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RESUMO GERAL

Fungos fitopatogénicos sdo aqueles que, assim como endéfitos, habitam no interior dos
tecidos vegetais. No entanto, 0s micro-organismos denominados como fitopatogénicos,
diante de estresses bidticos e abioticos, tornam-se patdgenos e causam doengas nas plantas
por meio de disturbios em seu metabolismo celular. A familia Cactaceae possui uma
fisiologia propicia para o surgimento de doencas, a incidéncia de fungos fitopatogénicos é
alta devido a sua fisiologia, por apresentarem caule, ramos e cladddios suculentos. O
controle das doengas tem sido feito principalmente por meio da utilizagéo de defensivos
agricolas, produtos como inseticidas, fungicidas, herbicidas, vermifugos e solventes.
Porém, diante dos prejuizos causados por esses produtos de natureza quimica, tem
levantado uma preocupacdo com a saude e 0 meio ambiente e alternativas estdo sendo
procuradas para substituir o uso desses produtos. Entre as alternativas, encontram-se 0sS
fungos isolados de plantas da Caatinga, dentre elas os cactos. Esses fungos isolados das
partes aéreas dos vegetais, denominados fungos endofiticos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica, especialmente por seus potenciais na producdo de metabolitos. O
presente estudo objetivou selecionar fungos endofiticos de cactaceas crescendo em areas
da Caatinga que estdo depositados na Micoteca URM-UFPE quanto a atividade antagdnica
a fungos fitopatogénicos isolados de palma forrageira (Nopalea cochenillifera). Foram
testados 20 espécies de fungos endofiticos frente a 10 isolados de fitopatdgenos da palma
forrageira. O potencial antagonico foi analisado por trés parametros: inibicdo, parasitismo
e competicdo. O antagonismo por inibicdo foi 0 mais expressivo, contando com 17
espécies de endofitos com potencial inibitério. As melhores espécies foram Aspergillus
tamarii e Penicillium griseofulvum que inibiram todos os isolados de fitopatégenos
utilizados no teste. Além destas, A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus, A. versicolor,
Cladosporium sphaerospermum, P. chrysogenum, P. commune e Purpureocillium
lilacinum que obtiveram 90% no potencial de inibicdo. Trichoderma longibrachiatum
obteve resultado expressivo, porém, apresentou apenas antagonismo por parasitismo.
Todas as 20 espécies de fungos endofiticos isolados de cactaceas depositadas na Micoteca
URM-UFPE mostraram-se eficientes na producdo de quitinase. Aspergillus parasiticus
URMG6868 foi 0 fungo endofitico que apresentou maior atividade 4,28 (U/mL).

Palavras-chave: Antagonismo. Endéfitos. Nopalea cochenillifera. Quitinase



ABSTRACT

Phytopathogenic fungi live within internal plant tissues like endophytic fungi. However
microorganisms phytopathogenic when when they are affected by biotic and abiotic
stresses, these become pathogens and cause disease in plants through disturbances in their
cellular metabolism. The Cactaceae family has a favorable physiology to the emergence of
diseases, the incidence of pathogenic fungi is high due to their physiology, presenting
stem, branches and succulent cladodes. The disease control has been done mainly through
the use of pesticides. Such as insecticides, fungicides, herbicides, wormers and solvents.
However, the damage caused by these products of chemical nature, a concern have been
raised about health and environment and the alternatives are being sought to replace the
use of these products. Amongst the alternatives are the fungi isolated from Caatinga's
plants, among them fungi from cactaceae. These fungi isolated from the aerial parts of the
plant, called endophytes have awoken the interest of the scientific community, especially
for its potential in the production of metabolites. This study aimed to select endophytic
fungi isolated from Caatinga's cactaceae that are deposited in the URM Culture Collection-
UFPE with antagonistic activity to pathogenic fungi isolated from the cacti (Nopalea
cochenillifera). Twenty species of endophytic fungi against 10 isolated of pathogenic fungi
were tested. The antagonistic potential was analyzed by three parameters: Inhibition,
parasitism and competition. Antagonism by inhibition was the most expressive, presented
17 species of endophytic with inhibitory potential. The best species were Aspergillus
tamarii and Penicillium griseofulvum with 100% of inhibition. Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus versicolor, Cladosporium
sphaerospermum, Penicillium chrysogenum, Penicillium commune and Purpureocillium
lilacinum showed 90% of inhibition. Trichoderma longibrachiatum obtained significant
results, however, showed only antagonism by parasitism. All 20 species of endophytic
fungi isolated from cactus deposited in the URM Culture Collection -UFPE were effective
in producing chitinase. Aspergillus parasiticus URM 6868 was the endophytic fungus that
demonstrated higher activity 4.28 (U / mL).

Key — Words: Antagonism. Endophytic. Nopalea cochenillifera. Chitinase
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1. INTRODUCAO

Espécies da familia Cactaceae fazem parte de ambientes naturais em todas as
regibes do mundo, sendo encontradas em locais distintos (Nobel, 1994). Entre as cactaceas
cultivadas em larga escala no mundo, destacam-se as espécies Opuntia ficus-indica (L.)
Mill. e Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck, conhecida popularmente como palma
forrageira, constituindo uma importante cultura agricola em regides aridas e semiaridas
(Souza et al., 2010).

Dentre o0s paises que mais cultivam a palma forrageira com fins econémicos ou de
subsisténcia, destaca-se 0 México, onde apresentam um alto grau de diversidade genética e
tem sido utilizada por mais tempo em compara¢do com outros lugares, abrangendo trés
milhdes de hectares (Pimienta, 1993). Esta cactacea é rica em agua e mucilagem, com
significativos teores de minerais, principalmente célcio (Ca), potassio (K) e magnésio (Mg)
e apresenta altos teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) (Wanderley et al., 2002).

Na Ameérica do Sul, paises como Peru, Chile, Bolivia, Argentina e Brasil cultivam a
palma forrageira para diversos fins, principalmente para a alimentacdo de ruminantes, mas
em alguns também a producdo do corante carmim. O Brasil possui cerca de 460.000
hectares de cultivo da palma, concentradas principalmente na regido Nordeste e entre 0s
estados da Paraiba, Pernambuco e Alagoas, onde sdo largamente cultivadas as forrageiras
das espécies O. ficus-indica e N. cochenillifera.

Apesar de a palma forrageira ser oriunda de regibes de clima quente e seco
possuindo adaptacfes de resisténcia as condicdes extremas desses ambientes isso ndo a
isenta de estresses bidticos e abidticos (Souza et al., 2010). Esses estresses podem
desencadear uma série de fatores que alterardo o estado fisiolégico da planta deixando
assim uma vulnerabilidade para o crescimento de patdgenos. A principal origem desses
patdgenos é de natureza fungica que possuem preferéncia pelos cladddios. Esses micro-
organismos causam doencas em plantas por meio de distarbios no metabolismo celular
causado pela secre¢do de enzimas, toxinas, fitorreguladores e pela absorcéo de nutrientes
da célula para seu préprio crescimento (Bomfim et al., 2013).

Entre os patdgenos de origem fungica que apresentam perdas significativas de
producdo, os mais comuns sdo Scytallidium lignicola, Lasiodiplodia theobromae,
Fusarium solani e Fusarium oxysporum (Granata e Sidoti, 2000; Souza et al., 2010) que
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desencadeiam uma série de prejuizos para a agricultura com perdas que refletem na
economia.

O controle das doengas tem sido feito principalmente por meio da utilizagdo de
defensivos agricolas. Sdo produtos como inseticidas, fungicidas, herbicidas, vermifugos
e solventes que no pais, apresentam uma taxa de 3,2 kg de agrotdxicos por hectare, que
segundo estudos, ocupa a décima posi¢do mundial no uso destes produtos (Ministério do
Meio Ambiente, 2014).

A busca de novas substancias de fonte bioldgica que possam substituir produtos
sintéticos (fungicidas/inseticidas quimicos) utilizados no controle de agentes causadores de
doencas, encontra-se em fungos isolados de plantas, uma alternativa de interesse
econdmico e ecoldgico bastante promissor (Magalhées et al., 2008). Alguns desses fungos
isolados das partes aéreas dos vegetais, denominados fungos endofiticos tém despertado o
interesse da comunidade cientifica, especialmente por seus potenciais na producdo de
metabdlitos como a producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico, (Zampieri et al.,
2005; Bezerra et al., 2012; Orlandelli et al., 2012; Rinu et al., 2013).

Vérios estudos tém demonstrado o potencial dos fungos endofiticos na utilizacdo
em processos biotecnoldgicos e ambientais (Russel et al., 2011; Wang et al., 2011;
Chandra, 2012). Dentre as vérias plantas analisadas até o momento, fungos endofiticos
associados aos cactos tém demonstrado grande potencial no controle de micro-organismos
fitopatogénicos.

Os varios metabdlitos produzidos por fungos endofiticos, pode-se destacar a enzima
extracelular quitinase que tem a funcdo de degradar a parede celular de outros micro-
organismos e obter nutrientes, na auséncia de outras fontes. Em fungos, aléem da possivel
utilizagdo no seu controle biolégico, a quitinase atua na divisdo da parede celular, autolise,
germinacdo de esporos, desenvolvimento de micelio e ramificacdes, crescimento de hifas,
separagdo de células, nutricdo e parasitismo (Brzezinska e Jankiewicz, 2012; Bezirganoglu
et al., 2013; Patil et al., 2013; Brzezinska, 2014).

O presente estudo objetivou selecionar fungos endofiticos de cactaceas crescendo
em areas da Caatinga que estdo depositados na Micoteca URM-UFPE quanto a atividade
antagonica a fungos fitopatogénicos isolados de palma forrageira (Nopalea cochenillifera)
e diante da importancia econémica da palma forrageira em diversas regides do mundo e
principalmente do Nordeste do Brasil, que abriga uma vasta &rea de cultivo da N.
cochenillifera, se faz necessario o controle das doengas da palma, nativa da Caatinga,

ecossistema exclusivamente brasileiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS FITOPATOGENICOS E MECANISMOS DE ACAO

Micro-organismos fitopatogénicos sdo aqueles que assim como enddéfitos, habitam
no interior dos tecidos vegetais. Estes, por sua vez, habitam no interior da planta, mas ndo
causam danos aparentes ao hospedeiro (Hallmann et al., 1997). No entanto, 0s micro-
organismos denominados como fitopatogénicos, diante de estresses bidticos e abidticos,
tornam-se patdgenos e causam doencas nas plantas por meio de distarbios em seu

metabolismo celular (Bomfim et al., 2013).

O mecanismo de acdo de micro-organismos fitopatogénicos funciona de acordo
com o estado fisioldgico da planta e do estagio de interacdo com o hospedeiro (Casela e
Ferreira, 1998; Strobel et al., 2004). Os agentes causadores de origem fungica, secretam
enzimas, toxinas e fitorreguladores para a retirada de nutrientes da célula para seu préprio
consumo e crescimento. Com a retirada desses nutrientes, que seriam aproveitados pelo
préprio hospedeiro, pode ser o suficiente para levar a planta a exibir os sintomas tipicos de
colonizacdo fungica (Caligiorne et al., 2010).

Fungos pigmentados acumulam a melanina na parede das suas células e esse
acumulo tem sido considerado como um mecanismo para conferir tolerancia ao estresse
ambiental: radiacdo UV, lise microbiana e respostas de defesas de plantas hospedeiras e
animais contra a infeccdo fungica (Hyakumachi et al., 1987; Wang e Casadevall, 1994;
Jacobson et al., 1995; Redman et al., 2002). Contudo, alguns experimentos sugerem que o
acumulo de melanina em algumas espécies de fungos, tais como Alternaria alternata e
Magnaporthe grisea é um dos caminhos para a patogenicidade (Kawamura et al., 1997) e
também parece estar envolvida com o fator de viruléncia de fungos patogénicos aos

animais e vegetais (Langfelder et al., 2003).

Doencas em plantas causadas por fungos fitopatogénicos sdo responsaveis por uma
parcela de 10% de perda na producdo agricola mundial, o que causa grande impacto na
economia (Strange, 2005; Brzezinska, 2014). Atualmente, sdo conhecidas 800 espécies de
fungos que sdo patdgenos de vegetais, principalmente em culturas importantes do nosso
pais a exemplo do tomate (Lycopersicon esculentum) (Tomazoni et al., 2013), mandioca
(Manihot spp.) (Wong et al., 2011; Borba et al., 2012) e podriddo pos-colheita em uvas
(Vitis spp.) (Camargo et al., 2011). Dentre os fungos de grande importancia para a
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agricultura mundial encontra-se 0 género Fusarium, ndo s6 por causar patologias em
plantas, mas também, porque algumas espécies que produzem toxinas como tricotecenos,
fumonisinas, zearalenona, moniliformina e o acido fusarico (Tinoco, 2010). O mecanismo
de acdo dos fungos fitopatogénicos ird depender exclusivamente do estado fisiolégico da
planta. Geralmente, traumatismos causados por insetos sdo uma porta de entrada para o

crescimento fangico.

Segundo Caligiorne et al. (2010) traumatismos causados por insetos nas partes da
planta, constituem uma porta de entrada para a colonizagdo dos fungos. Possuem a
capacidade de secretar metabolitos, dentre eles, enzimas que irdo auxiliar na colonizagdo
degradando celulose, agucares, gorduras e proteinas que serdo transformados em fonte de
energia e desta forma torna-se possivel o crescimento e reprodugdo fungica. Esses
metabolitos que foram degradados e utilizados pelo fungo, seriam convertidos em fonte de
energia para a planta. Entretanto, a perda desse beneficio por parte da planta, leva ao
surgimento dos sintomas especificos da doenca causada pelo micro-organismo e

dependendo da patogenicidade, a morte da planta.

2.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS EM PALMA FORRAGEIRA

Para as doencas causadas por fungos fitopatogénicos em palma forrageira, existe
uma escassez de estudos, porém sdo conhecidos alguns fungos com patogenicidade
bastante elevada dentre eles Sclerotium rolfsii Sacc, Scytalidium lignicola Pes., Fusarium
solani (Mart.) Sacc., Macrophoma sp., Pollaccia sp., Rhizoctonia solani Kiihn,
Dothiorella ribis (Fuck.) Sacc. e Alternaria tenuis Nees. Ex Pers. (Barbosa et al., 2007).
Esses causam doencas desde as raizes ateé as raquetes da forrageira e que possuem sintomas
bem diversificados como os descritos abaixo (Farr et al., 1989; Swart e Kriel, 2002; Menezes
et al., 2005; Barbosa et al., 2007; Souza et al., 2010).

» Podriddo negra: causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff &
Maubl. ocorre de inicio na inser¢do das raquetes, apresenta cor marrom e logo apés
torna-se enegrecida. E consistente, com abundante exsudagio de goma de coloragio
amarelo leitosa e tornando-se, posteriormente, enegrecida (Figura 1A). As

infeccOes das raquetes causam o tombamento da planta e por consequéncia danos
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para a producdo. Essa doenca pode ser controlada ou evitada na época do plantio,

usando raquetes sadias ou uso de fungicidas.

* Rizoctoniose: causada por Rhizoctonia solani Kiihn a rizoctoniose € concentrada
no estado do Rio Grande do Norte. Caracteriza-se por podriddo aquosa de
coloracédo castanha no inicio e, em seguida, negra. O ponto inicial de infeccdo sdo
as raquetes tenras da base, podendo estender-se para outros articulos. Na superficie
da podridédo sdo formados esclerécios do fungo que constituem a forma propagativa

e de sobrevivéncia, para o controle recomenda-se eliminacdo das raquetes doentes

» Podriddo de Fusarium: é causada pelo fungo Fusarium solani (Mart.) Sacc.
(Figura 1B) e ocorre com o plantio da palma em solos com umidade elevada,
podendo ocorrer nas raquetes usadas como sementes ou nas plantas adultas. Para o
controle recomenda-se o uso de raquetes-sementes sadias e evitar plantio no
periodo das chuvas. Sua disseminacdo ocorre por raquetes-sementes infectadas,
vento e &gua. Solos compactados, &cidos e com umidade e adubagdo orgéanica
excessiva proporcionam maior severidade da doenca (Menezes et al., 2005).

» Mancha de Alternaria e alternariose: o responsavel pela mancha de Alternaria é
o0 fungo Alternaria tenuissima Nees. Ex Pers. (Figura 1C). Os sintomas da doenca
sdo caracterizados por manchas pretas nas raquetes, de formas circulares com
lesBes que se estendem de uma face a outra da raquete, com perfuragdes devido a
queda do tecido infeccionado. O controle é feito através da eliminacdo das raquetes
afetadas. Ja a alternariose, cujo agente causador é a espécie Alternaria alternata,
dentre os sintomas causados pela colonizacdo desta espécie, pode ser observado
numerosas manchas pequenas, quase pretas, com formato circular, sobre as quais
podem se desenvolver estruturas tipicas do género Alternaria (Farr et al., 1989;
Swart e Kriel, 2002).

* Podriddo escamosa: causada pelo fungo Scytalidium lignicola Pes. (Figura 1D),
geralmente a podridao ocorre a partir do local de inser¢do das raquetes primarias,
secundarias ou terciarias, sendo no inicio de cor marrom e, em seguida, torna-se
escura devido a produgdo de estruturas do fungo. A “escama” formada é
consistente, com abundante exsudagcdo de goma de coloracdo amarelo leitosa e

tornando-se, posteriormente, enegrecida. As infeccbes em raquetes primarias ou
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secundarias promovem o tombamento de partes da planta, causando prejuizos na

producéo (Souza et al., 2010).

» Gomose: a gomose da palma é causada pelo fungo Dothiorella ribis (Fuck.) Sacc
(Figura 1E). A sobrevivéncia do fungo ocorre em raquetes infectadas e restos de
cultura. A doenga ocorre nos principais paises produtores de palma forrageira,
como o0 México, Brasil e Itdlia. No Nordeste do Brasil, tem sido observado com
frequéncia no sertdo do estado de Pernambuco, causando prejuizos na producéo.

Induz lesBes na forma de cancros ressecando as raquetes e provocando declinio da

planta.

Figura 1. Doengas da palma forrageira causadas por fungos. A - Podriddo Negra; B - Podriddo de Fusarium;
C - Mancha de alternaria; D - Podriddo Escamosa; E - Gomose (Fonte: Barbosa et al., 2007).

A maioria das pesquisas sobre fungos fitopatogénicos esta concentrada em plantas
de grande impacto econdmico, deixando assim, um niimero escasso de pesquisas realizadas
no campo relacionadas com micro-organismos fitopatogénicos de cactaceas tendo em vista
que, fungos associados em individuos sadios da familia Cactaceae, isolados de Floresta
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Tropical Seca (Caatinga) vém sendo utilizados em pesquisas biotecnoldgicas (Saleem et
al., 2006; Bezerra et al., 2012).

2.3 FUNGOS ENDOFITICOS

Ao longo das ultimas trés decadas, os fungos endofiticos atrairam atengdo crescente
entre 0s taxonomistas, agronomos, ecologistas e bidlogos evolucionistas. Fungos
endofiticos vivem de forma assintomatica dentro dos tecidos da planta hospedeira. Incluem
uma ampla variedade de fungos, incluindo patdgenos latentes e saprofitas inativos que
podem ocupar diferentes habitats e locais na cadeia alimentar durante as diferentes fases de
seus ciclos de vida (Osono, 2006). Possuem uma diversidade de espécies e até o presente
momento, de praticamente todas as plantas estudadas, pelo menos uma espécie foi
encontrada e com enfoque para plantas lenhosas que podem conter dezenas de espécies
(Saikkonen, 2014).

Estudos trazem informacdes bastante positivas sobre o estudo de fungos endofiticos
da familia Cactaceae, onde nestes, a diversidade de espécies ¢ elevada (Fischer et al., 1994;
Suryanarayanan et al., 2005; Bezerra et al., 2012; 2013). Geralmente, a ecologia dos
fungos endofiticos € estudada observando-se a interacdo entre o fungo e a planta, atuagéo
do fungo no controle de herbivoria e protecao a estresse bidtico e abidtico. A maioria dos
enddfitos produzem uma ou mais classes de alcal6ides que provavelmente desempenham

algum papel na defesa da planta hospedeira contra pragas (Clay e Schardl, 2002).

Ainda existem incertezas de qual forma ocorre a infec¢do dos endéfitos nas plantas.
Estudos realizados por Saikkonen et al. (2004) indicam que os endofitos podem ser
transmitidos verticalmente, pela penetracdo em sementes ou pela zona radicular, de forma
horizontal penetrando através dos estbmatos ou diretamente na parede celular utilizando
apressorios e haustérios. Em pesquisas realizadas por Clay & Schardl (2002) foi observado
que a superinfeccdo pode resultar na fusdo de hifas e recombinacdo parassexual,
originando assim, novas espécies ou até mesmo recombinacdo genética. Devido a essa
diversidade, é possivel a realizagdo de pesquisas com uma infinidade de géneros e

espécies.

A alternativa para o controle de doencas de plantas € amplamente realizada por
meio de herbicidas, pesticidas e fungicidas. Devido ao uso indiscriminado desses produtos,
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0s micro-organismos fitopatogénicos criam mecanismos de resisténcia a maioria dos

produtos de origem quimica (Silva et al., 2005)

Em decorréncia dos maleficios que os pesticidas vém causando ao homem e a
natureza, torna-se imprescindivel buscar medidas alternativas de controle de pragas e
doencas, com 0 uso de produtos naturais, eficientes e com pouco impacto ambiental. E essa
alternativa pode ser encontrada nos micro-organismos endofiticos que ja existem estudos
que comprovam a capacidade destes em produzir metabdlitos de alta especificidade.
Dentre estes metabdlitos, pode-se citar a producdo de enzimas por fungos endofiticos
isolados de cactaceas de floresta tropical seca [Caatinga] (Bezerra et al., 2012) que pode
ser uma alternativa de interesse econdmico e ecoldgico bastante promissor para o controle

de doencas.

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico é um processo desenvolvido para minimizar a populacdo de
patdgenos e pragas por meio da utilizacdo de um competidor natural (Mota et al., 2003).
Os fungos entomopatogénicos sdo considerados promissores agentes biocontroladores
(Lopes et al., 2008). Atualmente, existem dezenas de espécies de fungos usados para o
controle de pragas, tais como Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin, Beauveria
bassiana (Bals. —Criv) Vuill (Hayashida et al., 2012; Svedese et al., 2012), Lecanicillium
lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams (Galvéo, 2012), Nomuraea rileyi (Farl.) Samsom (Forza,
2013; Finkler, 2012) e Hirsutella thompsonii F.E. Fisher (Picoli e Vieira, 2013).
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana estdo entre os fungos entomopatogénicos
mais conhecidos e utilizados em larga escala. Estes fungos sdo utilizados com eficiéncia no
controle da cigarrinha da cana-de-agucar (Maharnava posticata e Mahanarva fimbriolata)
e contra 0 moleque da bananeira (Cosmopolites sordidus) (Loureiro et al., 2012).

A utilizacdo de defensivos agricolas para o controle das doencas e pragas tem sido
realizada intensivamente. Existem cerca de quatro mil tipos de agrotoxicos, que resultam
em cerca de quinze mil formulagGes distintas, dos quais oito mil estdo licenciadas no
Brasil. De acordo com o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil € 0 maior consumidor de
agrotoxicos no mundo e possuem uma ampla cobertura legal pela Lei n® 7802/89, que rege
0 processo de registro de um produto agrotoxico, regulamentada pelo Decreto n° 4074/02.
Séo produtos como inseticidas, fungicidas, herbicidas, vermifugos e solventes que no pais,
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apresentam uma taxa de 3,2 kg de agrotoxicos por hectare, que segundo estudos, ocupa a

décima posi¢cdo mundial no uso destes produtos (Ministério do Meio Ambiente, 2014).

O uso intensivo e indiscriminado de fungicidas sistémicos a longo prazo, tem
causado diversos problemas, como a selecdo de patdgenos resistentes aos principios ativos
mais utilizados, além de aspectos negativos para 0 ambiente que acometem a salde do ser
humano em funcdo da poluicdo causada pelos residuos, além de efeitos oncogénicos e
teratogénicos (Marini et al., 2012).

Devido as desvantagens como toxicidade, altos niveis de contaminacao e custo

elevado destes produtos quimicos, a busca de novas substancias de fonte bioldgica que
possam substituir produtos sintéticos (fungicidas/inseticidas quimicos) utilizados no
controle de agentes causadores de doencas, podem ser fungos isolados de plantas, uma
alternativa de interesse econdmico e ecoldgico bastante promissor (Magalhaes et al., 2008).

A opcdo do uso de produtos de fonte bioldgica esta na vantagem de ndo ser
poluente, ndo provoca desequilibrios bioldgicos, é duradouro e atéxico para 0 homem e
fauna (Alves e Almeida, 1997). Entre as opgdes, encontram-se os fungos isolados de
plantas da Caatinga, dentre eles os cactos (Bezerra et al., 2012; 2013). Esses fungos
isolados das partes aéreas dos vegetais que tém despertado o interesse da comunidade
cientifica, especialmente por seus potenciais na producdo de metabdlitos destacando-se
para a producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico dentre estas, a producéo da enzima
quitinase (Zampieri et al., 2005; Bezerra et al., 2012; Orlandelli et al., 2012; Rinu et al.,
2013).

2.4.1 Quitina e Quitinase

A quitina é um polimero de N-acetilglicosamina com ligacdes B-1,4 (Figura 2) e
ocorre em combinagdo com outros polimeros, como as proteinas (Brzezinska, 2014). E o
segundo polimero mais abundante na natureza depois da celulose (Ornum, 1992) e pode
ser encontrada na forma a- (alfa), a qual possui ligagOes de hidrogénio intermoleculares,
este polimero é encontrado na carapaca de camardes e caranguejos; ou na forma - (beta)
que é uma forma que possui cadeias paralelas da propria quitina sendo encontrada em uma
estrutura chamada de “pena da lula” uma estrutura constituinte do cefalotérax da lula
(Zhang et al., 2000).
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Este polimero possui uma massa molecular elevada e a mesma estrutura quimica da
celulose, diferenciado pelo grupo hidroxila na posicdo C, substituido por um grupo
acetamida (Lower, 1984). E encontrado em insetos como um importante componente da
cuticula, na membrana peritofica do intestino dos insetos atuando como uma “luva
protetora” (Cabib, 1987). Seu principal componente constitui o polissacarideo estrutural da
parede celular dos fungos e na carapaca de crustaceos e nematoides (Wang et al., 2001).
Possui uma grande variedade de aplicacGes destacando-se em industrias de alimentos e
farmacéutica pode atuar como anti-colesterol, possuir funcdo anti-microbiana além de
atividade antitumoral (Patil et al., 2000).
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Figura 2. Estrutura quimica da quitina. Fonte: http://gnomespunyarn.com

A enzima responsavel pela degradacdo e modificacdo deste polimero é a quitinase
(Figura 3) (Bhushan, 2000). Também denominada de {Poli[1,4-(N-acetil-B-D-
glicosamina)] glucanoidrolase}, que catalisa reacGes de hidrolise das ligagdes B-1,4 de N-
acetil-B-D-glicosamina da quitina e de quitodextrinas. Esta enzima desempenha um papel
importante na nutricdo e parasitismo de bactérias e fungos, assim como, envolvida na
morfogénese e autolise fungica (Brzezinska e Jankiewicz, 2012). As quitinases estdo
presentes nestes micro-organismos com uma diversidade de papéis, como o metabolismo
da quitina, no crescimento de hifas, na nutricdo, nos mecanismos de defesa em resposta a

patdgenos e estresses abioticos (Patil et al., 2013).
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QUITINASE
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Figura 3. Estrutura quimica da quitinase. Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/

No setor agrotecnoldgico, o enfoque estd sob os bioefeitos fungicidas e
bioinseticidas das quitinases produzidas por micro-organismos. Os fungos utilizam estes
metabolitos que possuem eficacia sobre patdgenos de plantas e controle de pragas.
(Bezirganoglu et al., 2013; Brzezinska, 2014).

As quitinases sdo produzidas por varios fungos, como Trichoderma harzanium
(Machado et al., 2012), Penicillium aculeatum (Ait-Lahsen et al., 2001), Lecanicillium
fungicola (Duo-Chuan, 2006), Myrothecium verrucaria (Mitsunaga, 2004), e outros. Em
pesquisas realizadas por Mitsunaga (2004) e Matsumoto (2006), a quitinase produzida por
Myrothecium verrucaria foi eficiente na degradacao da cuticula do mosquito Aedes aegypti
e a por Beauveria bassiana foi usada no controle das larvas de Galleria mellonella e
Trichoplusia ni (Lepdoptera) e pode-se determinar que a quitinase secretada pelo fungo

entomopatogénico Nomuraea riley obteve uma eficiéncia sobre larvas de Trichoplusia ni.

Quitinases também estdo presentes em plantas, sementes, caules, tubérculos e
flores. A producdo das quitinases sdo induzidas pelo ataque de fitopatdgenos que estdo
relacionadas com a patogénese, proteinas de auto defesa ou por contato com elicitores
como quitooligosacarideos ou até como reguladores de crescimento (Goodday, 1996). A
biotecnologia agricola oferece novas ferramentas para a protecdo de plantas aos patégenos
pela utilizacdo de plantas transgénicas resistentes e estudos realizados por Lorito et al.
(1996) mostram que o isolamento de genes de quitinases do fungo do género Trichoderma
spp. aumentaram resisténcia das plantas contra fitopatdgenos.


http://www.sigmaaldrich.com/

25
Bomfim, Aline G. J. — Controle de fungos fitopatogénicos de palma...

2.5 FLORESTA TROPICAL SECA

A definicdo de Floresta Tropical Seca (FTS) é distintamente geral e inclui
formacdes tdo diversas como florestas altas em locais Umidos até a existéncia de arbustos e
cactos em regides extremamente secas. Muitos nomes diferentes sdo usados para FTS,
dentre eles, exemplificamos: tropical seca e florestas subtropicais, caatinga, mesotrofica
floresta mesdfica, floresta semidecidua ou decidua, bosque caducifélio, cerrado, entre
outros (Pennington et al., 2004). As FTS sdo também caracterizadas por possuir
precipitacGes anuais muito baixas com cerca de 1600 mm por ano e temperatura elevada

que pode chegar a 50 °C nos periodos de estiagem.

O Brasil se destaca por possuir as maiores areas de FTS da América do Sul. Possui
o Cerrado com uma extensdo de 2.036.448 km?, cerca de 22% do territorio nacional
englobando os estados brasileiros de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Ronddnia, Parana, Sao Paulo e Distrito Federal, além de regiGes do Amapa,
Roraima e Amazonas e principalmente no Nordeste do Brasil, a Caatinga que se estende do
sul até o leste de Minas Gerais, englobando 11% do territério nacional (Ministério do Meio
Ambiente, 2014).

Na flora da FTS as familias Fabaceae e Bignoniaceae dominam a flora lenhosa
seguida das familias Anacardiaceae, Burseraceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Sapindaceae,
Euphorbiaceae, Flacourtiaceae e Capparidaceae também estdo fortemente representadas
neste tipo de floresta (Gentry, 1995). Os representantes da familia Cactaceae sao
proeminentes, especialmente na formacgdo de extremos latitudinais e sd&o um elemento

importante na diversidade dessas florestas.

2.6 CAATINGA

O nome Caatinga vem da lingua Tupi que significa ka’a (mata) + tinga (branca) =
mata branca, e decorre da paisagem esbranquicada apresentada pela vegetacdo durante o
periodo seco: a maioria das plantas perde as folhas e os troncos tornam-se esbranquicados
e secos (Associacdo Caatinga, 2014). Pode ser caracterizada como floresta arbdrea ou
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arbustiva e até mesmo como FTS compreendendo principalmente arvores e arbustos baixos
muitos dos quais, apresentam espinhos, microfilia e algumas caracteristicas xerofiticas
(Prado, 2003). E a Unica grande regido natural brasileira e seus limites estdo inteiramente
restritos ao Brasil, o que significa que grande parte do seu patrimdnio bioldgico ndo pode
ser encontrado em nenhum outro lugar do planeta (Leal et al., 2003; Silva, 2003).

A Caatinga ocupa uma area de cerca de 844.453 Km?, o equivalente a 70% da
regido Nordeste e 11% do territdrio nacional. Engloba os estados Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o norte de Minas
Gerais também sendo incluido o Arquipélago de Fernando de Noronha (Prado, 2003;
MMA, 2014). Dos 70% desse territdrio, aproximadamente 50% das terras recobertas séo
de origem sedimentar, ricas em aguas subterraneas, porém, o volume de agua, em geral, é
limitado, sendo insuficiente para a irrigacdo (Giulietti et al., 2002). A temperatura €
elevada e varia entre 25 a 30 °C e devido a influéncia do clima semiarido, a média de
precipitacdo pode chegar a 800mm por ano que tem duracdo de trés a cinco meses, ficando
assim o resto dos meses sem chuva, influenciando a existéncia de rios intermitentes, ou
seja, SO possuem agua corrente no periodo das chuvas, tendo o seu curso interrompido

durante a seca (Associacdo Caatinga, 2014).

No Brasil, a Caatinga é o ecossitema menos conhecido do pais, por isso, pouco valorizado,
e ao contrario do que se imagina, € uma regido muito rica em espécies vegetais e animais e
sitios arqueoldgicos sendo fundamental para o desenvolvimento do semiarido brasileiro
(MMA, 2014). Segundo Silva (2003) a biodiversidade da Caatinga esteve em discusséo por
um tempo, dentre estas, sdo questionadas a homogeneidade, sua pobreza em espécies e
endemismos, e o fato de que é um ecossistema pouco alterado. Essas questBes estdo
praticamente resolvidas, pois a Caatinga ndo é homogénea e sim considerada
extremamente heterogénea incluindo centenas de diferentes paisagens Unicas, de todas as

regides semiaridas do planeta, a Caatinga € a mais rica em biodiversidade (Figura 4).

A vegetacdo da Caatinga no semiarido nordestino € bastante variada, ndo forma um
conjunto estrutural e floristico homogéneo, no entanto, varia em funcdo de fatores como
solo, indice xerotérmico, fisionomia e géneros caracteristicos. A flora é ainda pouco
conhecida, incluindo aproximadamente 932 espécies de arvores e arbustos que constituem
espécies lenhosas, como as da familia Euphorbiaceae e Fabaceae, e ndo lenhosas como
Poaceae e Cactaceae, dessas, 318 sdo endémicas (Albuquerque e Andrade, 2002; Giulietti
et al., 2002; Zappi, 2008; Lucena et al., 2012). Esse ecossistema abriga a maior diversidade
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de cactos, a familia Cactcaeae esté representada por aproximadamente 58 espécies, sendo

42 endémicas (Taylor e Zappi, 2002; Zappi et al., 2012) e algumas espécies que possuem

valor econdmico, como ornamental e forrageiro (Rocha e Agra, 2002).

2.6.1 Importéancia Econdmica da Caatinga para o Nordeste

A Caatinga tem um enorme potencial para a conservacao ambiental, uso sustentavel
e bioprospeccdo, além de amparar diversas atividades econdmicas, voltadas para fins
agrosilvopastoris e industriais (MMA, 2014). A economia da regido Nordeste esta ligada
também com os recursos gerados na Caatinga. Com bases de dados do Ministério do Meio
Ambiente, cerca de 30% da matriz energética da regido provém da vegetacdo nativa da
Caatinga. O ecossistema fornece diversos produtos florestais que geram uma gama de
emprego auxiliando na renda da populacdo. Os produtos gerados atingem grande potencial,
onde estes sdo explorados por industrias quimicas, farmacéuticas e principalmente

alimenticias.
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De acordo com a Associacdo Caatinga (2014) ainda em uma abordagem
econdmica, 0 ecossistema possui areas protegidas, unidades de conservacdo e terras
indigenas, que mesmo ndo sendo exploradas para fins industriais, geram rendas em
atividades de ecoturismo, servicos ambientais com abordagem do uso sustentavel da

biodiversidade, conservacao da agua e do solo e também recursos que geram energia.

Apesar de programas de conservacdo, segundo dados do Relatério do
Monitoramento do Desmatamento do Ecossistema Caatinga, sabe-se que 43% da area de
Caatinga foi desmatada até 2009. Além de se tornar o ecossistema mais alterado do Brasil,
a Caatinga esté predisposta as variagcbes de mudancas climaticas, sofre com o processo de
desertificacdo e a pressdo populacional bastante elevada (28 milhGes de habitantes) que

dependem dos recursos naturais (Ministério do Meio Ambiente, 2011).

Praticamente todas as florestas tropicais secas existentes estdo altamente expostas a
uma variedade de diferentes ameacas, em grande parte, resultantes da atividade humana.
Além das ameacgas humanas, as doencas causadas por fungos fitopatogénicos em plantas da
Caatinga, entre estas as da familia Cactaceae que é a mais susceptivel ao ataque destes
patdgenos, devem ser levadas em consideragdo como um risco. (Zappi et al., 2008).
Doencas causadas por fungos refletem na economia da regido bem como no campo
cientifico, levando em consideracdo o desenvolvimento de pesquisas na area

biotecnoldgica relacionadas a fungos isolados deste ambiente.

Estudos na Caatinga sdo necessarios para buscar uma alternativa de controle de
fungos fitopatogénicos que anule o uso de produtos de natureza quimica que além de tentar
combater patdgenos, acabam comprometendo outras areas que tomando o seu valor em
termos de biodiversidade, indicando que as florestas tropicais secas devem ter elevada
prioridade de conservacdo, pois proporcionam a possibilidade de pesquisas, além de
aumentar o conhecimento sobre as riquezas da regido que abriga uma grande e Unica
diversidade de cactos com ocorréncia de cerca de 80 espécies (Miles et al., 2006; Zappi et
al., 2012).
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2.7 FAMILIA CACTACEAE

Os individuos que compdem a familia Cactaceae podem ter surgido ha 30 milhGes
de anos em meados do periodo Tercidrio, seguindo a rapida diversificacdo e
desenvolvimento dos desertos Americanos (Hershkovitz e Zimmer, 1997). Espécies da
familia Cactaceae, abrangem um grande e diversificado grupo de suculentas, fazem parte
de ambientes naturais em todas as regibes do mundo, sendo encontradas em locais
distintos, mas a sua distribuicdo é predominante em regides de clima quente e arido
(Nobel, 1994). No entanto, esta distribuicdo pode variar da regido sul da Patagonia, na
Argentina até Alberta no Canada. Também abrange varios habitats, incluindo desertos,
trechos de areia costeiras, cerrados, caatinga (exclusivo do Brasil), florestas secas, estepes

alpinos, e até mesmo, as florestas tropicais (Nyffeler, 2002).

A familia Cactaceae esta dividida em quatro subfamilias, Maihuenioideae,
Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (Figura 5) sendo as duas Ultimas abrangentes de
maior diversidade (Wallace, 1995; Taylor e Zappi, 2008). Possuem aproximadamente 124
géneros e 1.440 espécies descritas (Mohamed-Yasseen et al., 1996; Correia et al., 2011).

As cactaceas constituem uma familia diversificada de plantas, podendo ser
encontradas espécies arbOreas e rasteiras. Segundo Barbosa e Andrade (2009), a
diversidade existente na familia se expressa em diversas caracteristicas, anatdémicas,
fisioldgicas, morfologicas e adaptativas, sendo estas caracteristicas motivo de sua ampla
distribuicdo no mundo. As espécies da familia geralmente sdo plantas xerofiticas, &filas,
com caule e ramos suculentos, espinhosos, flores solitarias e vistosas (Rocha e Agra,
2002). As flores sdo constituidas de sépalas e pétalas, sdo androginas, com folhas

modificadas em espinhos cuja base é uma auréola para evitar a perda de agua excessiva.

De acordo com Barthlott e Hunt (1993), existem trés nucleos de diversidade das
cactaceas: o centro norte do México e a regido semiarida do oeste dos Estados Unidos,
onde nesses locais, estdo distinguidas as tribos Cactae e Pachycereeae; na América do Sul,
esta situado na regido arida e semiarida Andina, parte do Peru, Bolivia, Chile e Argentina.
O segundo centro de diversidade, sendo o0s representantes deste centro Browningieae,
Notocacteae e Trichocereeae, estd no Brasil, um dos centros de origem Sul Americano,

sendo a Caatinga o centro da tribo Cereeae.
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Figura 5. Familia Cactaceae. epreenttes das Sub-familias: A - Maihuenioideae; B - Per

-

eskioideae C -
Cactoideae; D - Opuntioideae. Fonte: cactiguide.com

Mais de 300 espécies de cactos sdo cultivadas mundialmente como ornamentais,
forrageiras, medicinais e alimenticias (Castro, 2007; Nascimento, 2011). Esta
multiplicidade de usos se da pelo seu endemismo na regido semiarida, bem como pelo seu
uso que abrangem os mais diversos fins (Barbosa e Andrade, 2009). No Brasil,
especificamente na regido Nordeste, que é o terceiro maior centro de cultivo em larga
escala, possui representantes de 35 géneros e 230 espécies, das quais 184 sdo endémicas
(Barbosa et al., 1996; Machado, 2009; Silva et al., 2011).

2.8 PALMA FORRAGEIRA [Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck]

Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck syn = Opuntia cochenillifera (L.) Mill
(Figura 6) é uma espécie da familia Cactacea, pertencente a subfamilia Opuntioideae que
compreende cerca de 200 espécies descritas no mundo (Gomez-Flores et al., 2006). E
oriunda do México e amplamente cultivada no semiarido da regido nordeste brasileira onde

os estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba compreendem as maiores areas de cultivo
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sendo popularmente conhecida como palma midda ou palma doce (Barbosa et al., 1996;
Castro et al., 2011).

Segundo Wanderley et al. (2002), esta cactacea é rica em agua e mucilagem, com
expressivos teores de minerais, célcio (Ca), potassio (K) e magnésio (Mg) e carboidratos
ndo fibrosos (CNF) onde estes sdo de facil absorcdo pelo intestino e utilizados como
principal fonte de energia pelo organismo. No Nordeste, a estimativa é de que existam
cerca de 500 mil hectares cultivados (Santos et al., 2006). Visto isso, esta cactacea é
bastante utilizada como base alimentar para ovinos e caprinos, e sobretudo na criacdo de
gado de leite das regiGes da Caatinga (Barbosa et al., 1996; Castro et al., 2011; Almeida,
2012). A palma forrageira ¢ também utilizada para fins medicinais, producéo de energia,
elaboracdo e composicdo de cosméticos (Saenz-Herndndez, 2001), no paisagismo,
alimentacdo humana, corantes e conservacédo de solos (Leite, 2006).

A palma forrageira € uma cultura bem adaptada as condic6es adversas do semiarido
e isso é devido as caracteristicas anatdmicas, morfoldgicas e fisioldgicas das Cactaceae que
permitem adaptacGes as condi¢cOes climaticas desse tipo de regido (Gibson e Nobel, 1986).
A espécie apresenta-se como uma alternativa primordial para estas regides, visto que é uma
cultura que apresenta aspecto fisioldégico especial quanto a absorcdo, aproveitamento e
perda de &gua, sendo bem adaptada as condi¢des adversas do cenario em questdo. As
raizes das palmas desenvolvem caracteristicas fisiologicas inerentes de plantas xerofilas,
que ddo maior resisténcia as plantas em periodos prolongados de estiagem. A estrutura
responsavel pela fotossintese nas plantas, na sua grande maioria, sdo as folhas, nas palmas,

quem possui essa fun¢do sdo os cladddios (Santos et al., 2006).

Assim como boa parte das plantas xerofilas, e de ambientes semiéridos a desérticos,
as palmas apresentam o metabolismo do acido crassulaceo, conhecido como mecanismo
CAM (Crassulacean acid metabolismo) que resulta no processo de fechamento dos
estdbmatos durante o periodo diurno, para evitar a perda excessiva de agua, e a abertura

durante o noturno (Souza e Lorenzi, 2005; Martins, 2011).
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oresta Tropical Seca - Caatinga.

Figura 6. Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck cultivada em &rea de FI

Fonte: Autor.

2.8.1 Usos da Palma Forrageira

Acredita-se que desde muito tempo, a palma forrageira é usada para fins medicinais
e alimenticios. De acordo com Martins (2011), esse vegetal sempre esteve presente na
medicina tradicional e utilizada por curandeiros e tribos indigenas do Meéxico. Sdo
utilizadas como analgésico, antimicrobianos (Gomez-Flores et al., 2006), diuréticos (Galati
et al., 2002), para o tratamento de alguns tipos de Ulceras (Galati et al., 2001), como
antioxidantes (Zhong et al., 2010) e no controle de diabetes (Barbera et al., 1999) e
colesterol (Hollis e Sheinvar, 1995).

A grande diversidade de usos e aplicacbes da palma forrageira revela a
versatilidade dessa espécie vegetal (Nunes, 2011). No nordeste brasileiro, principalmente
em regides de Caatinga, 0 uso da palma é bem diversificado, entretanto, sua principal
utilizacdo é para alimentacdo animal e cobertura do solo. A palma é um alimento de grande
importéncia para os rebanhos, notadamente nos periodos de estiagens prolongadas, pois
além de fornecer um alimento verde, supre grande parte das necessidades de &gua dos
animais na época de escassez e o valor nutricional da palma é comparado com as silagens

de sorgo e de milho (Santos et al., 2006).

Na alimentacdo humana, como preparagdes culinérias, os brotos da palma ou
raquetes (cladddios) jovens e o fruto da palma sdo consumidos frescos ou cozidos
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(Reinolds e Arias, 2004). Possui uma constituicdo de 92% de &gua, 4-6% de carboidratos
que sdo denominados como carboidratos ndo fibrosos (CNF) e esses sdo facilmente
absorvidos pelo organismo, 1% de proteina, 0,2% de gordura, 1% de minerais, vitamina C
(12,7 mg/100g) e B-caroteno (Martins, 2011).

Entre os diversos usos da palma, esta a producéo do corante carmim, que possui um
valor comercial significativo. Este é produzido pelo inseto Dactylopius coccus que utiliza a
palma como hospedeira. Como o proprio nome sugere, é um corante de cor avermelhada e
que é largamente utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (Barbera,
2001; Nunes, 2011).

Este cacto é de grande importancia e é usado para fins econdmicos. Apesar de a
palma forrageira ser oriunda de regides de clima quente e seco como a Caatinga e possuir
adaptacdes de resisténcia as condi¢des extremas desse ambiente, ndo a isenta de estresse
bidtico e abidtico, o que a torna susceptivel a patdgenos. A origem dos patdgenos do cacto
é principalmente de natureza fungica que atacam os cladodios, causando assim perdas na

plantacdo que refeltem na economia da regiéo.
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3. MATERIAL E METODOS

Material Botanico e Local de Coleta

Os cladédios de Nopalea cochenillifera foram coletados no municipio de Aguas
Belas situados no Agreste do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil (08°39'49"S,
36°19'12"W) em éreas de agricultura familiar sustentavel (sem utilizacdo de agrotoxicos e
adubos quimicos). Esta regido estd inserida na unidade geoambiental do Planalto da
Borborema. A vegetacdo desta unidade é formada por Florestas Subcaducifolica e
Caducifélica (Caatinga), proprias das areas agrestes. O clima € do tipo semiarido com
temperaturas variando entre 25-37 °C e precipitacdo pluviométrica média anual de 380-800
mm, concentradas em um curto periodo de dois a quatro meses seguido por um longo

periodo de seca que pode se estender por até oito meses.
Isolamento de Fungos Fitopatogénicos

Os cladddios coletados foram avaliados inicialmente por analise clinica
fitopatologica através de observacdo direta, com auxilio de uma lupa e microscopio para

observacdo de estruturas dos possiveis agentes patogénicos.

Fragmentos de cerca de 2cm? foi retirado da zona de intercessdo entre o tecido
sadio e o tecido com sintomas de doenca causada por fungo. Em seguida, os fragmentos
foram superficialmente desinfestados com etanol 70% por um minuto, hipoclorito de sddio
(2,5% de cloro ativo) por trés minutos, e foram efetuadas trés lavagens com agua destilada
esterilizada (Pereira, 1993; Souza et al., 2010). Os fragmentos foram transferidos para
placas de Petri contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA). Cinco
fragmentos, equidistantes, foram colocados em cada placa e incubados a temperatura de 28
+ 2 °C por até oito dias em fotoperiodo de 12h sob luz branca e 12h no escuro (Menezes e
Assis, 2004). A medida que ocorreu a colonizagdo dos fragmentos, as col6nias flngicas

foram transferidas para placas de Petri contendo o meio BDA.
Identificacéo de Fungos Fitopatogénicos

A identificacdo morfoldgica dos fungos fitopatogénicos foi realizada pela equipe da
Micoteca URMG604 do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Pernambuco. Foram preparados microcultivos e observados o0s

aspectos macro e micro morfoldgicos das estruturas somaticas e  reprodutivas,



35
Bomfim, Aline G. J. — Controle de fungos fitopatogénicos de palma...

comparando-se os resultados com base em literatura especifica (Ellis, 1971; Ellis, 1976;
Sutton, 1980; Domsh et al., 2007).

Micro-organismos utilizados para o teste de antagonismo

Para o ensaio de antagonismo foram utilizadas 20 culturas pertencentes a 10
géneros de fungos endofiticos dos cactos Cereus jacamaru DC. e Opuntia ficus-indica (L.)
Mill da Caatinga pernambucana devidamente depositadas na Cole¢do de Cultura da
Micoteca — URM do Departamento de Micologia, UFPE, Recife, PE, Brasil (Bezerra et al.,
2012; 2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Culturas de fungos endofiticos de cactos depositadas na Micoteca URM e
selecionadas para o teste de antagonismo.

Espécies selecionadas Registro URM Hospedeiro
Acremonium pteridii W. Gams & JC Frankland URM 6838 Cereus jamacaru
Aspergillus sp. - Opuntia ficus-indica
Aspergillus japonicus Saito URM 6873 Cereus jamacaru
A.niger Tiegh URM 6870 Cereus jamacaru
A. ochraceus Wilh URM 6869 Cereus jamacaru
A. parasiticus Speare URM 6868 Cereus jamacaru
A. tamarii Kita - Opuntia ficus-indica
A. versicolor Vuill. Tirab. URM 6865 Cereus jamacaru
Cladosporium cladosporioides (Fresen) G.A de URM 6859 Cereus jamacaru
Vries

C. sphaerospermum Penz URM 6862 Cereus jamacaru
Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. - Opuntia ficus-indica
Penicillium chrysogenum Thom URM 6831 Cereus jamacaru
P. commune Thom URM 6845 Cereus jamacaru
P. griseofulvum Dierckx - Opuntia ficus-indica
P. minioluteum Dierckx URM 6889 Cereus jamacaru
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, URM 6818 Cereus jamacaru
Houbraken, Hywel-Jones & Samson

Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrot URM 6819 Cereus jamacaru
Tetraploa aristata Berk. & Broome - Opuntia ficus-indica
Trichoderma longibrachiatum Rifai - Opuntia ficus-indica

Tritirachium dependens Limber URM 6822 Cereus jamacaru
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Controle Biol6gico de Fungos Fitopatdgenos
Determinacao da Taxa de Crescimento Micelial dos Isolados

As culturas de endéfitos e isolados de fitopatdgenos, foram cultivados em placas de
Petri contendo meio de cultura BDA, e a taxa de crescimento micelial foi determinada pela
formula adaptada de Lilly e Barnet (1951): Tc = (Clii — Cli)/(Tii — Ti). Onde: Tc — taxa de
crescimento micelial; Clii— crescimento radial da col6nia obtida no tempo ii; Cli —
crescimento radial da col6nia obtida no tempo i;; Tii — tempo em que se realizou a segunda

leitura; Ti—tempo em que se realizou a primeira leitura.

Técnica de Cultura Pareada

O potencial antagonico de fungos endofiticos contra fitopatogenos de palma
forrageira foi determinado a partir do método de pareamento entre antagonista e
fitopatdgeno descrito por Dennis e Webster (1971). Desta forma, em placas de Petri
contendo BDA, foi colocado um disco (@ 6 mm) da cultura do fitopatdgeno e no lado
oposto, um disco (@ 6 mm) com o isolado endofitico a ser avaliado, ambos a 1,0 cm da
borda. Considerando-se a taxa de crescimento micelial de cada fungo, de tal forma que
possibilitassem as col6nias alcangcarem simultaneamente o centro da placa. Para avaliagdo
do potencial antagdnico dos fungos endofiticos foi adotada a metodologia descrita por
Mejia et al. (2008). Foram utilizados dois controles negativos que consistiu no indculo
central em placa de Petri contendo apenas o indculo do fitopatdgeno e o outro apenas com
0 inéculo do endofito. Os fungos fitopatogénicos que foram utilizados para o teste
encontram-se na Tabela 2. O experimento foi conduzido em triplicata.

Tabela 2. Isolados de fungos fitopatogénicos do cacto Nopalea cochenillifera selecionados
para o teste de cultura pareada.

Fungos fitopatogénicos NUmero de isolados

Alternaria alternata Keissl

Curvularia lunata var. aeria (Bat., J.A. Lima & C.T. Vasconc.) M.B. Ellis
C. lunata (Wakker) Boedijn

Pseudocochliobolus eragrostidis Tsuda & Ueyama [Syn=C. eragrostidis]

Fusarium lateritium Ness

N N PR R W

Scytalidium lignicola Pesante

Total de isolados selecionados 10
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Analise de dados

A taxa de colonizacdo (TC) foi calculada pela razdo entre o namero de fragmentos
que apresentaram crescimento fangico (Nf) e o numero total de fragmentos (Nt)
(TC=Nf/Nt X 100); Nf- Numero de fragmentos colonizados; (Araudjo et al., 2002). A
frequéncia relativa (FR) de isolamento foi determinada com o nimero de isolados de uma
espécie dividido pelo total do nimero de isolados (Photita et al., 2001).

Ensaio enzimatico
Padronizagdo do inéculo

Os fungos endofiticos selecionados foram repicados em tubos de ensaio contendo o
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubados durante 5 dias a 28-30 °C. Em
seguida, foram suspensos em 10 mL de Tween 80 (0,02%). A contagem dos esporos sera

realizada em cAmara de Neubauer e a concentraco ajustada para 10" esporos por ml.

Fermentacéo submerssa

Foi preparado um meio seletivo contendo NaNOgz, KH2PO4, sacarose, KCI, MgSOQa.
7H20 e FeSO4.7H20 com pH do meio ajustado para 6,5. Para induzir a producdo da
enzima, quitina coloidal foi utilizada como fonte para a verificacdo da producdo de
quitinase. Da suspensdo de esporos foram retirados 2mL e transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 250mL, contendo 50mL do meio seletivo. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo orbital de 150 rpm a temperatura de 37 °C, por um periodo de 96 horas. A cada 24
horas, frascos Erlenmeyer foram retirados e filtrados em papel de filtro CELAB com o
auxilio de uma bomba a vacuo e centrifugado a 12.300 xg por 30 minutos a 4 °C, sendo o
sobrenadante considerado o extrato enzimatico bruto (Murugan et al., 2007). Os ensaios

foram realizados em triplicata.
Determinacéo da atividade enzimética

A determinacdo da atividade da quitinase foi realizada conforme o método de
Waghmare e Ghosh (2010). A mistura reacional continha 1mL de quitina coloidal, 0,5 mL
de tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 7,0, e 0,5 mL do extrato enzimatico bruto,
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incubada a 37 °C por 30 minutos. Para detectar os aclcares redutores da atividade foi
utilizado o método descrito por Miller (1959), onde, 100uL da amostra resultante da
atividade foram acrescidos em 1 mL de DNSA, fervido por 10 minutos, a reagdo foi
interrompida em banho de gelo e as determinagdes realizadas em espectrofotometro a 570
nm. Uma unidade de quitinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 umol de N-acetilglicosamina por minuto. As analises foram conduzidas em

triplicata.

Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o programa Assistat
7.7 beta® (Silva & Azevedo 20009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacio

Os fungos foram isolados a partir da observacao do crescimento micelial. Dos 270
fragmentos utilizados para isolamento dos fungos fitopatogénicos, 236 fragmentos (x %)
foram colonizados, de onde foram 156 fungos em apenas sete dias de incubacdo. A taxa de
colonizagdo dos fragmentos foi de 87% (Figura 7). A alta taxa de colonizacdo dos
fragmentos indica a possibilidade de crescimento fangico em meio de cultura, no entanto,
3% dos fragmentos ndo apresentaram colonizagdo, isso ocorre devido ao fato de alguns
fungos ndo se adaptarem as condi¢cBes de meio de cultura ou s6 crescerem quando estao
associados aos hospedeiros ou a temperaturas especificas (Freire, 2012).

Taxa de colonizacdo (%)

Total de fungos isolados

Total de fragmentos colonizados

Total de fragmentos inoculados 270

0 50 100 150 200 250 300

Figura 7. Taxa de colonizagdo dos fragmentos de N. cochenillifera por fungos fitopatogénicos e total de
fungos isolados a partir dos fragmentos colonizados.

A maioria das espécies isoladas é relatada como fungo fitopatogénico de palma
forrageira e outros cactos. Os fungos isolados sdo pertencentes a sete géneros, com

predominancia dos géneros Alternaria (43,48%), Fusarium (12,81%) e Scytalidium (9,61%)
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(Tabela 3). Fungos fitopatogénicos possuem um rapido crescimento micelial, o baixo
indice de diversidade de géneros isolados pode estar relacionado com o fato de que fungos
que causam doengas em plantas sdo competidores de crescimento, diminuindo assim, a
possibilidade de outros fungos que possuem um crescimento mais lento de se

desenvolverem.

Uma das maiores incidéncias de isolados estdo agrupadas como Mycelia sterilia,
que assim como no trabalho realizado por Bomfim et al. (2013), também foi obtido um
percentual significativo de fungos ndo esporulantes. Esse tipo de isolamento é frequente
em regides de clima tropical devido ao fungo ndo se adaptar a condigdes artificiais
(Bezerra et al., 2013). Os outros géneros com incidéncia relevante sdo pertencentes aos
géneros Alternaria, Fusarium, Scytalidium e Curvularia (Tabela 3). Fungos desses géneros
ja foram isolados por Souza et al. (2010) causando doencas em N. cochenillifera e Opuntia
ficus-indica no estado da Paraiba, regido Nordeste do Brasil.

Dos fungos identificados, o género Alternaria foi o que obteve a maior frequéncia
de isolamentos. A espécie Aternaria alternata causa doenca em cactos conhecida como
‘alternariose’, dentre os sintomas causados pela colonizacdo deste fungo, podem ser
observadas numerosas manchas pequenas, quase pretas, com formato circular. Os sintomas
desta mesma doenca causada pela espéecie Alternaria tenuissima apresenta-se com lesdes
que se estendem de uma face a outra da raquete, com perfuracfes devido a queda do tecido

infeccionado (Swart e Kriel, 2002).

O género Alternaria é reportado por Souza et al. (2010) causando doengas em N.
cochenillifera e Opuntia ficus-indica no Brasil e Swart & Kriel (2002) e Farr et al. (1989)
relatam o mesmo género causando doencas na Africa do Sul e Estados Unidos,
respectivamente. Além dos cactos, o género Alternaria € relatado causando doengas em
outras culturas como mandioca (Notaro et al., 2013), em plantas ornamentais como
Gerbera jamesonii (Farhood & Hadian, 2012) e Aloe vera (Bajwa et al., 2010). A mancha
de Alternaria, como € popularmente chamada, é de grande incidéncia em cultivares de

palma forrageira, que levam a morte da planta devido a sua patogenicidade.

A partir da década de 1990, algumas doengas fungicas foliares, pelo aumento da
frequéncia e da severidade com que vém ocorrendo, tém causado sensivel redugédo
qualitativa e quantitativa na producdo de diversas culturas (Pinto, 2004). Espécies de

Fusarium sdo responsavis por 60% das podriddes de colmo e das raizes (Gama, 2014).
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Entre estas doencas e podridGes esta a ‘fusariose’, que é uma das mais importantes doencas
causadas por fungos comumente encontrados no solo, que pode causar podriddo das
sementes e reducdo da cultura (Mello et al., 2010).

No presente estudo, o género Fusarium obteve a segunda maior ocorréncia nos
isolados de fungos patdgenos da palma forrageira. Nesta doenca causada por Fusarium 0s
cladédios da palma forrageira murcham e tombam sobre a planta poucos dias apds a
infeccdo, as raizes apodrecem, exibindo coloragdo marrom-avermelhada. Sua disseminacao
ocorre por raquetes-sementes infectadas, vento e agua. Solos compactados e acidos
proporcionam maior severidade da doenca (Menezes et al., 2005). Souza et al. (2010)
relatam outra doenca causada por Fusarium, a podriddo ou murcha de Fusarium que vive
no solo em forma de clamidosporos que germinam e atacam preferencialmente o0s
cladédios da palma forrageira acarretando podriddo nas raquetes da base da planta

apodrecendo as raizes até o tombamento.

No Brasil, que é o segundo produtor de mandioca (Notaro et al., 2013), o género
Fusarium é relatado como causador de podriddo radicular desta cultura com perdas
significativas entre 30 e 70% (Fakuda, 1991; Barros et al., 2014), além da murcha do feijdo
comum (Sala et al., 2005) e podriddo p6s colheita em maracuja amarelo (Fischer et al.,
2007). Esse fitopatdégeno é o principal produtor de micotoxinas em sementes de milho,
destacando-se no grupo das fumonisinas (Wordell Filho, 2010), o que se torna um fator
preocupante uma vez que a palma forrageira € usada para alimentagdo animal e humana em

regides de Caatinga.

Espécies do género Fusarium também sdo frequentemente isolados como fungos
endofiticos (Bezerra et al., 2012; Bezerra et al., 2013; Ribeiro et al., 2014) que dependendo
do estado fisiologico da planta, pode vir a exibir sintomas caracteristicos da doenca,

denominando-se fitopatogénico.

Outro género que obteve frequéncia significante foi Scytalidium. Este fungo teve
sua primeira ocorréncia como patdgeno de mandioca descrita no Brasil (Laranjeira et al.,
1994). Este género esta associado a podriddao escamosa em cladddios de palma forrageira
(Lopes et al., 2007), causando lesdes necroticas em mandacaru (Cereus jamacaru) (Freire,
2009). Estudos relatam essa espécie com importancia biotecnologica na producdo das
enzimas [-glucosidase e celulases (Desai et al., 1982; Desai et al, 1983). Porém,
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atualmente esta relacionado com perdas significativas em culturas de mandioca no Brasil
(Notaro et al., 2013).

Isolados do género Curvularia também foram obtidos. Souza et al. (2010) relatam
espécies de Curvularia causando doencgas em cladddios de palma forrageira. Também s&o
relatadas como espécies fitopatogénicas em outros cactos como o pitahaya (Hylocereus
spp.) (Valencia-Botin et al., 2013) e como causador de necroses em frutos e folhas de
bananeira (Furtado, 2011), além de causar doencas em goiabeira (Junqueira et al., 2001).

A espécie Curvularia eragrostidis, também isolada neste estudo, tem sido relatada
causando a queima das folhas do inhame, levando algumas vezes a perda total da producéo
(Moura, 2001). No entanto, espécies deste género sdo comumente isoladas como fungos
endofiticos em diversas espécies de plantas, incluindo os cactos (Brady et al., 2000;
Jadulco et al., 2002; Bezerra et al., 2012).

As espécies Monodictys levis e Sordaria fimicola sdo relatadas como primeira
ocorréncia de isolamento a partir de tecidos necrosados de palma forrageira. Ndo existem
registros de doencas causadas as plantas por estes fungos. Sordaria fimicola é relatada por
contaminar sementes e esta associada a gramineas (Varga e Nagy, 2008), isolada de solos
desérticos (Ranzoni, 1968) e do solo de o&sis do Mar Morto (Steiman et al., 1997). A
espécie Monodictys levis foi apenas relatada por Suryanarayanan e Venkatesan (2002)
como endofitico em plantas de florestas tropicais.

Doencas de plantas sdo tratadas inicialmente com defensivos agricolas, no entanto,
o controle bioldgico de doengas de plantas visa a utilizagdo de meios alternativos e eficazes
que diminuam os custos e 0s danos causados pelo uso de produtos de natureza quimica.
Segundo Tenorio et al. (2012), uma alternativa esta associada ao tipo de controle que faz
uso de micro-organismos antagonistas com acdo em alguns tipos de patégenos. Para
estudos preliminares, o pareamento entre antagonista e patégeno é uma técnica Util para a

selecdo inicial de fungos potencialmente antagonistas (Lima, 2013).

Fungos endofiticos, principalmente os isolados de plantas crescendo em FTS, vém
sendo relatados com uma diversidade de atuagdes, entre estas, podemos citar 0 uso no
controle biolégico. No presente estudo, fungos endofiticos isolados de cactaceas nativas da
Caatinga, mostraram-se eficientes em testes de antagonismo quando testados frente a

patdgenos de Nopalea cochenillifera (palma forrageira).
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O resultado de quase 100% de atividade antag6nica dos fungos endofiticos contra
fitopatogénicos de palma forrageira vem corroborar com estudos realizados por
Albuquerque (2014) onde foi obtido um resultado significante com o uso de fungos
endofiticos isolados de planta da Caatinga e testados contra fungos patogénicos de Opuntia

ficus-indica (Cactaceae).

Tabela 3. Frequéncias absoluta (fa) e relativa (fr) de fungos fitopatogénicos isolados N.

cochenillifera cultivada em area de floresta tropical seca no Brasil.

Fungos Frequéncia (fa)* Freqguéncia (fr)**
Alternaria alternata 56 35,89%
A. tenuissima 12 7,69%
Curvularia lunata var. aerea 1 0,64%
C. lunata 2 1,28%
C. pallescens 2 1,28%
Pseudocochliobolus eragrostidis 2 1,28%
Fusarium oxysporum 2 1,28%
F. lateritium 18 11,53%
Scytalidium lignicola 15 9,61%
Monodictys levis*** 2 1,28%
Sordaria fimicola*** 2 1,28%
Mycelia sterilia 42 26,92%
Total de isolados 156 100%
Total de tdxons 6 -
Total de espécies 11 -

* A frequéncia absoluta se da pelo nimero de vezes que o fungo foi isolado.
** A frequéncia relativa se da pelo nimero total da espécie dividido pelo ndmero total de isolados.
*** Monodictys levis e Sordaria fimicola ndo patogénicos de palma forrageira.

As espécies Monodictys levis e Sordaria fimicola sdo relatadas como primeira
ocorréncia de isolamento para palma forrageira. Nao existem registros de doengas causadas
por esses fungos no cacto. Até o momento também ndo foi comprovada a sua

patogenicidade.
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Potencial antag6nico de fungos endofiticos frente a fungos fitopatogénicos

As 20 espécies de fungos endofiticos utilizadas no teste, apresentaram potencial
antagoénico frente aos fungos fitopatogénicos. A atividade antagonica foi analisada diante
de trés parametros: inibigdo (Figura 8), parasitismo e competicéo.

O antagonismo por inibi¢cdo foi o que apresentou melhor desempenho contra os
fungos fitopatogénicos testados (Tabela 4). As espécies que obtiveram resultados mais
significativos foram Aspergillus tamarii e Penicillium griseofulvum inibidoras de todos os
isolados de fungos fitopatogénicos utilizados no teste. Trabalhos abordando os géneros
Aspergillus e Penicillium para antagonismo de fungos fitopatogénicos ainda sdo escassos.
A maioria dos trabalhos envolvendo inibigéo estdo voltados para atividades antibacterianas
como o realizado por Silva et al. (2010) relatam a atividade antimicrobiana de varias

espécies do género Penicillium a bactérias multirresistentes.

Aspergillus niger (URMG6870), A. ochraceus (URM6869), A. parasiticus
(URMG6868), A. versicolor (URMG6865), Cladosporium sphaerospermum (URM6862), P.
chrysogenum (URMG6831), P. commune (URMG6845) e Purpureocillium lilacinus
(URMG6818) foram os enddfitos que demonstraram 90% de inibicdo e as espécies que
apresentaram o segundo melhor potencial antagdnico, inibindo nove dos 10 fungos
testados. Purpureocillium lilacinus é conhecido por sua capacidade nematicida (Wilson &
Jackson, 2013). No presente trabalho, a espécie apresentou um resultado significante na
inibicdo de fitopatdgenos de palma forrageira. Este mesmo fungo, isolado de Cnidarios no
Mar da China é relatado por Zhang et al. (2012) com potencial antimicrobiano a trés
bactérias marinhas e com atividade antifungica a dois patégenos de Gorgonian marinho
(Cnidaria). Penicillium minioluteum (URMG6889), Aspergillus sp. e Cladosporium
cladosporioides (URM6859) inibiram 80% dos fungos fitopatogénicos. A espécie
Cladosporium sphaerospermum inibiu o crescimento de cinco das seis espécies de
patdgenos testados. Velasco et al. (2005) relataram a eficiéncia do antagonismo pelo
género Cladosporium contra Puccinia horiana Henn. agente causal da ferrugem branca do

crisantemo.

Cladosporium cladosporioides apresentou atividade inibitéria de quatro das seis
espécies de patdgenos. Na literatura, ndo existem relatos do uso destes fungos no controle
de fitopatdégenos de palma forrageira. No entando, pode-se citar o trabalho realizado por
Angeélico (2012) que avaliou a potencialidade de C. cladosporioides como bioprotetor da


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Xiao-Yong%2BZhang%22
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qualidade do café, a espécie inibiu consideravelmente o crescimento de outros fungos nos
frutos. Aspergillus japonicus (URMG6873), Syncephalastrum racemosum (URM6819) e
Tritirachium dependens (URM®6822) apresentaram inibicdo de 20%. O menor indice de
inibicdo foi da espécie Cunninghamella echinulata que demonstrou apenas 10% de
inibicdo dos isolados utilizados no teste de antagonismo.

Tabela 4. Fungos endofiticos que apresentaram antagonismo por inibi¢cdo do crescimento
dos fungos fitopatogénicos de N. cochenillifera

Atividade Fungo endofitico Fungos fitopatogénicos

Inibicao Aspergillus sp. Fusarium lateritium
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

Aspergillus japonicus
(URM6873)

A. niger (URMG6870)

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

Fusarium lateritium

Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis

A. ochraceus (URM6869) Fusarium lateritium
Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

A. parasiticus (URM6868) Fusarium lateritium
Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

A. tamarii Fusarium lateritium

Alternaria laternata
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Curvularia lunata var aeria
C. luanata
C. eragrostidis

Scytalidium lignicola

A. versicolor (URM6865) Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis

Cladosporium cladosporioides Fusarium lateritium
(URMG6859) Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

C. sphaerospermum (URM6862) Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis

Cunninghamella echinulata Curvularia lunata var aeria
Penicillium chrysogenum Fusarium lateritium
(URM6831)

Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

P. commune (URM6845) Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis

P. griseofulvum Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis
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P. minioluteum(URM®6889)

Purpureocillium lilacinus
(URMG6818)

Syncephalastrum racemosum
(URM6819)

Tritirachium dependens
(URMG6822)

Fusarium lateritium
Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

Fusarium lateritium
Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

C. eragrostidis

Scytalidium lignicola

Alternaria laternata
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Figura 8. Antagonismo por inibicdo. A- Aspergillus niger x Alternaria alternata; B- Penicillium
chrysogenum x Curvularia luanata var aerea; C/C1- A. parasiticus x ¢; D- Cunninghamella echinulata x C.
luanata var aérea; E- P. chrysogenum x A.alternata; F/F1- P. commune x A. alternata; G- Purpureocillium
lilacinus x A.alternata; H- P. minioluteum x A. alternata; I/11- A. tamarii X A.alternata; J- A.Ochraceus x A.
alternata; K- A. tamarii X A.alternata; L/L1- A. niger x A. alternata; M- A. parasiticus x A. alternata; N- P.
commune X A. alternata; O- P. minioluteum x A. alternata.

No antagonismo por parasitismo (Tabela 5) as espécies Trichoderma
longibrachiatum e Tetraploa aristata obtiveram percentual de 100% de atividade
antagbnica para os 10 isolados de fitopatdgenos, seguido das espécies Syncephalastrum
racemosum (URM6819) (80%) e Cunninghamella echinulata (50%) que apresentaram
antagonismo em oito e cinco dos 10 patdgenos, respectivamente. Fungos representantes
dos Zygomycota sdo conhecidos por seu potencial na producdo de enzimas lipase,
endoglucanases (Amorima et al., 2003; Wonganua et al., 2008). Até o momento, atividades

por antagonismo ndo foram relatadas por estes géneros/grupos de fungos. Aspergillus sp. e
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Aspergillus japonicus (URMG6873) obtiveram atividade antagonica de 10% dos

fitopatdgenos com o menor indice de antagonismo por parasitismo.

O género Trichoderma, apesar de ser utilizado em larga escala para o controle
biolégico (Dildey et al., 2012), ndo apresentou potencial por inibicdo. A espécie
Trichoderma longibrachiatum obteve atividade antagbnica por competicdo frente a
Scytalidium lignicola e atividade por parasitismo nas demais espécies utilizadas no teste.
Estudos realizados por Mejia et al. (2008) corroboram ao resultado obtido neste estudo,
onde o género Trichoderma apresentou apenas potencial de parasitismo quando testados

contra patégenos do cacau.

A espécie Cladosporium cladosporioides apresentou antagonismo contra F. lateritium e A.
alternata. Resultados obtidos por Moricca et al. (2001) comprovam a eficiéncia do género
Cladosporium em antagonismo por parasitismo, em seu estudo foi analisada a capacidade
do género de inibir o crescimento do fungo causador da ferrugem do pinheiro na Europa.
No entanto, em analise, foi observado que o fungo parasitou e impediu o crescimento dos
aeciosporos tanto in vitro e quando inoculados na propria planta. Moricca et al. (2001)
ainda descreveram sobre a capacidade de pasitismo do género Cladosporium sobre o
crescimento de diversos fitopatégenos. Na Figura 9 pode ser observado alguns resultados

do antagonismo por parasitismo.

Tabela 5. Fungos endofiticos que apresentaram antagonismo por parasitismo do
crescimento dos fungos fitopatogénicos de N. cochenillifera.

Atividade Fungo Endofitico Fungos fitopatogénicos
Parasitismo Aspergillus sp. Alternaria laternata
Aspergillus japonicus Fusarium lateritium
(URM6873)
Cladosporium cladosporioides Fusarium lateritium
(URMG6859)

Alternaria laternata
Cunninghamella echinulata Fusarium lateritium
Curvularia luanata

C. eragrostidis

Syncephalastrum racemosum Fusarium lateritium
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(URM6819) Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria

C. luanata

Tetraploa aristata Fusarium lateritium

Alternaria laternata
Curvularia lunata var aeria
C. luanata

C. eragrostidis

Scytalidium lignicola

Trichoderma longibrachiatum Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis

Scytalidium lignicola

O antagonismo por competicdo foi 0 menos frequente entre as espécies de fungos
endofiticos (Tabela 6)(Figura 9). As espécies Aspergillus japonicus (URM6873) (40%) e
Cunninghamella echinulata (30%) obtiveram o maior indice. Com menor indice
antagbnico por parasitismo, as espécies Aspergillus ochraceus (URM6869), Aspergillus
versicolor (URMG6865),  Aspergillus  parasiticus (URMG6868), Cladosporium
cladosporioides (URMG6859), Cladosporium sphaerospermum (URM6862), Penicillium
chrysogenum (URMG6831), Penicillium griseofulvum, Trichoderma longibrachiatum,
Tritirachium dependens (URM®6822), Syncephalastrum racemosum (URMG6819),
Aspergillus sp. e Purpureocillium lilacinus (URMG6818) apresentaram 10% de atividade
antag6nica por competicao.

Tabela 6. Fungos endofiticos que apresentaram antagonismo por competicdo do
crescimento dos fungos fitopatogénicos de N. cochenillifera.

Atividade Fungo Endofitico Fungos fitopatogénicos

Competigéo Acremonium pteridii Fusarium lateritium
Alternaria laternata

Curvularia lunata var aeria

C. luanata

C. eragrostidis
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Aspergillus sp.

Aspergillus japonicus

A. niger

A. ochraceus

A. parasiticus

A. versicolor

Cladosporium cladosporioides
C. sphaerospermum

Cunninghamella echinulata

Penicillium chrysogenum
P. commune
P. griseofulvum

P. minioluteum
Purpureocillium lilacinum
Syncephalastrum racemosum

Trichoderma longibrachiatum

Tritirachium dependens

Scytalidium lignicola

Fusarium lateritium
Alternaria laternata

C. eragrostidis

Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Alternaria laternata

Scytalidium lignicola

Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola

Fusarium lateritium
Scytalidium lignicola
Scytalidium lignicola
Alternaria laternata

Scytalidium lignicola

Fusarium lateritium

Curvularia lunata var aeria

C. luanata
C. eragrostidis

Scytalidium lignicola
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Todas as 20 espécies de fungos endofiticos isolados de cactdceas mostraram-se
eficientes diante das seis espécies de fungos fitopatogénicos isolados de N. coechenillifera
cultivada em &rea de Caatinga. No entanto, antagonismo por competicdo e por parasitismo
ndo se mostram tdo eficazes quanto aos que apresentaram antagonismo por inibig&o.
Schulz e Boyle (2005), afirmam que cerca de 80% dos fungos endofiticos produzem
compostos biologicamente ativos como: antibacterianos, fungicidas e herbicidas, o que

vem a correlacionar e afirmar o presente estudo onde 17 das 20 espécies de fungos
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endofiticos apresentaram potencial de inibicdo de pelo menos um dos micro-organismos
patogénicos. Os dados obtidos no presente estudo podem ser observados na Tabela 7 onde
estdo apresentadas todas as atividades antagonicas dos fungos endofiticos frente a fungos

fitopatogénicos isolados de N. cochenilifera.

Figura 9: Antagonismo por parasitismo (A-D1) e antagonismo por competi¢do (E-H1). A/Al- Aspergillus
niger x Fusarium lateritium; B/B1- Trichoderma longibachiatum x F. lateritium; C/C1- Cunninghamella
echinulata x F. lateritium; D/D1- T. longibachiatum x Scytalidium lignicola; E/E1- Cladosporium
cladosporioides x F. lateritium; F/F1- Tritirachium dependens x S. lignicola; G/G1- A. parasiticus x S.
lignicola; H/H1- Purpureocillium lilacinum x S. lignicola.
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Tabela 7. Intera¢Bes antagdnicas dos fungos endofiticos frente a seis espécies de fungos

fitopatogénicos.

Fungos
Endofiticos

Acremonium
pteridii

Aspergillus sp.

Aspergillus
japonicus

A. niger

A. ochraceus

A. parasiticus
A. tamarii

A. versicolor

Cladosporium
cladosporioides

C.
sphaerospermum

Cunninghamella
echinulata

Penicillium
chrysogenum

P. commune
P. griseofulvum
P. minioluteum

Purpureocillium
lilacinum

Syncephalastrum
racemosum

Tetraploa
aristata

Trichoderma
longibrachiatum

Tritirachium
dependens

Fungos fitopatogénicos

Fusarium
lateritium

C

CIP

I/C

C/

Alternaria
alternata

C

Curvularia
lunata var.
aeria

C

C.
Lunata

C

C.
eragrostidis

C

Scytalidium

lignicola

O o o O

O—

CIP

C . COMpENcao /1. INIDIGA0 / P. parasiismo

O resultado de quase 100% de atividade antag6nica dos fungos endofiticos contra

fitopatogénicos de palma forrageira vem corroborar com os estudos realizados por

Albuqguerque (2014) onde foi obtido resultado significante com o uso de fungos endofiticos
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isolados de planta da Caatinga e testados contra fungos patogénicos de Opuntia ficus-

indica (Cactaceae).
Producé&o de quitinase por fungos endofiticos em fermentacéo submerssa

Para a producdo de quitinase, foram testados 20 fungos endofiticos, isolados de
cactaceas cultivada na Caatinga. Estes apresentaram atividade enzimatica variando de 0,20-
4,28 (U/mL) em 96h de fermentacdo (Tabela 8). Aspergillus parasiticus URM6868, foi a
espécie que obteve maior atividade enzimatica apresentando 4,28 (U/mL) em 72 horas de
cultivo.

Avaliando a atividade de quitinase por Aspergillus niger Brzezinska e Jankiewicz
(2012) descrevem a espécie com produtora de quitinase em unidades aproximadas das
obtidas neste estudo. Quando avaliaram a atividade em 72h de incubagédo, foi obtida
atividade de 5,00 (U/mL), resultados proximos aos obtidos por com A. parasiticus que foi
de 4,28 (U/mL) no mesmo tempo de incubacéo.

Muitas espécies dos géneros Aspergillus sdo utilizadas para a obtencdo de enzimas,
na biossintese quimica e na transformagdo de compostos. As espécies Aspergillus sp.,
Aspergillus japonicus URM 6873, A.niger URM 6870, A. ochraceus URM 6869, A.
parasiticus urm 6868, A. tamarii e A. versicolor URM 6865 apresentaram atividade para a
quitinase variando de 0,21-4,28 (U/mL). Rattanakit et al. (2002), obtiveram 1,85 (U/mL)
utilizando residuos de casca de camardo como substrato para a producdo de quitinase por
espécies do género Aspergillus. Patidar et al. (2005) analisando as espécies Aspergillus
flavus e Aspergillus niger isolados do solo de campos de secagem de camardo, obsevaram
boa atividade quitinolitica. A espécie de Aspergillus niger do presente estudo apresentou
1,69 (U/mL) apds 24h de incubacéo.

As espécies de Trichoderma sdo relatadas como boas produtoras de metabdlitos,
estas também, produzem quitinase importante na degradacgéo e na lise da parede celular de
fungos fitopatogénicos.(Martins-Corder & Melo, 1998). Os resultados aqui obtidos
mostram a importéancia deste género como produtor de quitinase com 2,224 U/ml em 96h
de incubagdo. Guthrie e Castle (2006) estudando a atividade enzimética de Trichoderma
aggressivum e Agaricus bisporus relatam que o Trichoderma obteve atividade significativa
no estudo e afirmam que a capacidade para produzir quitinase pode variar entre espécies.

Espécies de Penicillium sdo citadas como boas produtoras de quitinase. Fenice et

al. (1998) obtiveram altos indices de atividade enzimatica por Penicillium janthinellum



55
Bomfim, Aline G. J. — Controle de fungos fitopatogénicos de palma...

apos otimizacdo na producédo da enzima. Giambattista et al (2001) utilizando a mesma
espécie de Penicillium, obtiveram atividade superior a 6,0 U/ml.

Binod et al. (2005) relataram que Penicillium aculeatum como bom produtor da
enzima apds 72h de incubacdo. Lee et al. (2009) mostraram que a maior atividade da
chitinase por Penicillium sp. foi observada no terceiro dia de cultivo confirmando os
resultados obtidos neste estudo onde, Penicillium chrysogenum, Penicillium commune e
Penicillium griseofulvum apresentaram maior atividade com 72h de cultivo. Os resultados
obtidos nessa pesquisa mostram a importancia deste género como produtor de quitinase,
contudo a atividade enzimatica, entre os isolados do género Penicillium a produgdo variou
entre 0,59-1,56 (U/mL).

A espécies de Acremonium isoladas por Roberts et al. (1992) como espécie endofitica
de Festuca arundinacea uma graminea perene e resistente a ambientes estressados foram
testadas quanto a resisténcia e producdo de quitinase, obsevou-se que Acremonium
coenophialum foi a espécie que obteve a melhor atividade enzimatica. A atividade de
quitinase analisada por espectroscopia de reflectancia no infravermelho mostrou 0,90-7,2
(U/mL). Gunaratna e Balasubramanian (1994) avaliaram o potencial antagbnico de
Acremonium obclavatum, para a ferrugem do amendoim, foi eficiente na produgdo da
enzima quitinase em meio de cultura contendo quitina coloidal onde foram obtidos 49,0
U/mL. Os resultados obtidos no estudo atual, ndo diferem das obtidas por Gunaratna e
Balasubramanian (1994) quando Acremonium pteridii URM 6838 mostrou atividade de
0,74 (U/ml) ap6s 72h de cultivo.

Cunninghamella echinulata apresentou atividade significativa para a quitinase a partir
da anélise de 24h de fermentacdo 2,05 (U/mL) no entanto, houve um decréscimo até a
analise de 96h. Este decréscimo pode estar relacionado com a diminuicdo da fonte de
quitina do meio de cultura uma vez que fungos do filo Zygomycota, em sua grande
maioria, possuem rapido crescimento micelial, consumindo assim a glicose rapidamente. O
género Cunninghamella é conhecido por seu potencial na producéo de metab6litos como as
enzimas lipase, endoglucanases (Amorima et al., 2003; Wonganua et al., 2008), no
entanto, assim como o género Cladosporium, ndo sdo encontrados na literatura trabalhos

que indiquem atividade quitinolitica destes géneros.

Os resultados aqui apresentados sdo de extrema importancia para o cenhecimento do

potencial dos fungos endofiticos isolados de plantas de ambientes secos quanto  a
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capacidade de produzir metabolitos. A verificacdo da producdo e caracterizagdo destes

metabdlitos produzidos por esses fungos é de extrema importancia, a fim de se obter novos
compostos de origem bioldgica para ser aplicado no controle de doencas.

Tabela 8. Atividade enziméatica de quitinase em fermentacdo submerssa por fungos

endofiticos isolados de cactaceas

URM Fungo endofitico Atividade (U/mL)

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4

6838 Acremonium pteridii 0,562 0,624 0,746 0,705
6873 Aspergillus japonicus 0,230 0,542 2 2,325
6870 A. niger 1,691 0,922 0,22 0,224
6869 A. ochraceus 0,214 0,261 0,474 1,244
6868 A. parasiticus 0,21 3,576 4,281 3,308

- Aspergillus. sp. 0,264 0,868 2,815 1,881

- A. tamarii 0,885 2,62 1,386 0,203
6865 A. versicolor 0,217 0,393 0,315 0,264
6859 Cladosporium cladosporioides 0,715 0,810 0,834 0,800
6862 C. sphaerospermum 0,627 0,671 0,874 0,766

- Cunninghamella echinulata 2,047 1,244 1,169 0,227
6831 Penicillium chrysogenum 0,789 0,668 1,393 0,793
6845 P. commune 0,593 0,678 0,759 0,647

- P. griseofulvum 1,569 0,569 1,067 0,773
6889 P. minioluteum 0,749 0,749 0,891 1,322
6818 Purpurocillium lilacinus 0,705 0,824 0,932 0,925
6819 Syncephalastrum racemosum 0,210 0,200 0,224 0,244

- Tetraploa aristata 0,783 0,752 0,824 0,763

- Trichoderma longibrachiatum 0,207 0,224 0,217 2,224
6822 Tritirachium dependens 0,207 0,203 0,203 0,203

‘Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si.
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5. CONCLUSOES

O estudo de fungos fitopatogénicos é de extrema relevancia. Principalmete em plantas de
ambientes secos que devido a sua fisiologia, estdo mais susceptiveis ao ataque de
patdgenos. A identificacdo destes patdgenos vem contribuir com o conhecimento da
comunidade cientifica e da populagdo para propor a inovagdo de estratégias para combater
os fitopatogenos.
O teste de antagonismo in vitro utilizando fungos endofiticos de cactaceas isolados
do mesmo ambiente foram testados como possiveis biocontroladores destes patdgenos
mostrando-se eficientes contra fungos fitopatogénicos de N. cochenillifera. Aspergillus

tamarii e Penicillium griseofulvum foram os que apresentaram maior atividade antagonica.

Fungos endofiticos isolados de cactaceas possuem a capacidade de produzir
quitinase. Aspergillus parasiticus URM6868 foi o fungo endofitico que apresentou maior
habilidade para sintese da quitinas e por isso, € indicada para estudos mais detalhados de
producdo desta enzima. Os enddfitos aqui testados sdo de extrema importancia para
pesquisa de producdo enzimética tornando-os assim promissores no controle biolégico de

fungos de interesse agricola.
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