos
resistentes (DERBALAH et al., 2012).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi verificar a capacidade dos 6leos
de menta (Mentha sp.), citronela (Cymbopogon nardus) e capim-liméo (Cynbopogon
citratus), e os fungicidas tiofanato metilico e mancozeb de apresentar agdo curativa e

preventiva sobre a antracnose (Colletotrichum sp.) em hastes de bastdo do imperador.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia, Centro de
Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL),
e em um plantio comercial de Flores Tropicais em Rio Largo-AL.

Para obtencéo dos isolados foram realizadas visitas a propriedades produtoras de
flores tropicais em Maribondo, Alagoas, onde foram feitas coletas de materiais vegetais
com sintomas caracteristicos da antracnose. Fragmentos de inflorescéncias doentes
foram desinfestados em hipoclorito de sodio a 1,5% e agua destilada, colocados em
placas de Petri contendo o meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubados por cinco
dias sob alternancia luminosa de 12 horas, sob condigdes ambientais (28 °C) até o
surgimento das coldnias caracteristicas do fungo. Apos a confirmacéo do agente causal,
pela observacdo microscopica, os isolados foram transferidos para tubos de ensaio
contendo BDA e em agua destilada (CASTELANI, 1967).

O teste de patogenicidade foi realizado em inflorescéncias de bastdo do
imperador, através de aspersdo de suspensdo de conidio (10° conidios por mililitro),
utilizando cultura monospdrica do microrganismo, cultivado em meio BDA sintético
por sete dias, sobre as inflorescéncias, sem ferimento. Para a testemunha, foi aspergido
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apenas Agua Destilada Esterilizada (ADE). Posteriormente, as mesmas foram colocadas
em Erlenmayers contendo solucdo de sulfato de célcio e mantidas sob cdmara Umida por
48h. As hastes foram mantidas em condi¢es ambientais (25 £ 1 °C) e fotoperiodo de
12 horas, sendo avaliadas apds quatro dias, até a observacdo dos sintomas.

Com o objetivo de avaliar, in vitro, a inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum sp., os 6leos essenciais (adquiridos comercialmente) e fungicidas foram
adicionados ao meio de cultura BDA, fundente (45-50 °C) e vertido em placas de Petri.
Foram utilizados os tratamentos: 6leo de citronela, capim-limdo e menta, nas
concentragdes (0,75; 1,5; 2,25 e 3%), mancozeb (240 g. por litro) e tiofanato metilico
(45 g. por litro) e 0% para a testemunha.

Todos os tratamentos foram esterilizados em luz UV por 30 minutos antes de
serem adicionados ao meio autoclavado (BARGUIL et al., 2005). No centro de cada
placa foi depositado um disco de meio BDA, de 0,6 cm de diametro, com o crescimento
micelial fangico, retirado das bordas da colénia do patdgeno. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado com 15 tratamentos e 5 repeticdes. Apds a
incubacgdo por cinco dias a temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas, foi
determinado o diametro médio da col6nia tomado no reverso das placas de Petri, através
da medicdo em dois sentidos diametralmente opostos, e por comparagdo com o0
crescimento das colbnias nas placas testemunhas, que receberam o meio de cultura sem
os tratamentos (ensaio 1), foi calculada a percentagem de inibicdo do crescimento
micelial (P.1.C.) (EDINGTON et al., 1971), expressa pela formula: P.I.C.=
(crescimento testemunha - crescimento tratamento) * 100

crescimento testemunha

Para a avaliacdo das atividades fungistatica ou fungicida dos 6leos essenciais,
discos de crescimento micelial resultantes da inibi¢cdo do crescimento fungico foram
depositados em placas de Petri contendo meio de cultura, Agar Agua (AA), incubadas
em BOD por 48 horas, fotoperiodo de 12 horas e para a avaliacdo foi considerado a
atividade fungicida do produto, quando ndo havia crescimento micelial, e fungistatica
quando apresentava crescimento (ensaio 2).

Na avaliacdo do efeito curativo dos 0leos essenciais e dos fungicidas sobre o
desenvolvimento da doenca, hastes de bastdo do imperador foram inoculados com o
patégeno, direcionando-se, em seguida, jatos de suspensdo de conidios (10° conidios

por mililitro) para cada haste, e, apds 48 e 72 horas, foram tratados com 0s mesmos
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produtos e concentragcdes citado in vitro diluidos em ADE (ensaio 3). Posteriormente,
com o objetivo de avaliar o potencial dos 6leos essenciais e fungicidas como indutores
de resisténcia, as hastes ainda no campo, foram aspergidas com solucdo de Oleos e
fungicidas, nas mesmas concentracdes e testemunha, e ap6s 48 e 72 horas foram
colhidas e inoculadas com o fungo Colletotrichum sp., ja no laboratorio (ensaio 4). As
pulverizagdes foram realizadas com jatos direcionados as hastes, aplicando-se 10 mL da
solucdo em cada, adicionado 0,1 pL de Tween 20/100 mililitros de solugdo, utilizando-
se a mesma metodologia para todos os tratamentos e posteriormente acondicionados em
sacos plasticos e mantidos a 25 + 1 °C/80-90 % UR, por 48 horas (ambiente de camara
Umida). Todas as hastes foram mantidas em Erlenmayers contendo solucédo de sulfato de
calcio e avaliadas apés um periodo de cinco dias quanto a incidéncia e severidade
perante escala de notas (BARGUIL et al., 2008).

A escala de notas adotada para avaliagdo da severidade da doenca variou de 1 a
9, com base na area da leséo, correspondendo aproximadamente a 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
82 e 92 % da area da inflorescéncia lesionada, respectivamente. Os resultados foram
expressos em indice de doenca calculado através da formula: ID (%) =
{[(n1*1)+...+(n9*9)] * (9*N)- 1} * 100, onde, nl...n9 = ndmero de bagas infectadas
com a respectiva nota e N = nimero total de bagas inoculadas.

O delineamento experimental utilizado para todos os ensaios foi o inteiramente
casualizado, com quinze tratamentos e cinco repeticOes, sendo cada parcela
representada por 1 haste. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as

médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado de Colletotrichum tropicale apresentou patogenicidade nas
inflorescéncias de bastdo do imperador, apos 4 dias da inoculacdo, onde todas as hastes
apresentaram sintomas caracteristicos de antracnose como, manchas necroticas e
depressdes com acérvulos subepidérmicos (Figura 1A), enquanto as testemunhas
permaneceram sadias. O aparecimento dos sintomas e o reisolamento do fungo em meio
BDA sintético confirmaram a patogenicidade do isolado.

A identificacdo do patdgeno foi realizada, respectivamente, através de
observacdes na morfologia, dimensdo das estruturas reprodutivas, obtidas por meio de
observagGes microscépicas: conidios hialinos, unicelulares, de forma cilindrica a
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elipsoidal, com as extremidades arredondadas, numerosos e aglutinados, formando uma
massa gelatinosa de coloracdo résea, medindo de 15,93 um x 6,22 um e presenca de
apressorios com medicGes de 11,39 um x 6,45 pum (Figura 1B), caracteristicas para o

género Colletotrichum.

Figura 1: Sintoma de antracnose apo6s a inoculagio com Colletotrichum sp. (A) e formagio de
conidios e apressorios caracteristicos do género Colletotrichum (B). Fonte: Elaborado pelo autor

O efeito dos dleos essenciais e fungicidas sob diferentes concentracbes, na
inibicdo do crescimento micelial in vitro de Colletotrichum sp, mostrou-se significativo
(p<0,05). Todos os tratamentos inibiram o crescimento micelial in vitro em 100%,
diferindo significativamente ao nivel de 5% de probabilidade por meio do teste de
Scott-Knott em relagdo a testemunha (Tabela 1).

Tabela 1:Crescimento Micelial de fungo Colletotrichum sp. em presenca de diferentes concentracdes de

oleos essenciais e fungicidas.

Crescimento Micelial (cm)

Tratamentos Concentracéo P.1.C.
0,75% 100a
Menta 1,5% 100a
2,25% 100a
3,0% 100a
Citronela 0,75% 100a
1,5% 100a
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2,25%

3,0%

Capim — liméo 0,75%

1,5%

2,25%

3,0%
Mancozeb 240g.L™
Tiofanato metilico 45qg.L"
Testemunha 0%

100a
100a

68,55b

100a

100a

100a

100a

100a

100a

Fonte: Autor, 2019

O efeito fungistatico e fungicida dos Oleos essenciais estdo demonstrados na

Tabela 2. O 6leo de citronela (0,75 e 1,5%) e o 6leo de capim-limdo, em todas as

concentracdes testadas, apresentaram efeito fungicida apos 48 horas de incubacdo, o

6leo de menta (0,75 e 2,25%) e de citronela (2,25 e 3%) mostraram efeito fungistatico,

onde o0 microrganismo retomou o crescimento ap6s 24 horas, enquanto que o

crescimento na presenca do 6leo de menta (1,5 e 3%) foi retomado ap6s as 48 horas de

incubacao.

Tabela 2: Efeito fungistético e fungicida dos éleos essenciais sobre o desenvolvimento de Colletotrichum

sp.

Tratamento  Fungistatico 24hs

Fungicida

Fungistatico 48hs

Menta 0,75% X
Menta 1,5%
Menta 2,25% X

Menta 3,0%
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Citronela 0,75% X

Citronela 1,5% X
Citronela 2,25% X

Citronela 3,0% X

Capim — liméo 0,75% X
Capim — liméo 1,5% X
Capim — liméo 2,25% X
Capim — liméo 3,0% X

Fonte: Autor, 2019

Com relagdo a incidéncia da doenca no tratamento curativo pode-se observar que
apenas os fungicidas mancozeb e tiofanato metilico diferiram estatisticamente de todos
0s tratamentos, apresentando reducdo de 40 e 20% das hastes infectadas,

respectivamente; os demais apresentaram 100% de sintomas nas hastes (Figura 2).

Figura 2: Efeitos de 6leos essenciais e fungicidas, para variavel incidéncia, no controle curativo da
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J4 para variavel severidade, os 6leos essenciais de citronela (0,75%), menta
(2,25 e 3%), os fungicidas mancozeb e tiofanato metilico apresentaram diferenca
estatistica quando comparados aos demais tratamentos e a testemunha, ndo
apresentando diferenca estatistica entre si, reduzindo a doenga em 64,8%; 77%; 77%;

77% e 75,8% respectivamente (Figura 3).

Figura 3: Efeito de 6leos essenciais e fungicidas, para varidvel severidade, no controle curativo da

antracnose (Colletotrichum sp.) em hastes de bastdo do imperador.
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Para a incidéncia da doenca no tratamento preventivo foi possivel observar que o
6leo de menta, em todas as concentracfes, 0 6leo de capim-limdo (0,75 e 1,5%) e o
fungicida tiofanato metilico apresentaram reducdo em 25% diferindo estatisticamente da

testemunha e dos demais tratamentos que apresentaram 100% (Figura 4).

Figura 4: Efeito de 6leos essenciais e fungicidas, para a variavel incidéncia, no controle preventivo da

antracnose (Colletotrichum sp.) em hastes de bastdo do imperador.
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Fonte: Autor, 2019

Enquanto que, para a variavel severidade, a Figura 5 mostra que os 6leo de
menta (0,75; 1,5 e 2,25%) e citronela (0,75%), e o fungicida tiofanato metilico
apresentaram diferenca estatistica quando comparados a testemunha e aos demais
tratamentos, apresentando como os melhores tratamentos. O Gleo de citronela (3%)
demonstrou ineficiéncia na reducdo da doenca, apresentando infeccdo superior a
testemunha. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica quando

comparados a testemunha.

Figura 5: Efeito de 6leos essenciais e fungicidas, para varidvel severidade, no controle preventivo da

antracnose (Colletotrichum sp.) em hastes de bastdo do imperador.
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Este estudo demonstra o efeito do controle alternativo, por meio dos testes
preventivos e curativos da antracnose em inflorescéncias de bastdo do imperador,
utilizando 6leos essenciais. Ao testar extrato aquoso de C. citratus (capim-liméo),
Adongbede e Egboduku (2018) observaram que houve inibicdo do crescimento micelial
de C. gloesporioides. Segundo estudos realizados por Pansera et al. (2016), utilizando o
6leo essencial de capim-liméo, o crescimento micelial C. gloesporioides, quando testada
as concentracdes de 0,05% e 0,20%, foi inibido em 100%, corroborando com os
resultados encontrados neste estudo.

O desenvolvimento micelial de C. gloeosporioides apresentou 100% de inibigédo
na presenca dos Oleos essenciais de C. citratus, L. citriodora, L. sidoides, O.
gratissimum e Rosmarinus officinalis (SILVA et al., 2009), concordando com os dados
encontrados neste trabalho.

Em estudo realizado por Peixinho (2009), os Oleos de citronela e Eucalipto
citriodora, os fungicidas mancozeb e tiofanato metilico e o indutor de resisténcia ASM

associado com o fungicida Mancozeb e oxicloreto de cobre, em todas as concentragdes,
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inibiram, in vitro, 100% do crescimento micelial de C. gloesporioides em bastdo do
imperador.

Andrade e Vieira (2016), ao testarem o Oleo essencial de menta (100 pL),
observaram uma inibicdo total do crescimento micelial de C. gloesporioides, validando
os dados encontrados nesta pesquisa.

Tanto o efeito fungicida quanto fungistatico apresentados pelos 6leos essenciais
estdo relacionados aos componentes majoritarios presentes, podendo apresentar
componentes quimicos em concentrac@es distintas, em sua grande maioria apresentando
um composto principal e outros em concentracio menor (SIMOES e SPITZER, 2000).
Componentes principais, como o citral e o eugenol, apresentam acao fungicida similar a
6leos que os contem em suas composicdes (COMBRINCK et al., 2011).

Em estudo realizado, o 6leo essencial de capim-limdo (10 a 100 microlitros por
mililitro) apresentou efeito fungistatico para C. gloesporioides (ANDRADE e VIEIRA,
2016), discordando com os dados apresentados neste trabalho. Ja& Aquino et al. (2014),
observaram que o mesmo 6leo essencial citado, nas concentracGes de 1; 3; 5e 7 uL. por
mililitro, apresentaram agdo fungicida, no controle da antracnose do maracujazeiro-
amarelo, confirmando os resultados encontrados nesta pesquisa.

Em trabalho realizado por Diniz et al. (2008), ao testar o 6leo essencial de menta
(Mentha arvensis L.), (10 pL. por mililitro) identificaram acdo fungistatica sobre os
fungos Penicillum rubrum e Fusarium moniliforme, certificando os dados encontrados
neste trabalho.

Mattos (2010), ao testar os éleos essenciais (Pogostemon cablin, Mentha
arvensis, Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum var. Maria bonita, Ocimum
gratissimum, Pogostemom cablin, Romarinus officinalis, Salvia officinalis, Lippia
sidoides, Zingiber officinale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum e Ocimum basilicum)
observou que ndo houve controle da pinta preta nas concentragdes testadas (1, 10, 100,
1000, 10.000 e 100.000 ppm), e nas concentraces mais elevadas, foi possivel observar
leves sintomas de fitotoxidez em frutos de laranja.

Em testes para verificar o efeito curativo, o controle do bolor verde em laranjas
ndao foi observado com os 6leos de capim-limdo e palmarosa, nas doses testadas,
apresentando maior estimulo para o desenvolvimento dos sintomas nos frutos
(BENATO et al., 2018).
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De acordo com dados apresentados por Sarmento-Brum et al. (2013), ao analisar
o efeito dos 6leos essenciais de citronela, capim-limao, erva-cidreira, hortela-pimenta e
nim (2,5 e 5,0 pL. Por mililitro), observaram reducéo significativa da severidade da
antracnose no sorgo (Colletotrichum graminicola), no teste curativo, quando
comparadas a testemunha, discordando com os dados apresentados neste trabalho.
Ainda de acordo com os autores, o fungicida tiofanato metilico apresentou eficiéncia na
reducdo da doenga, atestando os resultados encontrados nesta pesquisa.

Em uma pesquisa realizada, para o controle da antracnose (C. gloesporioides)
em bastdo do imperador, foi possivel observar que, os fungicidas, tiofanato metilico
proporcionou o segundo melhor resultado, apesar de ter proporcionado uma incidéncia
de 40%, e o mancozeb, proporcionaram porcentagens de incidéncia da doenca
superiores a testemunha, discordando com os resultados observados nesta pesquisa. Ja
para a severidade, apenas o fungicida tiofanato metilico (1%) apresentou 4% de area
lesionada, quando testados preventivamente (PEIXINHO, 2009), consolidando os
resultados encontrados neste trabalho.

Lima et al. (2008), em estudos usando C. gossypii var. cephalosporioides,
mostraram que 0 Gleo de citronela (C. nardus) reduziu a progressdo da doenga, em um
ensaio preventivo realizado em uma estufa, confirmando os dados deste trabalho.

Andrade e Vieira (2016), em uma pesquisa com C. gloesporioides, relataram
que, 0 0Oleo de capim-liméo (10 uL) aplicado 96 horas antes da inoculagdo, presentou
maior efeito fungitdxico no desenvolvimento das lesbes, discordando dos dados obtidos
neste trabalho. Ainda de acordo com os autores, 0 0leo essencial de menta (100 uL),
apresentou controle de 100% da doenga, testificando os resultados apresentados neste
trabalho.

A ineficiéncia de alguns tratamentos (6leos essenciais) pode ser justificada pela
reacdo de fitotoxidez dos Gleos ja observada 1 hora apds a primeira inoculacdo dos
produtos tanto em campo, quanto em laboratdrio.

Em trabalho conduzido por Sarmento-Brum et al. (2013), o éleo de capim-liméo
(10 pL. por mililitro) e o fungicida tiofanato metilico, em teste preventivo, foram
capazes de reduzir em 100% C. graminicola em plantas de sorgo. Neste mesmo teste foi
possivel observar que o 0leo aplicado nas concentragbes 7,5 e 10,0 pL. por mililitro

apresentaram sintomas de fitotoxidez, como murcha e ressecamento das plantas, os
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mesmos sintomas foram observados em todas as concentracOes testadas nas hastes de
bastdo do imperador.

A atividade antifingica dos 6leos esséncias tem relagdo com a insolubilidade
em agua, promovendo maior interagdo com os lipideos presentes na parede, mitocondria
e membrana celular dos fungos, o que altera a permeabilidade e provoca desordens
nessas estruturas (COSTA et al., 2011). Segundo dados de Carneiro (2003), as respostas
de fitotoxidade vao depender da espécie da planta na qual o éleo essencial foi aplicado,

da idade e estagio de desenvolvimento da planta.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que os 6leos de menta,
citronela e capim-liméo inibem o crescimento micelial de Colletotrichum sp. O 6leo de
capim-limdo em todas as concentracdes e o Oleo de citronela (0,75 e 1,5%)
apresentaram efeito fungicida. Os fungicidas tiofanato metilico e mancozeb séo capazes
de reduzir a incidéncia e a severidade da antracnose em bastdo do imperador, enquanto
os Oleos de menta (2,25 e 3%) e citronela (0,75%) sdo eficientes na reducdo da
severidade da doenca, quando aplicados de forma curativa. Preventivamente, o
fungicida tiofanato metilico e o 6leo de menta apresentam capacidade de reduzir a
incidéncia e a severidade da doenga. O 6leo de capim-limdo (0,75 e 1,5%) inibiu a
incidéncia e o 6leo de citronela (0,75%) inibiu a severidade da antracnose em bastdo do

imperador.
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ARTIGO 2

OLEOS ESSENCIAIS EM DIFERENTES TEMPOS DE APLICACAO
NO CONTROLE DA ANTRACNOSE (Colletotrichum tropicale) EM
CONDICOES DE POS-COLHEITA EM BASTAO DO IPERADOR (Etlingera
elatior)*
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OLEOS ESSENCIAIS EM DIFERENTES TEMPOS DE APLICACAO NO
CONTROLE DA ANTRACNOSE (Colletotrichum tropicale) EM CONDICOES
DE POS- COLHEITA EM BASTAO DO IPERADOR (Etlingera elatior)

ACEITES ESENCIALES EN DIFERENTES MOMENTOS DE
APLICACION EN EL CONTROL DE ANTRACNOSIS (Colletotrichum tropicale)
EN CONDICIONES DE POSTCOSECHA EN PALO DE IPERADOR (Etlingera
elatior)

ESSENTIAL OILS AT DIFFERENT APPLICATION TIMES IN THE
CONTROL OF ANTHRACNOSIS (Colletotrichum tropicale) IN POST-HARVEST
CONDITIONS IN IPERADOR STICK (Etlingera elatior)

Resumo

Objetivo do trabalho foi verificar a capacidade dos 6leos de menta (Mentha sp.),
citronela (Cymbopogon nardus L) e do fungicida tiofanato metilico de apresentar acéo
curativa e preventiva, em diferentes tempos de aplicacdo, sobre a antracnose
(Colletotrichum tropicale) em hastes de bastdo do imperador. Foram determinados 0s
efeitos em condicdes de pos-colheita (incidéncia e severidade). Com os dados
apresentados nesse estudo, conclui-se que, o 6leo essencial de menta em todas as
concentracdes testadas, o 6leo de citronela (0,25%) e o fungicida Tiofanato metilico
mostraram eficiéncia na reducdo da severidade da antracnose em bastdo do imperador,
quando aplicados preventivamente nos periodos de 48 e 72 horas. Os 6leos essenciais
de menta e citronela ndo reduzem a incidéncia da antracnose em bastdo do imperado,
quando aplicados de forma curativa. Os 6leos de menta (0,25%) e citronela (1,0%),
aplicados de forma curativa, reduzem a severidade da antracnose em bastdo de

imperador.

PALAVRAS CHAVE: fungo, doenca de planta, flores tropicais.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue verificar la capacidad de la menta piperita

(Mentha sp.), la citronela (Cymbopogon nardus L) y el fungicida metil tiofanato para
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presentar accidn curativa y preventiva, en diferentes tiempos de aplicacion, sobre la
antracnosis (Colletotrichum tropicale) en tallos de Baston del emperador. Se
determinaron los efectos en condiciones de poscosecha (incidencia y severidad). Con
los datos presentados en este estudio, se concluye que el aceite esencial de menta
piperita en todas las concentraciones ensayadas, el aceite de citronela (0.25%) vy el
fungicida metil tiofanato mostraron eficiencia en la reduccion de la severidad de la
antracnosis en cafia de emperador, cuando se aplica de forma preventiva en la periodos
de 48 y 72 horas. Los aceites esenciales de menta y citronela no reducen la incidencia
de antracnosis en barra de imperado, cuando se aplican de forma curativa. Los aceites
de menta piperita (0,25%) y citronela (1,0%), aplicados de forma curativa, reducen la

gravedad de la antracnosis en la vara del emperador.

PALABRAS CLAVE: hongos, enfermedades de las plantas, flores tropicales.

Abstract

The objective of this work was to verify the ability of peppermint (Mentha sp.),
citronella (Cymbopogon nardus L) and the methyl thiophanate fungicide to present
curative and preventive action, at different application times, on anthracnose
(Colletotrichum tropicale) in stems of Emperor's staff. Effects under post-harvest
conditions (incidence and severity) were determined. With the data presented in this
study, it is concluded that the peppermint essential oil at all concentrations tested,
citronella oil (0.25%) and the fungicide methyl thiophanate showed efficiency in
reducing the severity of anthracnose in Emperor's cane. , when applied preventively in
the periods of 48 and 72 hours. The essential oils of mint and citronella do not reduce
the incidence of anthracnose stick of imperado, when applied in a curative way.
Peppermint (0.25%) and citronella (1.0%) oils, applied in a curative way, reduce the

severity of anthracnose in emperor’s stick.

KEYwoRDS: fungus, plant disease, tropical flowers.
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INTRODUCAO

A floricultura € um neg6cio emergente e de lucratividade em expansdo no
mundo todo, inclusive no Brasil, sendo considerado um dos mais promissores
segmentos da horticultura intensiva no agronegécio nacional (JUNQUEIRA & PEETZ,
2008; SILVA et al., 2015). Os paises desenvolvidos, apesar de apresentarem elevado
consumo per capita, possuem limitacdes para o cultivo de flores tropicais devido as
condig@es climaticas desfavoraveis ou limitacéo territorial.

O bastdo do imperador (Etlingera elatior), pertencente a familia das
Zingiberaceas, com origem na Malasia, considerada ornamental, apresenta grandes
inflorescéncias vistosas, possuindo pétalas diferenciadas nas tonalidades rosa (cultivares
Pink Torch e Porcelana), vermelha (cultivar Red Torch) e branco (UNEMOTO, 2010).
E produzida durante todo ano, apresentando pico entre os meses de novembro e
fevereiro (LAMAS, 2004).

O bastdo do imperador é atacado por varios patdgenos, no entanto, os fungos
acarretam sérios prejuizos, que aparecem durante o periodo de chuva, ideal para o
desenvolvimento desses agentes. A antracnose, causada por espécies do género
Colletotrichum, provocam manchas foliares de coloracdo marrom ou negra sobre as
folhas, com bordos bem definidos, influenciando a taxa fotossintética e reduzindo a
producdo. A ocorréncia de sintomas é observada também nas bracteas, onde ha a
presenca de lesGes encharcadas, seguidas de necrose de coloragdo escura que coalescem
e evoluem para podridao generalizada, ocupando grandes areas dos tecidos florais. O
controle da doenga é realizado principalmente pelo uso indiscriminado de produtos
quimicos, que pode ocasionar no surgimento de espécies resistentes, além de causar
uma série de problemas ambientais e a salde humana, tais como a interrupcdo do
controle biolégico natural, uma vez que organismos nao alvo podem ser afetados
(SOYLU etal., 2010), sendo necessaria a associacdo com outros métodos de controle.

Uma alternativa para minimizar os problemas ocasionados é a utilizacdo do
controle alternativo, com o uso de 6leos essenciais, que possuem potencial para manejar
doencas em plantas (ISMAN, 2000). As propriedades antimicrobianas de extratos e
Oleos essenciais obtidos de plantas medicinais reconhecidas empiricamente durante

séculos, mas suas confirmacdes cientificas ocorreram apenas recentemente.
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O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito de 0leos essenciais de
menta (Mentha sp.), citronela (Cymbopogon nardus) e fungicida, em diferentes tempos
de inoculagéo, no controle preventivo e curativo da antracnose em hastes de bastdo em

imperador

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Campus
de Engenharia e Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) e na Fazenda Riachdo-Rio Largo/AL.

Buscando avaliar a eficiéncia dos 6leos essenciais e fungicida preventivamente,
as hastes ainda no campo, foram aspergidas com solucdo de 6leos de menta e de
citronela nas concentrages (0,25; 0,50; 0,75; 1,0 %) e fungicida (45 g. por litro) e ADE
(dgua destilada esterilizada) para a testemunha, e ap6s 48 hs (ensaio 1) e 72 hs (ensaio
2) foram colhidas e inoculadas com o patdégeno (C. tropicale), direcionando-se, em
seguida, jatos de suspensdo de conidios (10° conidios por mililitro) para cada haste. Ja
em condicOes de laboratorio, para avaliar o efeito curativo, sobre o desenvolvimento da
doenca, hastes de bastdo do imperador, foram submetidas a mesma metodologia descrita
anteriormente, havendo modificagdo no momento da aplicagcdo dos tratamentos, sendo
realizados 48 hs (ensaio 3) e 72 hs (ensaio 4), separadamente, ap0s a inoculacdo. As
pulverizacdes foram realizadas com jatos direcionados as hastes, aplicando-se 10 mL da
solucdo em cada, adicionado 0,1 pL de Tween 80/100 mililitros de solucdo e
posteriormente acondicionamentos em sacos plasticos e mantidos a 25 + 1 °C/80-90 %
UR, por 48 horas (ambiente de camara Umida). Todas as hastes foram mantidas em
erlenmayers contendo solucdo de sulfato de calcio e avaliadas apds um periodo de cinco
dias quanto a incidéncia e severidade perante escala de notas (BARGUIL et al., 2008).

A escala de notas adotada para avaliacdo da severidade da doenca variou de 1 a
9, com base na area da lesdo, correspondendo aproximadamente a 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
82 e 92 % da area da inflorescéncia lesionada, respectivamente. Os resultados foram
expressos em indice de doenca, calculado através da formula: ID (%) =
{[(n1*1)+...+(n9*9)] * (9*N)- 1} * 100, onde, nl...n9 = ndmero de hastes infectadas
com a respectiva nota e N = nimero total de hastes inoculadas.

O delineamento experimental utilizado para todos os ensaios foi o inteiramente

casualizado, com quinze tratamentos e cinco repeticGes, sendo cada parcela
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representada por 1 haste. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

ESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os ensaios, a analise de variancia nao revelou significancia entre os
tratamentos, em relacdo a variavel incidéncia da doenca (Figuras 1 e 2), onde se pode
observar que todos os tratamentos apresentaram 100% da doenca, nos experimentos de
48 e 72 horas, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente da testemunha. No
entanto, diferencas estatisticas foram constatadas quando a severidade da doenca foi
analisada (Figuras 3 e 4).

Figura 1: Incidéncia de antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a diferentes
tratamentos e inoculagao apds 48horas.
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Figura 2: Incidéncia de antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a diferentes
tratamentos e inoculagdo ap6s 72horas.
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Figura 3: Severidade da antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas & diferentes
tratamentos e inoculagao apds 48horas.
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Figura 4: Severidade da antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a diferentes
tratamentos e inoculagéo apds 72horas
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Na Figura 3 é possivel observar que, na inoculacdo apds 48 horas, o 6leo
essencial de menta 0,5% e o fungicida tiofanato metilico (45 g.L™) apresentaram maior
reducdo da antracnose, seguido do 0leo essencial de menta (0,25; 0,75 e 1%) e do 6leo

essencial de citronela (0,25 e 0,5%), diferindo estatisticamente da testemunha e dos
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demais tratamentos, reduzindo a doenga em 62,5%; 57,5%; 37,5%; 47,5%, 35%, 20% e

27%, respectivamente.

Quando a inoculagdo foi realizada ap6s 72 horas, o 6leo de menta 1% apresentou
melhor resultado na reducdo da doenca (81,4%), seqguido de menta 0,25%; 0,50 e 0,75%
(59,46%; 48,65% e 37,84%), diferindo estatisticamente da testemunha e dos demais
tratamentos. O fungicida tiofanato metilico (45g.L™) apresentou 27,03% de reducéo da

antracnose (Figura 4).

Em uma pesquisa realizada por Peixinho (2009), sobre o controle da antracnose
(C. gloesporioides) em bastdo do imperador, foi possivel observar que, o fungicida
tiofanato metilico proporcionou o segundo melhor resultado (40% de incidéncia),
quando comparados a testemunha, discordando dos resultados observados nesta
pesquisa. Ja para a severidade, o fungicida tiofanato metilico apresentou reducdo da
doenca (96%), quando testado preventivamente, corroborando com os resultados
encontrados neste trabalho. As diferengas observadas podem esta relacionadas ao
comporamento fisioldgico das especies de Coletotrichum trabalhadas.

Lima et al. (2008), em estudos usando C. gossypii var. cephalosporioides
(ramulose em algodoeiro), mostraram que o Gleo de citronela (C. nardus) reduziu o
progresso da doenga, em um ensaio preventivo realizado em uma estufa, discordando

com os dados deste trabalho.

Andrade e Vieira (2016), em uma pesquisa com C. gloesporioides, relataram que
0 Oleo essencial de menta (100 pL), apresentou eficiéncia no controle da doenca,
corroborando com os resultados apresentados neste trabalho.

Com relacdo ao tratamento curativo, as Figuras 5 e 6 mostram que, todos 0s
tratamentos testados ndo reduziram a incidéncia da doenca, ou seja, todas as hastes
apresentaram sintomas de antracnose, nao diferindo estatisticamente da testemunha em
ambos o0s ensaios. As Figuras 7 e 8 demostram, por outro lado, que ocorreram
diferencas estatisticas quando a severidade da doenca foi analisada, tanto em 48 horas
quanto em 72 horas.

Figura 5: Incidéncia de antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a
diferentes tratamentos e inoculacdo apés 48 horas.
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Figura 6: Incidéncia de antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a
diferentes tratamentos e inoculagdo ap6s 72 horas.
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Figura 7: Severidade da antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a
diferentes tratamentos e inoculagdo apds 48 horas.
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Figura 8: Severidade da antracnose em hastes de bastdo do imperador submetidas a

diferentes tratamentos e inoculagéo apds 72 horas.
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A capacidade do fungicida Tiofanato metilico de reduzir a incidéncia da

antracnose (C. gloesporioides) em bastdo do imperador, foi observada por Peixinho

(2009), discordando dos resultados observados nesta pesquisa (Figuras 5 e 6).
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Pode-se observar, na Figura 7, em relacdo a severidade da doenca, apds 48h da
aplicacdo dos tratamentos, que o 6leo de menta 0,25% e citronela 1% proporcionaram
maiores reducgdes (49,4% e 40,6%), seguidos de citronela 0,5 e 0,75% (24,4% e
34.15%) e do fungicida tiofanato metilico (24,4%), que diferiram estatisticamente dos

demais tratamentos.

Quando os tratamentos foram realizados 72h apos a inoculacdo do patogeno,
apenas 0s tratamentos com 0Oleo essencial de citronela (0,5; 0,75 e 1%) apresentaram
melhores resultados, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos e reduzindo em

45%, 51,6% e 60,4% os sintomas da antracnose, respectivamente (Figura 8).

Os resultados observados neste trabalho estdo de acordo com aqueles
encontrados por Sarmento-Brum et al. (2013), que ao analisar o efeito de Oleos
essenciais, entre 0s quais, o 6leo de citronela, no controle da antracnose em sorgo
(Colletotrichum graminicola), observaram uma reducdo significativa da severidade da
doenca quando comparadas a testemunha. Ainda de acordo com os autores, o fungicida
tiofanato metilico apresentou eficiéncia na reducdo da doenca, conforme observado no
tratamento realizado apds 48 horas da inoculacdo.

Andrade e Vieira (2016), pesquisando o controle da antracnose (C.
gloesporioides) em frutos de mamoeiro, relataram que, o 6leo essencial de menta (100
pL), apresentou controle de 100% da doenca, corroborando parcialmente com o0s
resultados apresentados neste trabalho. As diferencas observadas podem esta

relacionadas a quantidade de produto utilizado e reacéo da espécie estudada.

A ineficiéncia de alguns tratamentos pode ser justificada pela reagdo de
fitotoxidez dos éleos, observada 1 hora apds a primeira inocula¢do dos produtos tanto

em campo, quanto em laboratério.

CONCLUSAO

Com os dados apresentados nesse estudo, conclui-se que, o 6leo essencial de
menta em todas as concentragdes testadas, o 0leo de citronela (0,25%) e o fungicida
tiofanato metilico mostraram eficiéncia na reducdo da severidade da antracnose em

bastdo do imperador, quando aplicados preventivamente nos periodos de 48 e 72 horas.
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Os oleos essenciais de menta e citronela ndo reduzem a incidéncia da antracnose em
bastdo do imperado, quando aplicados de forma curativa. Os 6leos de menta (0,25%) e
citronela (1,0%), aplicados de forma curativa, reduzem a severidade da antracnose em

bastdo de imperador.
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