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RESUMO GERAL

A incidéncia do tombamento de plantulas de coentro limita a producéo dessa hortalica no
nordeste do Brasil, devido a reducdo do estande. Ainda ndo se tem estudos concretos
sobre a causa especifica da doenca na cultura. No entanto, conhecer o agente etioldgico é
primordial para o desenvolvimento de métodos de controle. Diante disso, o trabalho teve
como objetivo identificar e caracterizar agentes fitopatogénicos associados ao
tombamento de plantulas de coentro nos estados de Alagoas, Pernambuco e Ceard, e
avaliar a sua sensibilidade a dleos essenciais de cravo, canela, citronela e melaleuca.
Foram coletados solos em diferentes areas produtoras de coentro, levados ao laboratério
onde foram distribuidas em 300 vasos com capacidade de 250mL e identificadas de
acordo com o municipio de coleta. Para obtencdo dos isolados foram semeadas seis
sementes de coentro da cultivar Verddo (Isla sementes LTDA), em cada vaso. A
germinacdo das sementes ocorreu aos sete dias apds o plantio e, aos 10 dias apds a
germinacdo as plantulas apresentaram sintomas de murcha seguido de tombamento
realizando, assim, o isolamento indireto dos patogenos. Foi realizado analises
morfoculturais e moleculares com primers especificos para 0os genes RNA polimerase
subunidade Il (RPB2) e fator de elongamento (TEF-1a). No teste para avaliar a
sensibilidade das espécies F. fabacearum e F. falciforme, o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado (4 6leos essenciais x 5 concentragdes), com cinco repeticoes,
sendo a unidade experimental constituida por uma placa de Petri. Os tratamentos foram
gerados pela combinagdo das concentragdes (0; 12,2; 25; 50; 100 e 200 uL mL™) dos
6leos essenciais. As placas foram inoculadas com os patdgenos por sete dias a 25 + 2 °C.
Para verificar a diferenca entre os tratamentos foi calculado o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) e a Porcentagem de inibig&o do crescimento micelial (PIC).
Foi obtido um total de trinta e oito isolados de Fusarium. Desses, trinta isolados se
agruparam no complexo F. oxysporum (um isolado de F. elaeidis; um isolado de F.
gossypinum e vinte e oito isolados de F. fabacearum) e oito isolados no complexo F.
solani, juntamente com a espécie F. falciforme. No teste de sensibilidade, o 6leo essencial
de canela foi o que apresentou o melhor resultado a partir da concentragdo de 50 pL. mL-
! com acdo fungicida no crescimento micelial para a espécie F. fabacearum e F.
falciforme quando comparado com os outros 6leos. Com base nisso, este € o primeiro
relato de F. fabacearum, F. gossypinum e F. elaeidis causando tombamento em plantulas
de coentro no mundo.

Palavras-chave: Coriandrum sativum, Damping-off, Fungicida natural.



ABSTRACT

The incidence of damping off of coriander seedlings limits the production of this
vegetable in northeastern Brazil, due to reduced stand. There are still no concrete studies
on the specific cause of the disease in culture. However, knowing the etiological agent is
essential for the development of control methods. Therefore, the objective of this work
was to identify and characterize phytopathogenic agents associated with the damping-off
of coriander seedlings in the states of Alagoas, Pernambuco and Ceara, and to evaluate
their sensitivity to essential oils of clove, cinnamon, citronella and tea tree. Soils were
collected in different coriander producing areas, taken to the laboratory where they were
distributed in 300 vases with a capacity of 250mL and identified according to the
municipality of collection. To obtain the isolates, six coriander seeds of the Verdao
cultivar (Isla seeds LTDA) were sown in each pot. Seed germination occurred seven days
after planting and, 10 days after germination, the seedlings showed symptoms of wilting
followed by damping off, thus performing the indirect isolation of pathogens.
Morphocultural and molecular analyzes were performed with specific primers for RNA
polymerase subunit 11 (RPB2) and elongation factor (TEF-1a) genes. In the test to assess
the sensitivity of the F. fabacearum and F. falciforme species, the experimental design
was completely randomized (4 essential oils x 5 concentrations), with five replications,
with the experimental unit consisting of a Petri dish. Treatments were generated by
combining concentrations (0; 12.2; 25; 50; 100 and 200 pL. mL-1) of essential oils. The
plates were inoculated with the pathogens for seven days at 25 + 2 °C. To verify the
difference between treatments, the mycelial growth velocity index (IVCM) and the
mycelial growth inhibition percentage (PIC) were calculated. A total of thirty-eight
Fusarium isolates were obtained. Of these, thirty isolates clustered in the F. oxysporum
complex (one isolate of F. elaeidis; one isolate of F. gossypinum and twenty-eight isolates
of F. fabacearum) and eight isolates in the F. solani complex, together with the species
F. falciforme. In the sensitivity test, cinnamon essential oil was the one that showed the
best result from the concentration of 50 uL. mL-1 with fungicidal action on mycelial
growth for the species F. fabacearum and F. falciforme when compared to the other oils.
Based on this, this is the first report of F. fabacearum, F. gossypinum and F. elaeidis
causing damping off in coriander seedlings in the world.

Keywords: Coriandrum sativum, Damping-off, Natural fungicide.
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1.INTRODUCAO GERAL

O coentro (Coriandrum sativum L.) € originario da regido leste do Mediterraneo
e Sul da Europa (NADEEM et al. 2013). E uma planta herbacea da familia Apiaceae e se
adapta bem aos climas quentes. Em geral, é cultivada durante todo o ano por muitos
produtores, exercendo um papel social importante, principalmente nas regides Norte e
Nordeste do Brasil (WANDERLEY, 2008). Seu cultivo visa, principalmente, a obtencéo
de massa verde e da extracdo do oOleo essencial, que sdo utilizados na culinaria como
ingredientes para dar sabor a diversos pratos (OLIVEIRA et al. 2007).

No Brasil, a maior parte da produgéo vem da agricultura familiar, e a cultura se
destaca devido a grande importancia econémica e social, gerando renda para diversas
familias (JOLY, 2002). Segundo o ultimo Censo Agropecuario em que a cultura estava
inserida, a regido Nordeste é responsavel por mais da metade da producdo nacional
(IBGE, 2006).

Nos estados do Nordeste, onde o coentro é cultivado, tem sido verificada uma
elevada incidéncia da doenca damping-off ou tombamento de plantulas e o problema é
agravado em épocas chuvosas, inviabilizando o cultivo em muitas areas de plantio
(INFANTE et al. 2018). O damping-off € causado por um grupo de patégenos que estdo
presentes no solo e que incidem sobre tecidos vegetais jovens e sementes recém-plantadas
(AMORIM, 2018). Os principais sintomas observados na regido do colo da plantula sdo
escurecimento dos tecidos e perda da rigidez, nas sementes observa-se uma
decomposicdo, tornando-as invidveis para germinacdo (INFANTE, 2016; MARTINS et
al. 2022). Estudos tém demonstrado que o damping-off no coentro esta associado aos
géneros Pythium, Rhizoctonia e Fusarium sendo as espécies do género Fusarium com
maior prevaléncia nas areas de plantio (INFANTE, 2016).

O género Fusarium é composto por aproximadamente 1500 nomes de taxons
dentre as categorias de espécies, subespécies e formae speciales, sendo este um dos mais
importantes fitopatdgenos por causar doengas em diversas culturas de interesse
agronémico (LESLIE; SUMMERELL, 2006), incluindo a cultura do coentro (LESSY et
al. 2022). Para caracterizacdo e identificacdo das espécies desse género é empregado
técnicas microscopicas, baseadas na observacdo da morfologia de estruturas reprodutivas,
e caracteristicas fisiologicas (NELSON et al. 1983; LESLIE; SUMMERELL, 2006),
juntamente com a utilizacdo de técnicas moleculares que ajudaram no correto
posicionamento taxondémico das espécies, utilizando principalmente regides gendmicas

como: RNA polimerase subunidade Il (RPB2) e fator de elongamento (TEF-la)
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(LESLIE; SUMMERELL, 2006; O’ DONNELL et al. 2010).

Vérias estratégias ja foram utilizadas na producdo agricola para controlar
patogenos veiculados pelo solo (BELLE et al. 2018). Dentre esses métodos, o controle
quimico continua sendo a principal estratégia de controle preferido na producdo de
culturas comerciais devido a sua eficacia (FREIJE et al. 2015; SHI et al. 2019). No
entanto, devido ao uso excessivo e/ou indevido de fungicidas alguns problemas vém
sendo observados como, a resisténcia dos patdgenos, contaminagdo do meio ambiente e
o efeito na satde humana e animal (MARTINEZ, 2012; WISNIEWSKI et al. 2016).

Diante disso, a busca por métodos de controle que sejam menos caros, mais
seguros, ambientalmente corretos e auxilie no aumento da produgdo esta a cada ano
atraindo a atencdo dos produtores (CAMPOS et al. 2018). As plantas medicinais
apresentam potencial para serem usadas como método de controle alternativo contra os
fitopatdgenos, pois apresentam propriedades antimicrobianas devido aos seus metabolitos
secundarios como fenais, polifenois, flavonoides, glicosideos, taninos, alcaloides e outros
compostos (RISHI et al. 2003; SULTANA et al. 2013).

Trabalhos realizados com o uso de 6leos essenciais, como de Steffen et al. (2019)
e Marino (2019) obtidos de plantas medicinais mostraram o potencial das plantas no
controle de fitopatdgenos, por apresentarem acao fungicida direta e inibir o crescimento
micelial e a germinagéo de esporos.

No entanto, estudos mais aprofundados sobre a diversidade de fitopatdgenos que
causam tombamento em plantulas de coentro no Brasil ainda sdo escassos, e é de grande
importancia a identificacdo do agente etioldgico para os estudos que buscam medidas de
controle eficazes que diminuam os danos causados pela doenca na cultura.

Com base no exposto, o trabalho teve como objetivo identificar as espécies
fangicas associadas ao tombamento de mudas de coentro e avaliar a sensibilidade a 6leos

essenciais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do coentro

O coentro é nativo da regido Leste do Mediterraneo e sul da Europa, mais
especificamente dos continentes Africano e Europeu (SANTQOS, 2016). A introdugéo das
hortalicas no Brasil, e dentre elas o coentro, se deu por volta de 1549 com a chegada dos
Padres da Companhia de Jesus, tornando-se incalculavel a contribuicdo dos jesuitas com
relacdo a difusdo do cultivo e do consumo de hortalicas no pais (MADEIRA,
REIFSCHNEIDER; GIORDANO, 2008).

No Brasil, segundo dados do Registro Nacional de Cultivares (RNC) no
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) existem aproximadamente
58 cultivares de coentro registradas, podendo ser classificadas em precoces e tardias
(MAPA, 2022). As variedades precoces sdao mais adaptadas ao clima tropical e
apresentam fase vegetativa variando entre 30 e 45 dias, como a cultivar “Verdao”,
“Palmeira” e “Tabocas” (DINIZ, 2012). No entanto, as variedades tardias adaptam-se
melhor ao clima subtropical ou temperado e possui fase vegetativa em torno de 50 a 60
dias, e entre as representantes deste grupo destacam-se a “Portugués”, “Asteca”,
“Americano Gigante” e “Tapacura” (MARI, 2009).

Na regido Nordeste do Brasil a cultivar mais plantada e comercializada, segundo
0s produtores é a “Verddo” (SANTOS, 2009; DINIZ, 2012), desenvolvida por volta da
década de 1980, através do cruzamento de vérias linhagens da cultivar “Palmeira” e de
seleces realizadas durante varios ciclos. As principais caracteristicas dessa cultivar sdo
folhagens robustas, de coloracdo verde escura brilhante, possui altura média de 30 a 40
cm, tolerancia meédia ao pendoamento precoce, se adapta bem as condicdes
edafoclimaticas da regido.

A cultivar “Verdd0” ainda apresenta boa resisténcia a doengas da parte aérea
como: a queima das folhas causada por Alternaria dauci e a doenga cercosporiose,
causada por espécies do género Cercospora e com maior tempo de prateleira na pos-
colheita (ISLA SEMENTES, 2003; OLIVEIRA et al. 2015). Por ser uma variedade
precoce, apresenta ponto de colheita em torno de 30 a 40 dias apds o plantio, sendo
considerada uma cultura de ciclo rapido e podendo ser comercializada durante todo o ano
(HORTIVALE, 2011). Desenvolve-se bem em regides de clima quente, solos com boa

fertilidade e drenagem, profundos e com exposicédo a luz (VAZ et al. 2007).
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2.1.1 Aspectos botanicos do coentro

O coentro € uma planta herbacea de ciclo anual, possui raizes do tipo pivotante
com formato fusiforme; o caule é ereto de coloracdo verde (pode vir a se tornar violeta
na época da floracdo), cilindrico e ramificados na sua parte superior podendo alcancar
uma altura de 30 a 60 cm (LOPES, 2014). Suas folhas sdo alternadas compostas, as flores
sd0 pequenas, actinomorfas e hermafroditas com coloracdo branca ou rdsea
(PRACHAYASITTIKUL et al. 2018). Suas inflorescéncias sdo do tipo umbela composta
e possuem de 7 a 8 flores por inflorescéncia (LOPES, 2014). A floracdo da inicio com as
flores periféricas de cada umbela, sendo as centrais muitas vezes estéreis (LOPES, 2014).
As flores séo pequenas e hermafroditas, com coloragdo podendo variar de brancas a
levemente rosadas (DIEDERICHSEN, 1996).

As sementes/frutos sdo do tipo diaquénio (duas sementes) de formato elipsoidal
ou globosas, pequenas e secas, apresentando coloracdo amarelo castanho quando maduro
com dimensdo variando de 1,5 a 5 mm de diametro (EPPINGER; HOFMANN, 2008). A
principal forma de propagacdo do coentro é através das sementes (SANTOS, 2016). A
germinacdo ocorre entre 5 e 10 dias, dependendo da variedade e, ap6s 40 dias a maioria
das cultivares atingem o maximo do seu desenvolvimento vegetativo. Logo em seguida
inicia o periodo reprodutivo, as plantas se tornam mais fibrosas e as folhas mais finas,
dando inicio a floracio (GUSMAO; GUSMAO, 2007; LOPES, 2014).

2.1.2 Importancia econémica do coentro

O coentro é uma olericola que é usada tradicionalmente em todo mundo (SAHIB
et al. 2013). Todas as partes da planta podem ser comestiveis, porém, as folhas frescas e
sementes secas sdo utilizadas com maior frequéncia pelos consumidores (SAHIB et al.
2013; MANDAL; MANDAL, 2015). A cultivar C. sativum é bastante utilizada na
culinéria e na medicina popular de muitas civilizagbes para tratamentos de vérias
patologias, tais como na China, india, Paquistdo, Estados Unidos, América Central e
América do Sul (BEGNAMI, 2018).

InUmeras sdo as propriedades medicinais, sendo indicado para atonia
gastrointestinal, ansiedade, como estimulante das atividades gastrica e hepatica, anti-
inflamatorio, antifingico e ansiolitico, para alivio de dores reumaticas e articulares, além
de ser rico em vitaminas (A, B1, B2 e C), e fonte de célcio e ferro (DUARTE et al. 2007).
Para garantir uma boa absorc¢do dos nutrientes, é indicado o consumo na forma de ché ou
tintura (LORENZI; MATOS, 2008). Além disso, a extracdo do 6leo essencial das plantas
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apresenta grande importancia nutricional devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas.
Destacam-se também na inddstria de cosméticos e perfumaria, movimentando a
economia nacional e internacional (DUARTE et al. 2007).

O coentro apresenta grande importancia social e comercial, com um volume
consideravel na importacdo e producdo nacional de sementes. As folhas e sementes sdo
utilizadas na composicgéo e decoracdo de diversos pratos regionais. As sementes podem
ser utilizadas na industria alimenticia, como condimento para carne defumada e na
fabricacdo de paes (PEREIRA; NASCIMENTO, 2005).

O México tem-se destacado como o maior produtor e exportador de coentro do
mundo, com uma producdo anual de cerca de 5.000 hectares cultivados para consumo
interno e exportando principalmente para os EUA, Canada e alguns paises europeus
(REIS et al. 2016), no mercado de importacdo destaca-se o Oriente Médio e Sudoeste da
Asia (RAVI, 2006). Além disso, a cultura também é extensivamente cultivada na Rissia,
Europa Central, Asia e Marrocos (FARAHANI et al. 2008).

No Brasil, o coentro possui um alto valor de mercado, principalmente, para regiao
Nordeste, sendo considerado uma das hortalicas mais consumidas, ficando atras apenas
da alface a nivel de consumo, importacédo e producdo (BERTINI, 2010; JOLY, 2002).

2.1.3 Aspectos fitossanitarios do coentro

O cultivo das hortalicas ainda € considerado uma atividade agricola de grande
risco, por ser um grupo de plantas que apresentam maior sensibilidade as condi¢cdes
climaticas, e devido a isso, vem sendo prejudicado com o aparecimento de doencas
ocasionadas por microrganismos fitopatogénicos (FILGUEIRA, 2003). Dentre estes,
destacam-se as bactérias; Pseudomonas syringae pv. coriandricola causando mancha
foliar (GUPTA et al. 2012) e Xanthomonas campestres pv. coriandri ocasionando mela
das folhas e caule (LEE, 2004), os virus; Apium-virus Y (AVY) — familia Potyviridae
(Potivirus), com sintoma de mosaico e nanismo (TIAN, 2008) e Groundnut ring spot
virus (GRSV) - familia Bunyaviridae (Tospovirus), provocando manchas de anel
clorético, necrose e mal formacdo das folhas apicais (LIMA et al. 1999), os nematoides;
Meloidogyne incognita e Rotylenchulus reniformis responsaveis pelo hanismo do coentro
(MOURA, 2005), Oomicetos; Pythium ultimum e P. irregulare responsaveis por causar
podriddes nas raizes e colo (GILARDI, 2019; INFANTE et al. 2018), e os fungos,
principalmente as espécies do género Fusarium que acarretam grandes prejuizos devido

aos sintomas de murcha vascular e damping-off (LI XI et al. 2021; YANG et al. 2022),
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além da espécie Sclerotinia sclerotiorum causando o mofo branco (REIS;
NASCIMENTO, 2011).

Dentre os principais problemas fitossanitarios para a cultura do coentro e de
hortalicas de forma geral, 0 damping-off ou tombamento de plantulas, é considerado a

doenca de maior importancia, causando perdas expressivas na producéo.

2.2 Damping-off

Damping-off ou tombamento de plantulas pertence ao Grupo Il de doengas de
plantas que foi proposto por George L. McNew em 1960 (AMORIM, 2018). Nesse grupo
estdo presentes fitopatdgenos habitantes do solo, com preferéncia por habitar e colonizar
os tecidos vegetais jovens e sementes recém-plantadas. Os sintomas no campo,
geralmente ocorre em reboleiras, e com maior frequéncia em solos encharcados e nas
épocas mais quentes do ano. A doenca € de grande importancia, pois esta relacionada ao
fato que em decorréncia da acdo do patdgeno na cultura ocorre a reducdo do stand inicial
das plantas no viveiro ou no campo (REIS; LOPES, 2016).

Vérios sintomas podem estar associados ao damping-off de plantulas, e sédo
classificados em pré emergéncia, quando o ataque do patégeno ocorre antes da
emergéncia da plantula, e pés emergéncia quando o ataque do patdgeno ocorre apds a
emergéncia das plantulas (AMORIM, 2018).

Durante a pré emergéncia, 0s patdgenos podem atacar diretamente a semente
causando o escurecimento dos tecidos, perda da rigidez, murcha e apodrecimento,
diminuindo o seu poder germinativo. Quando a doenca evolui para os primeiros tecidos
que germinam da semente, inicia-se 0 aparecimento de manchas encharcadas, que
escurecem rapidamente, o fungo toma toda a plantula, ocorrendo entdo a destruicdo dos
tecidos, acarretando morte da plantula e semente (REIS; LOPES, 2016).

Na p6s emergéncia ocorre o tombamento das plantulas, que € o sintoma mais
conhecido e visivel. Os sintomas sdo observados na regido do colo das plantulas
(cauliculo), rente ao solo, levando ao aparecimento de manchas encharcadas que com o
decorrer do tempo véo evoluindo para lesdes profundas, provocando uma constrigédo no
caule, que por estar enfraquecido, leva ao tombamento da plantula (AMORIM, 2018).

Estudos relatam que diferentes patdgenos como fungos e oomicetos sao 0s agentes
causais mais comuns de doencas deste grupo (AMORIM, 2018), com destaque para 0s
oomicetos dos géneros Pythium, Rhizoctonia e Phytophthora que apresentam um papel

relevante nas culturas com sintomas do tipo damping-off (DINGRA et al. 2004; TYLER,
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2007; INFANTE et al. 2018). Algumas espécies de fungo, como por exemplo, Fusarium
semitectum, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme e Fusarium
equiseti ja foram identificadas causando sintomas de dampig-off no coentro (LESSY et
al. 2022).

Observa-se que diferentes espécies do género Fusarium podem causar sintomas
de damping-off no coentro, e isso, pode dificultar as medidas de controle que buscam
diminuir as perdas provocadas por esse patogeno na cultura (RIBEIRO et al. 2020). Além
disso, essas espécies apresentam grande capacidade saprofitica, o que dificulta o
estabelecimento da cultura no campo, interferindo diretamente na densidade populacional
desejavel pelos produtores (INFANTE, 2016; RIBEIRO et al. 2020).

2.2.1 Género Fusarium

O género Fusarium foi descrito inicialmente por Link em 1809 (LINK, 1809) e
atualmente pertence a familia Nectriaceae, ordem Hypocreales e classe Sordariomycetes
(INDEX FUNGORUM, 2023). Os primeiros estudos sobre as espécies de Fusarium foi
realizada por Wollenweber; Reinking (1935) e intitulada como “Die Fusarien”. Neste
trabalho descreveram 65 espécies, 55 variedades e 22 formae speciales, sendo agrupadas
em 16 secdes, e a partir de entdo, mais de 1000 espécies ja foram descritas (CABRAL,
2012).

Este género é considerado um dos grupos mais importantes de fungos ascomicetos
(KAVAS et al. 2009). Esta distribuido em todo mundo, sendo considerado um fungo
cosmopolita, devido a sua alta capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes
(BURGESS et al. 1996). Além disso, infecta uma ampla gama de hospedeiro, colonizando
tanto a parte vegetativa como a parte reprodutiva das plantas, causando varios sintomas,
fato que dificulta 0 manejo da doenca (CHANDRA et al. 2011).

Além de causar doencas em culturas de importancia econémica, também existe
relato desse grupo fungico ser patogénico a humanos e animais, podendo ser transmitidos
através das micotoxinas (tricotocenos, fumosinas, zearalenona, moniliformina e acido
fusarico) que sdo produzidas por algumas espécies de Fusarium, e ao infectar sementes,
cereais e outros produtos vegetais no periodo de pré e pos colheita, quando ingeridas
causam doencas severas, agudas e até mesmo cronicas em seres humanos e animais
(MULE et al. 2004; CHANG, 2018).

Os tricotocenos (12,13-epoxytrichothe-cenos) sdo descritas como substancias

com potencial irritantes da pele e agentes inflamatorios com répida destrui¢do das células
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em divisdo, afetando principalmente diferentes tipos de aves (MIROCHA; PATHRE,
1973). As fumosinas geralmente sdo produzidas pelas especies F. proliferatum, F.
nygamai, F. anthophilue, F. verticillioides, F. dlamini e F. napiformi sendo na maioria
das vezes encontradas na cultura do milho (NELSON et al. 1983). Seis diferentes formas
de fumosinas (A1, Az, B1, B2, Bz e B4) ja foram identificadas, a fumosina B1 é a mais
agressiva causando inumeras doengas em animais como leucoencefalomalacia em
eqliinos, edema pulmonar em suinos e carcinomas hepaticos e renais em ratos e
camundongos (MINAMI et al. 2004). Em seres humanos o consumo de milho
contaminado com fumosinas esté associado ao cancer esofagico (MINAMI et al. 2004).

A zearalenona produzidas por algumas espécies de Fusarium é um acido com
propriedades estrogénicas e apds o0 seu consumo, causa problemas de satde nos animais,
principalmente, em suinos provocando a inducdo de estro e vulvovaginites (MINAMI et
al. 2004). O é&cido fusarico € uma das micotoxinas mais frequentemente encontrada na
natureza, sendo produzida pela maioria das espécies de Fusarium (MINAMI et al. 2004).
Nos animais, prejudica o consumo alimentar de aves, atuando na utilizagdo do triptofano
pelo cérebro, além de agir sinergicamente, aumentando a toxicidade de outras
micotoxinas (BACON et al. 1996).

De acordo com as caracteristicas morfoldgicas, algumas espécies podem produzir
trés tipos de esporos: 0s macroconidios, microconidios e clamidosporos. Os
macroconidios sdo hialinos, podendo ser produzidos em conidiéforos ou em
esporoddquios, variando de acordo com o tipo de espécie, podendo apresentar cerca de 3
a 5 septos transversais com uma célula apical e basal nas suas extremidades, chegando a
ser uma caracteristica de grande importancia na sua taxonomia. Os microconidios podem
ser produzidos em fialides sobre as hifas apresentando diferentes formatos e conter até
um septo. E os clamiddsporos, que sdo estruturas de resisténcia capazes de permanecer
inativas no solo durante muito tempo, até que as condicdes de infeccdo sejam favoraveis
para o desenvolvimento do patégeno (MILANESI, 2009).

A caracterizacdo e identificacdo das espécies de Fusarium foi durante muito
tempo resolvida apenas por caracteres fenotipicos (WOLLENWEBER; REINKING,
1935; BOOTH, 1971; NELSON et al. 1983). E a partir dos anos 90, com o uso de técnicas
moleculares, baseados em sequencias de DNA, ficou claro que as classificacdes feitas
com o uso de apenas dados morfoldgicos subestimavam a verdadeira diversidade de
espécies desse género (KAVAS et al. 2009).
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Este género apresenta uma alta taxa de variabilidade genética, e devido a isto é
necessario para a identificacdo de espécies o uso de mais de uma regido genémica (AOKI
et al. 2014). E segundo os estudos, relatam que as regides ITS-rDNA, IGS, LSU e os
genes EF1-a, RPBI, RPB2, CAM e B-tubulina sdo os marcadores moleculares utilizados
para auxiliar na identificagdo das espécies (O’DONNELL et al. 2009; JACOBS et al.
2018). No entanto, os genes mais utilizados sdo EF1-a por ser um gene de copia Unica,
altamente informativo entre as espécies, apresentando baixa taxa de mutagdo, tendo
assim, uma efetiva funcdo de DNA barcoding para esse género (O’DONNELL et al. 1998;
GEISER et al. 2004; HYDE et al. 2014), juntamente com 0 RNA polymerase Il (RPB2),
que é um gene bastante informativo e confidvel, apresentando uma boa resolugdo
topoldgica nas arvores filogenéticas geradas (O’DONNELL et al. 2008).

Com o advento das técnicas moleculares ocorreu uma nova reclassificacdo na

taxonomia de Fusarium, as espécies que antes eram classificadas em 17 sec@es, foram
entdo divididas em complexos de espécies (O’DONNELL, 2000). E segundo Torres-Cruz
et al. (2022), existem 23 complexos de espécies de Fusarium ja descritos: Complexo
aywete (FASC), buharicum (FBSC), burgessii (FburSC), camptoceras (FCAMSC),
clamydosporum (FCSC), citricola (FCCSC), concolor (FCOSC ou FconSC),
falsibabinda (FFBSC), fujikuroi (FFSC), heterosporum (FHSC), incarnatum-equiseti
(FIESC), lateritium (FLSC), newnsense (FnewSC), nisikadoi (FNSC), oxysporum
(FOSC), redolens (FRSC), sambucinum (FSAMSC), graminearum (FGSC), torreyae
(FtorSC), tricinctum (FTSC), dimerum (FDSC) e solani (FSSC).
Na cultura do coentro algumas espécies de Fusarium foram relatadas na literatura
causando tombamento, podriddo da raiz, podriddo do caule e/ou murcha como F.
oxysporum, F. moniliforme e F. solani, no Egito (NADA et al. 2014), além de F.
semitectum e F. equiseti foram identificadas causando tombamento em coentro na
provincia de El-Minia Governorate, no Egito (LESSY et al. 2022). No Brasil, houve
relatos de F. lacertarum, F. inflexum e F. falciforme causando tombamento em plantulas
de coentro (INFANTE, 2016).

2.3 Controle de doencas de plantas

O controle de doencas de plantas é considerado o0 objetivo pratico mais importante
da fitopatologia (AMORIM, 2018). Sem a adog¢éo de medidas de controle, as doencas que
infectam plantas podem trazer grandes prejuizos para os produtores, com perdas de até

100% da producéo, além das consequéncias sociais, que podem acarretar na fome, morte
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e emigracdo como ja relatado nas epidemias famosas, visto na que ocorreu na Irlanda
entre 1845 e 1846, uma doenca hoje conhecida por requeima, causada por Phytophthora
infestans na cultura da batata (Solanum tuberosum L.), a catéstrofe de Bengala nos anos
de 1942 em que o fungo Cochliobolus miyabeanus dizimou plantacdes de arroz (Oryza
sativa) com danos chegando a 75 e 90% na producdo, no Sri Lanka em 1869 a ferrugem
do cafeeiro (Coffea) que tem como agente causal Hemileia vastatrix, em cerca de 20 anos,
a producdo caiu de 50 mil toneladas para zero (AMORIM, 2018).

A busca pelo aumento da produtividade € a meta dos produtores a cada ano, e isso
vem causando muitos dos atuais problemas fitopatoldgicos. Muitas das técnicas culturais
adotadas como, densidade de plantio, monocultura, irrigagdo, mecanizacéo e entre outras,
que sdo necessarias para garantir uma boa produtividade, podem favorecer o
aparecimento da doenca. E devido a isso, é de fundamental importancia o controle de
doencas de plantas esta inserido na agricultura moderna (AMORIM, 2018).

Um dos métodos de controle mais utilizado é o método quimico, no entanto, o uso
dos produtos quimicos vem ocasionando alguns problemas como a contaminagdo
ambiental e resisténcia por parte dos fitopatdgenos devido ao uso exacerbado, levando a
perda de eficiéncia dos fungicidas. Diante disso, vem despertando a necessidade da busca
por métodos de controle alternativo, tanto pelos pesquisadores quanto pelos produtores
para as mais variadas culturas (VENZON, 2006).

2.3.1 Controle alternativo e uso de dleos essenciais

O uso do controle alternativo de doencas de plantas visa diminuir a dependéncia
dos agrotoxicos e contribui para a pratica de uma agricultura mais sustentavel, que ndo
gere impactos para 0 meio ambiente, saide humana e animal, e que consequentemente
auxilie no aumento da producdo (BETTIOL, 2021). Os produtos naturais como 0s 0leos
essenciais, vem sendo utilizados na agricultura como alternativa para controle de
fitopatdgenos e, isso, vem proporcionando um aumento na producdo de alimentos de alta
qualidade nutricional, além de dar uma maior confiabilidade no consumo desses produtos
por ndo conter residuos de fungicidas (CAMPOS et al. 2018).

Os 0leos essenciais sao resultantes dos metabolitos secundarios das plantas, que
sdo produzidos e armazenados em estruturas secretoras complexas, como glandulas,
cavidades secretoras e condutos de resina, sendo encontrados como gotas de liquido nas
folhas, caules, flores e frutos, cascas e raizes das plantas (STRINGARO et al. 2018).

Segundo Morais (2009), sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
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baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das
vezes, por moléculas de natureza terpénica como os fendis, polifendis, flavondides,
glicosideos, taninos, alcaldides e outros compostos (RIBEIRO et al. 2010). Geralmente,
sdo extraidos por meio de hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, destilacdo seca ou
prensagem mecanica a frio (DERYNG, 1951; ARORA et al. 2016). Apresentam odor
agradavel e marcante, e em temperatura ambiente exibem aspecto oleoso, tendo como
principal caracteristica a volatilidade (MORAIS, 2009).

O Brasil € 0 maior produtor e exportador mundial de suco de laranja e isso o torna,
0 maior produtor e exportador do 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis L.), e de outras
espécies). De acordo com dados do IBGE, 2018 foram produzidas 154,6 mil toneladas de
6leo essencial de laranja, equivalentes a R$ 1,5 bilhdes ou US$ 418 milhdes (B1ZZO,
2022). Portanto, isto nos fornece oportunidade para os estudos com 6leos essenciais e em
seguida, serem utilizados como métodos de controle alternativo de doencas de plantas.

Os 6leos, por apresentarem uma constituicdo hidrofobica, atravessam a parede
celular e a membrana plasmatica, alterando a estrutura de polissacarideos, acidos graxos
e fosfolipidios, podendo causar lise celular (MARQUES, 2014). Alguns mecanismos de
acao causados pelos 6leos essenciais em fungos € o rompimento da integridade da parede
celular pela inibigao da sintese de quitina e B-glucanas, ruptura da membrana celular, seja
por ligacdo ou inibi¢do da biossintese de ergosterol, e a inibicdo de &cido ribonucleico,
acido desoxirribonucleico ou sintese de proteinas (SEEPE; NXUMALO; AMOO, 2021).

Estudos vem comprovando a importancia dos 0leos essenciais no controle de
doencas de plantas. O trabalho de Moura et al. (2017) mostrou os efeitos de 6leos
essenciais de Citrus spp. no controle pés-colheita da antracnose em banana e pimentao.
Neste estudo, foi usado o 6leo essencial de laranja doce (Citrus vulgaris L.) e limao
siciliano (Citrus limon L.) e ambos apresentaram atividade inibitéria direta sobre
Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides. No teste in vivo, ndo houve
diferenca entre os tratamentos quando aplicados preventivamente, mas o 6leo essencial
de C. vulgaris a 0,05 e 0,1%, bem como 6leo de C. limon a 0,1% reduziram o tamanho
das les6es da doenca quando aplicados de forma curativa.

No trabalho de Lorini et al. (2016), concluiram que os 6leos essenciais de canela,
cravo e eucalipto apresentaram compostos volateis que inibiram o desenvolvimento de
fungos em améndoas de castanhas-do-Brasil, sendo que o 6leo de canela apresentou maior
eficacia. Diniz et al. (2008), demonstraram a viabilidade do 6leo essencial de Mentha

arvensis L., no controle in vitro de Aspergillus sp., Penicillum rubrum, Sclerotinia sp.,
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Fusarium moniliforme e Corynespora cassiicola. Os pesquisadores Freddo et al. (2016),
avaliaram o potencial do uso do 6leo essencial de Aloysia citriodora (Ortega ex Pers.)
(erva-cidreira) no controle in vitro de Fusarium sp., isolado de plantulas de beterraba. Os
resultados obtidos permitiram concluir que este 0leo essencial possui efeito fungistatico
e fungicida sobre o crescimento micelial e na germinacdo de conidios de Fusarium sp.
Além disso, observaram que o efeito é maior em funcéo do aumento da concentragdo do
6leo essencial.

O efeito dos 6leos essenciais das espécies medicinais Baccharis dracunculifolia
(DC.) (alecrim-do-campo), Schinus terebinthifolius (Raddi.) (aroeirinha) e Porophyllum
ruderale (Jacq.) (arnica-brasileira) sobre o crescimento dos fungos fitopatogénicos
Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli, F. solani f. sp. Phaseoli, Sclerotinia sclerotiorum,
S. minor, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Macrophomina faseolina foi avaliada
por Fonseca et al. (2015), onde concluiram que os 6leos de alecrim-do-campo, aroeirinha
e arnica-brasileira possuem potencial para o controle dos fungos fitopatogénicos, sendo
0 6leo alecrim-do-campo o0 mais eficiente na reducéo do crescimento micelial de todos os

fungos, com inibicdo completa quando se utilizou a concentracdo de 3000 mg L-1.

2.3.2 Oleo essencial de Cravo folhas

O cravo-da-india [Eugenia caryophyllus (Spreng) Bullock e S. G. Harrison; sin.
Synzygium aromaticum (L.) Merr.] € uma planta tropical perene e pertence a familia
Myrtadeae (JIROVERTZ et al. 2006), cultivada, principalmente, para obtencdo do 6leo
essencial, cujo constituinte basico é o eugenol (C10H1402) que esta presente em torno
de 70% a 90% da sua composi¢do (CORTES-ROJAS et al. 2014).

A planta € rica em compostos fenolicos como flavonoides, &cidos
hidroxibenzéicos, acidos hidroxicinamicos e hidroxifenil propano (CORTES-ROJAS et
al. 2014), que tem propriedades antifangico, anti-inflamatdrio, analgésico, antioxidante,
antitrombdtico,  antipirético,  anticonvulsivante,  inseticida,  antimutagénico,
antiulcerogénico, antiviral, antisséptico e antibacteriano (SHAN et al. 2005).

O seu 6leo essencial é um potencial na medicina, sendo usado no tratamento de
diversas patologias em todo o mundo, e vem se destacando com resultados promissores
no controle de fungos fitopatogénicos devido ao efeito fungicida do seu composto isolado
eugenol (FIGUEIREDO et al. 2021).

No trabalho desenvolvido por Santos et al. (2007), verificaram o potencial

fungitoxico do 6leo essencial de cravo da india sobre os fungos Fusarium oxysporum e
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Rhizoctonia solani em diferentes concentracGes, e constataram que o 6leo reduziu o
crescimento micelial de F. oxysporum e R. solani em todas as concentragdes.

O estudo de Figueiredo et al. (2021) teve como objetivo avaliar in vitro a
fungitoxidade do 6leo essencial de cravo, em diferentes concentracfes, no crescimento
micelial de Cladosporium herbarum, agente etiolégico da doenca conhecida como
“verrugose” que afeta todos os 6rgdos aéreos do maracujazeiro. E concluiu que o 6leo
essencial de E. caryophyllus inibiu o crescimento micelial de C. herbarum. Com isso, 0
o0leo essencial de E. caryophyllus apresentou-se promissor para aplicagdes futuras como

agente biofungicida contra C. herbarum.

2.3.3 Oleo essencial de Canela da china

Cinnamomum cassia (L.) também conhecida como canela da china, é uma arvore
que pertence a familia Lauraceae. O seu 06leo essencial é extraido a partir das cascas,
folhas e flores por possuirem atividade antimicrobiana, antioxidante, inseticida e
fungicida (KIM et al. 2006). Sendo a casca a parte da planta mais utilizada, por ser rica
em oOleo volatil, composto, principalmente, por cinamaldeido, eugenol, felandreno,
aldeido, ortometilcumarico, acetato de cinamila, alcool fenilpropilico, alcool cindmico e
tragos de cumarina (KIM et al. 2010). O cinamaldeido é o principal componente ativo do
6leo de canela estando presente em torno de 60-70% na sua composi¢do, no qual
apresenta acdo e degradacao rapida, baixa a moderada toxicidade para mamiferos, maior
seletividade bioldgica e baixa fitotoxicidade, tornando um produto de baixo impacto
ambiental (PONCIANO et al. 2020).

Além disso, o 6leo essencial de canela possui um alto valor econémico, sendo
muito utilizado na inddstria farmacéutica, de alimentos, de cosméticos e de bebidas
(PONCIANO et al. 2020). Estudos vém sendo desenvolvidos usando o éleo essencial para
controle de fitopatdgenos devido a sua acdo fungicida e, segundo Lorini et al. (2016) foi
possivel observar que o 6leo essencial de canela apresentou maior eficacia na inibicao do
desenvolvimento de fungos em améndoas de castanha-do-Brasil.

Ascari (2022), avaliou o potencial dos 6leos essenciais de canela-da-china,
lavandin e palmarosa, na inibigéo do crescimento micelial dos fungos Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium spp. E de acordo com os resultados, os 6leos
de canela e palmorosa inibiram 100% os trés fungos na concentragdo de 500 e 1000ppm.
Concluindo que h& potencial do uso destes 6leos para promover inibi¢cdo de fungos

fitopatogénicos.
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2.3.4 Oleo essencial de Citronela

A citronela (Cymbopogon winterianus (J.) é originaria da India e pertence a
familia Poaceae e ao género Cymbopogon (LORENZI; MATQOS, 2008). As duas espécies
mais cultivadas sdo Cymbopogon winterianus e Cymbopogon nardus (L.), pois se
destacam pela grande quantidade de constituintes quimicos (LORENZI; MATOS, 2008).

O dleo essencial extraido das folhas de C. weterianus € rico em citronelal, geraniol
e citronelol, sendo amplamente empregado na industria farmacéutica, de cosméticos, de
produtos agricolas e alimenticias devido as suas acdes bactericidas, fungicida,
antiparasitaria, antiviral e inseticida (PEREIRA, 2011). Nos ultimos anos, as propriedades
antifungicas tém sido amplamente estudadas e aplicadas para controle de doencas de
plantas (PEIXINHO et al. 2020).

Os pesquisadores Cruz et al. (2015) identificaram os principais componentes e
avaliaram o efeito fungitoxico do dleo essencial de Cymbopogon winterianus (citronela)
sobre trés isolados de Fusarium solani (UENF/CF163, UENF/CF241 e UENF/CF295)
isolados da goiabeira. De acordo com seus resultados, 0s principais componentes
encontrados foi o geranial (28,62%), citronelol (23,62%) e neral (17,10%). A menor
concentracdo do 6leo essencial de citronela inibiu em mais de 90% a germinacdo de
esporos dos isolados UENF/CF241 e UENF/CF295 e reduziu a produgéo de esporos em
mais de 95% nos trés isolados, indicando que esse Oleo possui uma boa atividade
fungicida para esses isolados.

A atividade antifungica dos 06leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) e citronela (Cymbopogo nwinterianus) sobre a fisiologia de Colletotrichum
gloeosporioides em condicdes in vitro foi avaliada por Santos (2017), onde aponta que
ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes dos Oleos testados para o
crescimento micelial. Houve influéncia das concentracfes dos 6leos essenciais sobre a
esporulacdo do fungo, sendo o Gleo essencial de citronela o mais efetivo em todas as
concentracOes analisadas, inibindo a esporulacdo acima de 80%. Os dleos essenciais de
alecrim e citronela apresentaram acdo fungicida sobre o fungo C. gloeosporioides em

condigdes in vitro.

2.3.5 Oleo essencial de Melaleuca

A Melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel.) pertence a familia Myrtaceae, € uma
planta arbdrea e contém aproximadamente 230 espécies, quase todas nativas da Australia
(BARRADAS, 2020). Popularmente conhecida como “arvore de chd” (do inglés Tea
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Tree), a melaleuca tem sido bastante explorada e seu principal produto é o 6leo essencial
devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e antifingicas
(HARMMER et al. 2003).

O oleo essencial de M. alternifolia pode ser extraido das folhas, ramos e caule e
tem sua composicdo regulamentada pela ISO 4730 (ISO 4730, 1996). Sua constituicdo
quimica é bem conhecida, sendo rico em o—terpineno, y—terpineno, 1,8-cineol e terpinen-
4-ol. Onde o terpinen-4-ol é o principal responsavel pelas propriedades medicinais do
0leo (GARCIA et al. 2009). Geralmente, aqui no Brasil é utilizado as flores no processo
de extracdo do 6leo essencial através do método por destilacdo, como é feito pela empresa
Via Aroma que é bastante conhecida pelo mercado consumidor (VIA AROMA, 2023).

Na industria de cosmeéticos, é encontrado produtos com o 6leo de melaleuca na
composicdo de hidratantes para as mados, sabonete facial, sérum facil, shampoo,
condicionador, gel dental, hidratante corporal e alcool a 70%, devido as suas propriedades
antibacterianas e antifangicas (AHOALOE, 2023).

Atualmente, o uso do 6leo essencial de melaleuca vem sendo bastante estudado
no controle de fitopatbgenos como uma alternativa ao uso dos agrotdxicos (STEFFEN et
al. 2019). Portella et al. (2021), em seus trabalhos, buscaram avaliar o efeito dos 6leos
essenciais sobre o crescimento de Sclerotinia sclerotiorum que causa 0 mofo-branco na
cultura da soja, e concluiram que o 6leo essencial de alho apresentou inibigdo parcial do
crescimento micelial do fungo. Os 6leos de alecrim, prépolis, cravo-botdo e melaleuca
foram eficientes para o controle in vitro de S. sclerotiorum.

Martins et al. (2011) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
na inibigdo do crescimento micelial in vitro dos fungos fitopatogénicos: Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata constatando que o 6leo
essencial de melaleuca inibiu o desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos testados,
podendo representar uma alternativa econémica e ecologicamente viavel de controle de

doencas de plantas.
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Capitulo 1

CARACTERIZACAO DO AGENTE CAUSAL DO DAMPING-OFF NA CULTURA
DO COENTRO NO NORDESTE DO BRASIL
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RESUMO

O cultivo do coentro € uma atividade consolidada entre os produtores rurais da regido
nordeste do Brasil. No entanto, um dos fatores limitantes para a producéo € a incidéncia
de doencas ocasionadas principalmente por patdgenos veiculados pelo solo, causando
sérios problemas de reducéo de estande, em decorréncia do tombamento de plantulas. Até
0 momento ndo tem um estudo concreto sobre a causa especifica da doenca na cultura.
Logo, conhecer o agente etiologico é essencial para o desenvolvimento de técnicas
adequadas de controle. Diante disso, o trabalho teve como objetivo identificar e
caracterizar agentes fitopatogénicos associados ao tombamento de plantulas de coentro
nos estados de Alagoas, Pernambuco e Ceara. Foram coletados solos em diferentes areas
produtoras de coentro, levados ao laboratorio onde foram distribuidas em 300 vasos com
capacidade de 250mL e identificadas de acordo com o municipio de coleta. Para obtencéao
dos isolados foram semeadas seis sementes de coentro da cultivar Verdao (Isla sementes
LTDA), em cada vaso. A germinagdo das sementes ocorreu aos sete dias ap6s o plantio
e, aos 10 dias apds a germinacéo as plantulas apresentaram sintomas de murcha seguido
de tombamento realizando, assim, o isolamento indireto dos patdgenos. Utilizando
analises morfoculturais e moleculares com primers especificos para os genes RPB2 e TEF
foi obtido um total de trinta e oito isolados de Fusarium. Desses, trinta isolados se
agruparam no complexo F. oxysporum (um isolado de F. elaeidis; um isolado de F.
gossypinum e vinte e oito isolados de F. fabacearum) e oito isolados no complexo F.
solani, juntamente com a espécie F. falciforme. Sendo este, o primeiro relato de F.
fabacearum, F. gossypinum e F. elaeidis causando tombamento em pléantulas de coentro
no mundo.

Palavras-chave: Coriandrum sativum, Damping-off, Analise polifasica.
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ABSTRACT

The cultivation of coriander is a consolidated activity among rural producers in the
northeast region of Brazil. However, one of the limiting factors for production is the
incidence of diseases caused mainly by pathogens transmitted by the soil, causing serious
problems in the reduction of the stand, due to the damping off of seedlings. So far, there
IS no concrete study on the specific cause of the disease in the crop. Therefore, knowing
the etiological agent is essential for the development of appropriate control techniques.
Therefore, the objective of this work was to identify and characterize phytopathogenic
agents associated with damping off of coriander seedlings in the states of Alagoas,
Pernambuco and Ceara. Soils were collected in different coriander producing areas, taken
to the laboratory where they were distributed in 300 vases with a capacity of 250mL and
identified according to the municipality of collection. To obtain the isolates, six coriander
seeds of the Verdao cultivar (Isla seeds LTDA) were sown in each pot. Seed germination
occurred seven days after planting and, 10 days after germination, the seedlings showed
symptoms of wilting followed by damping off, thus performing the indirect isolation of
pathogens. Using morphocultural and molecular analyzes with specific primers for the
RPB2 and TEF genes, a total of thirty-eight Fusarium isolates were obtained. Of these,
thirty isolates clustered in the F. oxysporum complex (one isolate of F. elaeidis; one
isolate of F. gossypinum and twenty-eight isolates of F. fabacearum) and eight isolates
in the F. solani complex, together with the species F. falciforme cell. This being the first
report of F. fabacearum, F. gossypinum and F. elaeidis causing damping off in coriander
seedlings in the world.

Keywords: Coriandrum sativum, Damping-off, Polyphase analysis.
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1.INTRODUCAO

O coentro pertence a familia Apiaceae, e é originrio da regido leste do
Mediterraneo e Sul da Europa (NADEEM et al. 2013). No Brasil, a regido nordeste é
responsavel pela maior parte da producéo do pais, no qual é produzido pela agricultura
familiar (JOLY, 2002).

No entanto, alguns problemas fitossanitarios vem acarretando perdas na producao,
e dentre eles, o damping-off ou tombamento de mudas tem se destacando por causar
grandes prejuizos na cultura (KNIGHT et al. 2020). O problema é agravado em épocas
chuvosas e tem inviabilizado o cultivo em muitas areas de plantio. A sintomatologia é
observada na regido do colo da plantula, onde ocorre o escurecimento dos tecidos e perda
da rigidez. Nas sementes observa-se uma decomposi¢do, tornando-as invidveis para
germinacdo (INFANTE, 2016; MARTINS et al. 2022;). Estudos tém demonstrado que o
tombamento de plantulas de coentro esta associado aos géneros Pythium, Rhizoctonia e
Fusarium sendo as espécies do género Fusarium com maior prevaléncia nas areas de
plantio (INFANTE, 2016).

O género Fusarium estd inserido no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae (Index Fungorum, 2023).
Esse género é composto por aproximadamente 1500 nomes de taxons dentre as categorias
de espécies, subespécies e formae speciales, sendo este um dos mais importantes
fitopatdgenos por causar doencgas em diversas culturas de interesse agronémico (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Na caracterizacao e identificacdo das espécies de Fusarium é empregado técnicas
microscopicas, baseadas na observacdo da morfologia de estruturas reprodutivas, e
caracteristicas fisiologicas (NELSON et al. 1983; LESLIE; SUMMERELL, 2006).
Porém, somente as caracteristicas morfoldgicas ndo sao suficientes para identificacdo de
espécies, por isso, se faz necessario a utilizacdo de técnicas moleculares para o correto
posicionamento taxonémico das espécies, utilizando principalmente regides gendémicas
como: RNA polimerase subunidade Il (RPB2) e fator de elongamento (TEF-1a)
(LESLIE; SUMMERELL, 2006; O’DONNELL et al. 2010).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo identificar as espécies flngicas
associadas ao tombamento de mudas de coentro nos estados de Alagoas, Pernambuco e
Ceara.
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2.2 METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia Molecular do Campus
de Engenharias e Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Alagoas no Municipio de
Rio Largo.

2.2.1 Coleta do solo e Obtencéo dos isolados

Nos anos de 2018 a 2022, amarelecimento das folhas, escurecimento de raizes e
caule com constri¢do no colo das plantas, bem como falhas na germinacéo das sementes,
murcha e tombamento foram observados em plantios comerciais de coentro, nos estados
de Alagoas, Pernambuco e Ceara, Brasil (Figura 1). As areas possuiam entre 1 e 2 hectares
da cultura, sendo 80% com incidéncia da doenca. Em cada &rea produtora de coentro
foram coletadas 2 amostras de solo compostas, profundidade de 0-20 cm, totalizando

assim, 10 areas nos trés estados.

Figura 1: Coleta de solo em &reas produtoras de coentro. a, b e c. Sintoma de reboleira
no plantio de coentro. d e e. Amarelecimento das folhas e tombamento das plantas.

Fonte: Autor, 2023

As amostras de solo compostas foram encaminhadas ao laboratorio,
posteriormente, distribuidas em 300 vasos com capacidade de 250mL e identificadas de
acordo com o municipio de coleta. Para cada area de coleta o delineamento foi
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inteiramente casualizado (DIC), com trinta repeticdes por area, sendo quatro areas em
Alagoas e Pernambuco, e duas areas no Ceara.

Para obtencgéo dos isolados foram semeadas seis sementes de coentro da cultivar
Verddo (Isla sementes LTDA), em cada vaso. A germinacdo das sementes ocorreu aos
sete dias apds o plantio e, aos 10 dias ap6s a germinacdo as plantulas apresentaram
sintomas de murcha seguido de tombamento realizando, assim, o isolamento indireto dos
patdgenos.

Para isolamento indireto, fragmentos da regido de transicdo da doenca localizado
no tecido radicular e no colo da plantula foram desinfestados em alcool 70% por 30 s,
hipoclorito de sodio (1%) por 1 min, lavados trés vezes em agua destilada esterilizada
(ADE), secos em papel filtro e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA-KASVI). As placas foram mantidas sob temperatura de 25
°C, no escuro, até o crescimento de hifas fungicas, onde discos das bordas das colénias
foram transferidos para novas placas de Petri contendo meio BDA. Aos sete dias, foi
observado em microscopio 6tico as estruturas reprodutivas de cada isolado e identificados

como pertencentes ao género Fusarium de acordo com Leslie; Summerell (2006).

2.2.2 Obtencao da cultura monospdrica e preservacao dos isolados

Para obtenc¢do da cultura monospérica, as coldnias foram cultivadas por cinco dias
em meio de cultura Agar-agua (AA) e incubadas a 25° C, com fotoperiodo de 12h. Em
seguida, foi transferido 1 a 2 mm de pontas de hifas para novas placas de Petri contendo
meio BDA, com auxilio de um microscépio estereoscopico (lupa) binocular, e incubados
a 25° C com fotoperiodo de 12h, durante 7 dias. Os isolados foram preservados usando
trés métodos: tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA, Castellani (Castellani,
1967) e em papel filtro autoclavado (ALFENAS; MAFIA, 2007) e, posteriormente,
depositados na Colecdo de Fitopatdgenos da Universidade Federal de Alagoas
(COUFAL).

2.2.3 Teste de Patogenicidade

Para realizagcdo do teste de patogenicidade foram utilizados erlenmeyers com
capacidade para 500ml, onde foi adicionado o substrato constituido da mistura de areia
lavada peneirada, farinha de milho e agua destilada (AMA) (NEME; HAWARE, 1980),
submetidos a esterilizagdo em autoclave (120°C, latm, 60 min, por dois dias

consecutivos) e resfriados em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados
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dez discos de meio de cultura BDA, contendo as estruturas fungicas do patégeno. O
substrato infestado foi incubado por vinte e um dias, a temperatura de 25° C e fotoperiodo
de 12h, onde eram agitados a cada dois dias. Apds esse periodo, o substrato foi misturado
ao solo autoclavado (120°, 1atm, 2 h, por dois dias consecutivos) (ALFENAS & MAFIA,
2016), na proporcao de 10g de substrato colonizado por kg de solo. O solo infestado ficou
em repouso por doze dias, em vasos com capacidade para 3kg, e, apds esse periodo
realizou o plantio utilizando as sementes de coentro da cultivar Verdéo (Isla sementes
LTDA).

Cada vaso comportou trés fileiras com 5g de sementes, sendo 2 vasos por isolado.
Para as testemunhas utilizou apenas solo autoclavado. As plantas que apresentaram
sintomas de tombamento foram utilizadas para o reisolamento dos patégenos e posterior

identificacdo, completando os Postulados de Koch.

2.2.4 Caracterizacdo molecular

A obtencdo da massa micelial foi realizada a partir do cultivo de cada isolado em
meio liquido de Sacarose-Extrato de Levedura-Asparagina, sem agitacéo, por sete dias,
com fotoperiodo de 12h. O protocolo usado para extracdo do DNA foi o método CTAB
adaptado de Doyle; Doyle (1987). As reacdes em cadeia de polimerase (PCR) para todos
os genes foram preparadas em um volume final de 30ul: tampao 10X (3 pL), MgCI2 50
mM (0,9 uL), 10 mM DNTP’s (2,4 pL), 10 uM de cada oligonucleotideo (2 pL), 1 U Taq
DNA polimerase (0,2 uL) e DNA (1 pL, 25 ng / puL). Os primers utilizados foram TEF-
lo (efl/ef2) e RPB2 (5f/7cR) (O’DONNELL et al. 1998; REEB et al. 2004). As condi¢es
de termociclagem para o gene TEF-1a consistiram em 35-40 ciclos a 94 °C por 35 s, 52
°Cab5se 72 °Ca2min, com uma extensdo final de 10 min a 72 °C. Para o0 gene RPB2
utilizou uma desnaturacdo inicial de 94 °C a 305,55 °Ca 30 s, 68 °C a 2 min e extensdo
final de 68 °C a 5 min de 40 ciclos. Os produtos de PCR foram enviados para purificagdo
e sequenciamento na empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).

As sequéncias nucleotidicas foram montadas com o software Codon Code Alinger
v. 6.0.2 e analisado visualmente para obter uma sequéncia consenso da regido amplificada
para todos os isolados. O arranjo dos nucleotideos em posi¢cdes ambiguas, foram
corrigidos por comparagédo das sequencias senso e anti-senso. As analises iniciais foram
realizadas com o Algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al. 1990), disponivel no banco de

dados ndo redundante GenBank. Sequéncias de referéncia para varias espécies do género
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Fusarium foram recuperadas do GenBank (Anexo) e usadas para reconstrucéo da arvore
filogenética concatenada de Inferéncia Bayesiana.

Madltiplos alinhamentos para sequéncias de nucleotideos foram obtidos usando o
algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) no programa MEGA v.6 (TAMURA et al. 2013).
A filogenia de Inferéncia Bayesiana (BI) para as sequencias de dados de TEF-1a. e RPB2
foram construidas individualmente no portal CIPRES (MILLER et al. 2010) usando
MrBayes v.3.2.3 (RONQUIST et al. 2012). Ao melhor modelo evolutivo para as anélises
de posicionamento foi realizado nas sequéncias concatenadas por Partition Finder 2.1.1
de acordo com as Informacdes do Arkaike Critério (AIC) (LANFEAR et al. 2012). As
andlises foram funcionando por 10 milhdes de geragdes usando quatro correntes e
amostrados a cada 1000 geragdes, para um total de 10.000 arvores. As primeiras 2.500
arvores foram descartadas da analise como uma fase de burn-in. Probabilidades
posteriores (RANNALA, 1996) foram determinadas a partir de uma arvore de consenso
de regra da maioria gerado com as 7500 arvores restantes. As arvores foram visualizadas
usando o programa FigTree v.1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e editadas no

Inkscape (https://inkscape.org/pt/).

2.2.5 Caracterizacdo morfoldgica e cultural

Na caracterizagdo cultural foram utilizados discos de meio de cultura contendo o
crescimento fangico retirados das bordas das colbnias (cultivados por 7 dias) e
transferidos para novas placas contendo meio BDA sintético. No meio BDA sintético
foram avaliados o diametro das col6nias (mm), diariamente tomado no reverso das placas
através da mensuracdo, em dois sentidos, com o auxilio de uma régua milimetrada.
Utilizou a tabela de cores proposta por Rayner (1970) para observacdes da coloracdo e
aspecto das coldnias. Os tratamentos foram mantidos em incubadora Biochemistry
Oxigen Demand (BOD) a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi
casualizado, com cinco repeticdes por isolado, sendo cada repeticdo uma placa de Petri.

Para producdo dos microconidios foi utilizado o meio de cultura BDA (CROUS et
al. 2009) e para os macroconidios utilizou o meio agar folhas de cravo (CLA; FISHER et
al. 1982). Os clamiddsporos foram visualizados em meio agar sintético pobre em
nutrientes (SNA; NIRENBERG, 1976) como descrito por Leslie; Summerell (2006).
Tamanho e forma dos macros e microconidios (n = 50) foram capturadas por uma camera

digital (Olympus 1X2-SLP), anexado ao microscépio optico com 400 X ampliacdo,
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usando o software Cellsens Standard (SAMSUNG SDC-415®) para determinar o

comprimento e a largura dos conidios.

3. RESULTADOS
3.1 Obtencao dos Isolados

Foram obtidos um total de trinta e oito isolados de Fusarium provenientes de areas
produtoras de coentro que apresentavam sintomas de amarelecimento das folhas,
escurecimento de raizes e caule com constrigdo no colo das plantas, bem como falhas na
germinacdo das sementes, murcha e tombamento nos estados de Alagoas, Pernambuco e
Ceara (Tabela 1). Quatorze isolados foram obtidos de Alagoas, dezessete isolados foram

obtidos de Pernambuco e sete isolados do Ceara.

Tabela 1- Localidades e codigos dos isolados obtidos no estudo.

Localidades Cddigos dos Isolados

COUFAL0318, COUFAL0319, COUFAL0320, COUFAL0321,
Alagoas/AL COUFAL0322, COUFAL0323, COUFAL0324, COUFAL0325,
COUFAL0326, COUFAL0327, COUFAL0328, COUFAL0329,
COUFAL0330, COUFAL0331
COUFAL0459, COUFAL0464, COUFAL0465, COUFAL0466,
Pernambuco/PE  COUFAL0467, COUFAL0468, COUFAL0469, COUFAL0470,
COUFAL0471, COUFALO0472, COUFAL0473, COUFAL0474,
COUFALO0475, COUFAL0476, COUFAL0477, COUFALO0478,
COUFAL0479
COUFAL0460, COUFAL0461, COUFAL0462, COUFAL0463,
Ceard/CE COUFAL0480, COUFAL0481, COUFAL0482

3.2 Teste de Patogenicidade

Todas as plantulas de coentro apresentaram tombamento a partir do décimo dia,
apos a germinacdo, quando expostas ao solo infestado com os isolados de Fusarium sp.,
exceto a testemunha. Nas raizes observou-se coloracdo escurecida em processo de
apodrecimento, no colo da plantula foi observado manchas inicialmente encharcadas,
tornando-se escuras com a progressao da doenga. As lesbes tornaram-se deprimidas,
tambeém de coloracdo escura e, em seguida, provocou uma constri¢cdo no caule levando
ao tombamento e murcha das pléantulas, sintomas semelhantes ao observados no campo
(Figura 2).
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Para a espécie F. elaeidis foi notado falhas na germinacao, podendo ter ocorrido
um maior percentual de tombamento de pré-emergéncia (Figura 2 E). J& para as espécies
F. fabacearum, F. gossypinum e F. falciforme foi observado um maior indice de
tombamento de pds-emergéncia iniciando os sintomas a partir do décimo dia apds a

germinacao (Figura 2 F).
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Figura 2: Teste de patogenicidade em Coriandrum sativum. A, B, C: Constricdo no cauliculo de plantulas de
coentro. D: Constricdo no cauliculo e raizes escurecidas. E: Falhas na germinacdo. F: Plantulas de coentro
com sintoma de tombamento. G: Plantulas de coentro assintomaticas.

Fonte: Autor, 2023
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3.3 Caracterizacao Molecular

Baseados nos resultados da pesquisa BLAST do bando de dados do GenBank
realizada com as sequencias parciais dos genes EF-1a e RPB2, quatorze isolados de
Fusarium, provenientes do estado de Alagoas, onze isolados de Pernambuco e trés
isolados do estado do Ceard apresentaram similaridade de 99% com a espécie F.
fabacearum, seguido de um isolado do estado do Ceara que apresentou similaridade de
99,9% com a espécie F. gossypinum, e um isolado do estado de Pernambuco apresentou
99% de similaridade com a espécie F. elaeidis. Essas trés especies identificadas no estudo
pertencem ao complexo F. oxysporum (FOSC). Além disso, trés isolados do Ceara
apresentaram 99% de similaridade com a espécie F. falciforme, que esta inserida no
complexo F. solani (FSSC).

Na arvore de Inferéncia Bayesiana com base nos dados concatenados (EF-1la e
RPB2) observa-se que os isolados COUFAL0318, COUFAL0319, COUFALO0320,
COUFAL0321, COUFALO0322, COUFALO0323, COUFALO0324, COUFALO0325,
COUFAL0326, COUFALO0327, COUFAL0328, COUFALO0329, COUFALO0330,
COUFALO0331, COUFALO0461, COUFALO0462, COUFALO0463, COUFALO0464,
COUFALO0465, COUFAL0466, COUFAL0467, COUFALO0468, COUFALO0469,
COUFALO0470, COUFALO0471, COUFALO0472, COUFALO0473, COUFALO0474
agruparam-se com a espécie F. fabacearum, em um clado bem suportado. No entanto, o
isolado COUFALO0460 agrupou-se com a espécie F. gossypinum, e o isolado
COUFALO0459 com a espécie F. elaeidis confirmando assim, a posicao taxonémica dos
isolados do estudo dentro do complexo F. oxysporum (FOSC) (Figura 3).

O alinhamento concatenado com as espécies que pertencem ao FOSC apresentou
1697 caracteres, nos quais 69 sdo sitios parcimoniosamente informativos e 1628 sitios

conservados. Os limites do locus nos alinhamentos foram: EF1: 1-746 e RPB2: 747-1697.

Figura 3: Arvore filogenética multi-locus inferida a partir da analise Bayesiana utilizando
0s genes EF-1o e RPB2 para as espécies do complexo Fusarium oxysporum (FOSC). Os
isolados utilizados neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com
Fusarium udum (CBS 17731).



49

F. triseptatum CB
— 1. F. triseptatum CB
_F. contaminatum C
i F. contaminatum C
F. pharetrum CPC3082
. pharetrum CP
E. veterinarium C
i F. veterinarium C
——___F. curvatum CB
097 F, curvatum CBS2
E. nirenbergiae CB
L F. nirenbergiae C%
S

0,99 | 0,98

i F. languescens
E. oxysporum CBE
7

3

L | 1
0.744,{ F. oxysporum_CBS1

. hoodiae CBS132474

_F. hoadiae CBS132

F. libertatis EB

ﬁ( I:ﬂ F. libertatis

0,89 1 F. odoratissimum CBS
F. tradlchlamydossoorum

— F. duoseptatum CBS1020

F. carminascens CPC25
1 —F. carminascens CPC25
__F. cugenangense 1303

i F. cugénangénse C§§15030

CoMND

.7 F. H
055 05 COUFAL0459

_E g;ycr‘nes CB
F. gly
E gossypinum C
F. (q‘ossgo num CBS1
OUFAL0460
— F. fabacearum C

1 F. fabacearum

I
OO0
lelel=lN
cCcC

o
2
(ol

|

OO00OOO00OOOOONO0)
00000000000 000
cccccccccccccc

T T T
338,83
Sc3co
chc
.

0.005

De acordo com os resultados obtidos na arvore de Inferéncia Bayesiana com base
nos dados concatenados (EF-1a e RPB2) para os isolados COUFAL0475, COUFAL0476,
COUFALO0477, COUFALO0478, COUFALO0479, COUFALO0480, COUFALO0481 e
COUFALO0482 é possivel observar que se agruparam com a espécie F. falciforme em um
clado bem suportando dentro do complexo F. solani (FSSC) (Figura 4). O alinhamento

concatenado com as espécies que pertencem ao FSSC apresentou 1559 caracteres, nos
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quais 29 sdo sitios parcimoniosamente informativos e 1530 sitios conservados. Os limites
do locus nos alinhamentos foram: TEF: 1-695 e RPB: 696-1559.

Figura 4: Arvore filogenética multi-locus inferida a partir da Anélise Bayesiana
utilizando os genes EF-1a e RPB2 para espécies do complexo Fusarium solani. Os
isolados utilizados neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com
Fusarium illudens (NRRL 22090).
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3.4 Caracterizacao Morfocultural

De acordo com os resultados obtidos na caracterizagdo cultural referente a espécie
F. fabacearum, as coldnias em meio BDA sintético apresentaram coloragdo cinza vinaceo
no centro e borda branca, tanto no verso quanto no reverso, as margens das colnias eram
irregulares e micélio aéreo abundante. A taxa de crescimento micelial em meio de cultura
BDA sintético foi de 2,9 — 4,3 mm/dia (Figura 5 a e b).

Na caracterizagdo morfoldgica os macroconidios, em meio &gar folhas de cravo,
apresentaram formato ligeiramente curvado no apice com trés septos, medindo 13,68 —
25,88 um (X= 18,54 um; n = 50) de comprimento e 1,84 — 3,18 um (X= 2,46 pm; n = 50)
de largura. Os microconidios, em meio BDA, apresentaram-se hialinos, formato
reniforme, com até 1 septo, variando de 3,54 — 8,16 pm (X= 5,64 pm; n = 50) de
comprimento e 1,41 — 2.83 pm (X= 2,05 pm; n=50) de largura (Figura 5 c). Os
clamiddsporos eram abundantes, de parede espessa, verrugosos e formados em cadeia
(Figura 5 d).

Figura 5 — Caracteristicas morfoculturais da espécie F. fabacearum. a e b. Verso e
reverso da colonia de F. fabacearum. c. Macroconidios e Microconidios. d.
Clamidosporos.

"\
f) S *}

Fonte: Autor, 2023
Os isolados de F. gossypinum apresentaram uma taxa média de crescimento

micelial de 1,4 — 2,5 mm/dia, em meio BDA sintético. Suas colonias eram esbranquicadas
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e no reverso apresentavam-se branco rosado. A margem da colbnia era irregular,
serrilhada ou filiforme, com micélio aéreo abundante (Figura 6 a e b).

Com base nos resultados obtidos na caracterizagcdo morfoldgica 0s macroconidios,
em meio agar folha de cravo, apresentaram formato falcado e ligeiramente curvado no
apice com trés a quatro septos, variando de 22 — 31 pm (X= 25,3 pm; n=50) de
comprimento e 2,7 — 4,0 pm (X= 3,2 um; n=50) de largura. Os microconidios em meio
BDA, apresentaram-se hialinos, formato reniforme, sem septo, variando de 5,72 — 7,85
pm (X=6,59 um; n=50) de comprimento e 2,64 — 2,0 um (X=2,33 pm; n=50) de largura

(Figura 6 ¢). N&o foi observado a presenca de clamiddsporos.

Figura 6 — Caracteristicas morfoculturais da espécie F. gossypinum. a e b. Verso e
reverso da colbnia de F. gossypinum. c. Macroconidio e microconidio.

Fonte: Autor, 2023

A caracterizagdo cultural da espécie F. elaeidis em meio BDA sintético,
apresentou taxa média de crescimento micelial de 2,4-3,0 mm/dia. A coloragéo da coldnia
tanto verso quanto no reverso da placa foi salm&o no centro e branco nas bordas. A
margem da coldnia era irregular, serrilnada ou filiforme, com micélio aéreo abundante
(Figura7 aeb).
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Nos resultados da caracterizacdo morfolégica os microconidios em meio BDA
apresentaram-se hialinos, de formato elipsoidal a reniforme, sem septo variando de 5 —
9,8 um (X=7,4 pm; n=50) de comprimento e 2 — 3,2 pm (X=2,8 um; n=50) de largura

(Figura 7 ¢). Néo foi observado a presenca de macroconidios e de clamiddsporos.

Figura 7 — Caracteristicas morfoculturais da espécie F. elaeidis. a e b. VVerso e reverso

da colbnia de F. elaeidis. c. Microconidios.

N ¢ B eVl i =
Fonte: Autor, 2023

A espécie F. falciforme, em meio BDA sintético, apresentou coloracdo na
superficie da colbnia esbranquicado com um halo rosado no centro e amarelado no
reverso da placa, com taxa de crescimento micelial de 3,6 — 4,5 mm/dia. A margem da
coldnia era serrilhada ou filiforme com abundante micélio aéreo (Figura 8 a e b).
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Os macroconidios, em meio agar folha de cravo, eram hialinos, com formato
ligeiramente curvado, e possuiam até trés septos, variando de 20,32 — 31,02 um (X= 24,62
um; n=50) de comprimento e 2,4 — 3,8 um (X= 3,6 um; n=50) de largura. Os
microconidios, em meio BDA, eram hialinos com formatos cilindricos a elipsoidal, sem
septos variando de 4,2 — 7,1 um (X= 5,62 pm; n=50) de comprimento e 1,8 — 2,6 um (X=
2,3 um; n=50) de largura (Figura 8 ¢). Os clamiddsporos eram hialinos, redondos, simples

ou em cadeia (Figura 8 d).

Figura 8 - Caracteristicas morfoculturais da espécie F. falciforme. a e b. Verso e
reverso da colénia de F. falciforme. c. Macroconidio e microconidio. d.

Clamiddsporos.

Fonte: Autor, 2023
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4. DISCUSSAO

De acordo com as andlises filogenéticas utilizando os genes TEF-1a e RPB2 foi
possivel identificar quatro espécies do género Fusarium: F. fabacearum, F. gossypinum,
F. elaeidis e F. falciforme como sendo os patdgenos responsaveis por causar
amarelecimento das folhas, escurecimento de raizes e caule com constricdo no colo das
plantas, bem como falhas na germinacgéo das sementes, murcha e tombamento nos estados
de Alagoas, Pernambuco e Ceara.

Um estudo sobre a epitificagdo do complexo de espécies F. oxysporum (FOSC)
foi realizado por Lombard et al. (2019) onde identificaram 21 espécies filogenéticas dos
quais 15 foram fornecidas no trabalho, com base nesta pesquisa F. fabacearum, F.
gossypinum e F. elaeidis estdo inseridas neste complexo. A espécie F. falciforme
pertence ao complexo F. solani (FSSC) (O’DONNELL et al., 2008; SCHROERS et al.
2016).

A etiologia do nome da espécie F. fabacearum refere-se a familia Fabaceae, que
inclui a planta hospedeira Glycine max (L.), a partir do qual este fungo foi isolado pela
primeira vez na Africa do Sul em 2010 (LOMBARD et al. 2019). No Brasil, essa espécie
foi relata recentemente causando sintomas de escurecimento dos feixes vasculares,
podriddo radicular, murcha e desfolha, seguida de morte em plantas de Syzygium
malaccensis [L.] Merryl and Perry (FARIAS et al. 2021).

A espécie F. gossypinum foi descrita pela primeira vez na Costa do Marfim em
1995 no algodoeiro (Gossypinum hirsutum L.) (LOMBARD et al. 2019) e,
posteriormente, foi relatada no centro sul da China causando murcha em inhame chinés
(Dioscorea polystachya Thunb.) (DONGZHEN et al. 2020).

O nome da espécie F. elaeidis refere-se a planta hospedeira Elaieis que pertence
a familia Arecaceae, no qual o fungo foi isolado pela primeira vez em 1949 (LOMBARD
et al. 2019). Recentemente, essa espécie foi identificada em plantas ornamentais de
Grevillea gracilis (Bartl.) causando sintomas de podridao da coroa, podriddo do caule e
raiz, e descoloracdo vascular (AIELLO et al. 2022).

Fusarium falciforme apesar de ser considerado um saproéfita de solo, possui uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo humanos e plantas (NALIM et al. 2011). Estudos
relatam que F. falciforme tem relacdo préxima com a espécie F. paranaense formando
uma linha biologica e filogeneética dentro do clado 3 do FSSC, que esta associada a

podriddo radicular da soja em diferentes regides do Brasil (COSTA et al. 2016).
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Para uma correta identificacdo das espécies do género Fusarium torna-se
necessario o uso de caracteres morfoldgicos associados com técnicas moleculares, devido
a alta taxa de variabilidade genética presente neste grupo fungico (AOKI et al. 2014). E
com isso, o gene TEF-1a apresenta uma efetiva funcdo de DNA barcoding, por ser um
gene de copia Unica, ser altamente informativo entre as espécies, além de apresentar uma
baixa taxa de mutagdo (O’DONNELL et al. 1998; GEISER et al. 2004; HYDE et al.
2014). Como também, o uso do gene RPB2, que é bastante informativo e confiavel, dando
uma boa resolugdo topoldgica nas arvores filogenéticas geradas (O’DONNELL et al.
2008).

De acordo com as analises filogenéticas individuais (ANEXO), observou-se neste
estudo que o gene TEF-a foi capaz de distinguir a espécie F. fabacearum, F. gossypinum
e F. elaeidis dentro do FOSC e F. falciforme dentro do FSSC, fornecendo uma melhor
resolucdo para discriminar as espécies dentro dos complexos. A regido do gene RPB2 nao
conseguiu separar as espécies dentro de cada complexo, diferindo dos resultados de
Lombard et al. 2019, que relata que o gene RPB2 forneceu uma boa resolucéo topoldgica,
mas com menor suporte estatistico. No entanto, a combinacdo dos dois genes conseguiu
distinguir as espécies e aumentou o suporte estatistico de cada clado formado e, assim,
comprovando a identificacdo correta das espécies no estudo.

No coentro, algumas espécies de Fusarium ja foram relatadas na literatura
causando tombamento, podridao da raiz, podriddo do caule e murcha como F. oxysporum,
F. moniliforme e F. solani no Egito (NADA et al. 2014) e, recentemente, F. semitectum
e F. equiseti foram identificadas causando tombamento em coentro na provincia de EI-
Minia Governorate, no Egito (LESSY et al 2022). A espécie F. oxysporum foi descrita
causando sintomas de murcha na Italia e na China (Gilardi et al 2019; Xi Li et al. 2021).
Yang et al. 2020 relataram F. equiseti causando podriddo do caule e raiz na China.
Contudo, este é o primeiro relato de F. fabacearum, F. gossypinum F. elaeidis e F.
falciforme causando tombamento em coentro no Brasil.

Todas as espécies de Fusarium identificadas neste estudo causaram sintomas de
tombamento na cultura do coentro. Resultados semelhantes foi observado no trabalho de
Xi Li et al. 2021, no qual apresentaram 0s mesmos sintomas observados na planta e
periodo de incubacdo. Porém, o método de inoculagdo foi por meio de suspenséo de
conidios em que as raizes das plantas de coentro foram mergulhadas na suspensdo com
concentragéo de 1 x 107 conidio/mL, por 10 min. Com isso, é notado que o método de

inoculagdo ndo influenciou nos sintomas causado por Fusarium spp. no coentro em
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ambos os trabalhos. Testes de patogenicidade sdo extremamente importantes para 0s
estudos epidemioldgicos, pois sdo responsaveis pela identificacdo se um determinado
fitopatogeno € especifica em determinado hospedeiro ou possui mais de um hospedeiro
(CAl et al., 2009).

No trabalho desenvolvido por Lessy et al. (2022) utilizaram o método de
infestacdo do solo, onde o indculo foi cultivado em 150g de gréos de cevada, contendo
200mL de agua, durante duas semanas e, posteriormente, infestado ao solo autoclavado.
As avaliacOes foram feitas durante 2 e 4 semanas apds a semeadura e pode-se observar
que as espécies F. oxysporum, F. semitictum, F. solani e F. equiseti causaram
tombamento de pré-emergéncia. No presente estudo, foi observado falhas na germinacéao
para a espécie F. elaeidis, podendo ter ocorrido um maior percentual de tombamento de
pré-emergéncia. Ja para as espécies F. fabacearum, F. gossypinum e F. falciforme foi
observado um maior indice de tombamento de pds-emergéncia. Deste modo, a incidéncia
de tombamento de pré e pds emergéncia pode variar de acordo com as condi¢fes do
ambiente, suscetibilidade da planta hospedeira e a agressividade do agente patogénico
(AMORIM, 2018).

As caracteristicas morfoldgicas e cultural observada para a espécie F. fabacearum
e F. gossypinum neste estudo, foram convergentes com os resultados descritos por
Lombard, Crous & Lampr (LOMBARD et al. 2019). Ja para a espécie F. elaeidis nao foi
observado a presenca de macroconidios, divergindo dos resultados de Lombard et al.
(2019). Para a espécie F. falciforme os resultados foram semelhantes aos de José et al.
2021. Contudo, segundo O’ Donnell et al. 2022 a identificacdo ao nivel de espécie com
base na morfologia do género Fusarium ndo € possivel devido a caréncia de caracteres
visiveis que distinguem espécies intimamente relacionadas, sendo necessario o uso de
analises filogenéticas para uma identificacdo mais acurada das espécies.

Com isso, os resultados deste trabalho mostram a identificacdo de quatro espécie
pertencente ao género Fusarium associado ao tombamento em mudas de coentro no
estado de Alagoas, Pernambuco e Ceara. Servindo de suporte para os pesquisadores que
visam o método de controle para esta doenca na cultura, além de auxiliar nos programas

de melhoramento genético.
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Tabela 2- Acessos do GenBank de isolados do género Fusarium utilizados nas analises

filogenéticas das espécies pertencentes ao complexo F. oxysporum.

NUmero de acesso NUmero de acesso no GenBank

Especies acultura TEF1-alpha RPB2

Fusarium callistephi CBS 187537 MH484966 MHA48487
F. callistephi CBS 115423 MH484996 MH484905
F. caminascens CPC 25792 MH485025 MH484934
F. caminascens CPC 25793 MH485026 MH484935
F. contaminatum CBS 111552 MH484991 MH484900
F. contaminatum CBS 1148997 MH484992 MH484901
F. cugenangense CBS 130304 MH485012 MH484921
F. cugenangense CBS 130308 MH485011 MH484920
F. curvatum CBS 14195 MH484985 MH484894
F. curvatum CBS 23894 MH484984 MH484893
F. duoseptatum CBS 102026 MH484987 MH484896
F. elaeidis CBS 21749 MH484961 MH484870
F. elaeidis CBS 21849 MH484962 MH484871

F. elaeidis COUFALO0459 - -
F. fabacearum CPC 25801 MH485029 MH484938
F. fabacearum CPC 258027 MH485030 MH484939
F. fabacearum COUFALO0318 OM678443 OM776944
F. fabacearum COUFAL0319 OM678444 OM776945
F. fabacearum COUFALO020 OM678445 OM776946
F. fabacearum COUFAL0321 OM678446 OM776947
F. fabacearum COUFAL0322 OM678447 OM776948
F. fabacearum COUFALO0323 OM678448 OM776949
F. fabacearum COUFALO0324 OM678449 OM776950
F. fabacearum COUFALO0325 OM678450 OM776951



F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. fabacearum
F. glycines
F. glycines
F. gossypinum
F. gossypinum
F. gossypinum
F. hoodiae
F. hoodiae
F. languescens

F. languescens

COUFALO0326
COUFALO0327
COUFALO0328
COUFALO0329
COUFALO0330
COUFALO0331
COUFALO0461
COUFALO0462
COUFALO0463
COUFALO0464
COUFALO0465
COUFALO0466
COUFALO0467
COUFALO0468
COUFALO0469
COUFALO0470
COUFALO0471
COUFALO0472
COUFALO0473
COUFALO0474
CBS 17633
CBS 20089
CBS 116611
CBS 116612
COUFALO0460
CBS 1324747
CBS 132476
CBS 119796
CBS 30091

OM678451

OM678452

OM678453

OM678454

OM678455

OM678456

MH484959
MH484979
MH484998
MH484999
MH485020
MH485021
MH485008

MH484983

OM776952

OM776953

OM776954

OM776955

OM776956

OM776957

MH484868
MH484888
MH484907
MH484908
MH484929
MH484930
MH484917

MH484892
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F. libertatis CPC 25782 MH485023 MH484932

F. libertatis CPC 25788 MH485024 MH484933

F. nirenbergiae CBS 115416 MH484993 MH484902
F. odoratissimum CBS 102030 MH484989 MH484898
F. odoratissimum CBS 102010 MH485013 MH484922
F. oxysporum CBS144134 MH485044 MH484953
F. oxysporum CBS144135 MH485045 MH484954
F. pharetrum CPC 30822 MH485042 MH484951
F. pharetrum CPC 308247 MH485043 MH484952
F.tardichlamydosporum CBS 102028 MH484988 MH484897
F. udum? CBS 17731 MH484957 MH484866

F. veterinarium CBS 109898 MH484990 MH484899
F. veterinarium CBS 117787 MH485003 MH484912
Fusarium sp. CBS 12881 MH484975 MH484884
Fusarium sp. CBS 130323 MH485018 MH484927
F. triseptatum CBS 25850 MH484964 MH484873
F. triseptatum CBS 130302 MH485001 MH484910
F. triseptatum CBS 119665 MH485007 MH484916
F. triseptatum CBS 116619 MH485015 MH484924
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aoutgroup

TEx-type culture

CBS Culture collection of the Westerdijk Fungal Biodiversity Institute

CPC personal collection of P.W. Crous, held at Westerdijk Fungal Biodiversity Institute
-As espécies identificadas neste estudo estdo destacadas em negrito

Tabela 3: Acessos do GenBank de isolados do género Fusarium utilizados nas anélises

filogenéticas das espécies pertencentes ao complexo F. solani.

Namero de Nuamero de acesso no GenBank
Espécies acesso a
cultura TEF1-alpha RPB2
Fusarium ambrosium NRRL 20438 AF178332 JX171584
F. euwallaceae NRRL 54722 JQ038007 JQ038028
F. falciforme CML 3951 MK158927 MH709241
F. falciforme NRRL 43441 DQ790478 DQ790566



F. falciforme CBS 47576 LT906669 LT960558

F. falciforme COUFALO0475 - -

F. falciforme COUFALO0476 - -

F. falciforme COUFALO0477 - -

F. falciforme COUFALO0478 - -

F. falciforme COUFALO0479 - -

F. falciforme COUFAL0480 - -

F. falciforme COUFALO0481 - -

F. falciforme COUFALO0482 - -
F. illudens? NRRL 22090 AF178326 JX171601
F. keratoplasticum FRC S-2477 JN235712 JN235897
F. lichenicola NRRL 32434 DQ246977 EF470161
F. neocosmosporiellum NRRL 43467 EF452940 EF469979
F. petrophilum NRRL 28546 DX6EVS3X01R EU329544
F. piperis NRRL 22570 DX6AE27Y013 EU329513
F. solani f.sp. batatas NRRL 22400 AF178343 EU329509
F. solani f.sp. cucurbitae NRRL 22153 AF178346 EU329492
F. solani f. sp. mori NRRL 22157 AF178359 EU329493
F. solani f.sp. pisi NRRL 22278 AF178337 EU329501
F. solani f.sp. robiniae NRRL 22161 AF178330 EU329494
F. solani sensu stricto NRRL 66304 KT313611 KT313623
F. striatum NRRL 20101 AF178333 EU329490
F. suttoniana NRRL 32858 DQ247163 EU329630
F. suttoniana CML 3942 MK 158921 MH709236
F. solani f.sp. xanthoxyli NRRL 22163 AF178328 EU329492
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2outgroup

-As espécies identificadas neste estudo estdo destacadas em negrito

NRRL Agricultural Research Service Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization
Research, US Department of Agriculture, Peoria, IL, USA

CML Colegdo Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brazil

FRC Fusarium Research Center, Penn State University, USA
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Figura 9 - Arvore filogenética inferida a partir da analise Bayesiana utilizando o gene

TEF-1a para as espécies do complexo Fusarium oxysporum (FOSC). Os isolados

utilizados neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore estid enraizada com

Fusarium udum (CBS 17731).
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Figura 10 - Arvore filogenética inferida a partir da analise Bayesiana utilizando o gene

RPB2 para as espécies do complexo Fusarium oxysporum (FOSC). Os isolados utilizados

neste estudo estdo enfatizados em negrito. A arvore est enraizada com Fusarium udum

(CBS 17731).
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Figura 11 - Arvore filogenética inferida a partir da Analise Bayesiana utilizando o gene
TEF-1a para espécies do complexo Fusarium solani. Os isolados utilizados neste estudo
estdo enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com Fusarium illudens (NRRL

22090).

F. neocosmosporiellum NRRL
F. lichenicola NRRL32434
F. euwallaceae NRRL54722
! 1L F. ambrosium NRRL20438
F. robiniae NRRL22161
ﬁﬁli—F. mori NRRL22157
"%__F. pisi NRRL22278
F. petroliphilum NRRL2854
—F. striatum NRRL22101

0,63 1

F. piperis NRRL22570
076 s3] 097 F. cucurbiticola NRRL2

F. batatas NRRL22400

F. xanthoxyli NRRL2216

0,97 40'71 F. solani NR
F. suttonianum CML3942
099l F, suttonianum NRRL32858
L F. keratoplasticum FRCS2
F. falciforme CBS47576
1. COUFAL0475
COUFAL0480
COUFALO0481
P COUFAL0477
058 COUFAL0478
_COUFAL0479
_F. falciforme NRRL43441
osa | F. falciforme CML3951
Vs COUFAL0482
_COUFAL0476

F. illudens NRRL22090

0.01



66

Figura 12 - Arvore filogenética inferida a partir da Analise Bayesiana utilizando o gene
RPB2 para espécies do complexo Fusarium solani. Os isolados utilizados neste estudo
estdo enfatizados em negrito. A arvore esta enraizada com Fusarium illudens (NRRL
22090).
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AVALIACAO DA SENSIBILIDADE IN VITRO DE Fusarium spp. A OLEOS
ESSENCIAIS
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RESUMO

Espécies de Fusarium que séo fitopatogénicas causam perdas na producdo agricola e
deterioracdo nos produtos na pds-colheita. E isso, geralmente resulta em contaminacéo
de alimentos, aumento da inseguranca alimentar e aumento nos precos na
comercializa¢do. Devido ao mal uso de fungicidas sintéticos como estratégia de controle
para 0 manejo das doencas. Com isso, por causa dos efeitos negativos associados a
aplicacdo de agrotdxico, tornou-se necessario a busca de estratégias de controle
alternativo que sejam mais acessiveis e ambientalmente seguras. E os produtos naturais
como os 0Oleos essenciais vem sendo estudados com mais frequéncia como um método de
controle contra esses patdgenos. Os Oleos essenciais sdo resultantes dos metabolitos
secundarios das plantas, que apresentam na maioria das vezes moléculas de natureza
terpénicas, como os fenois, polifenois, flavonoides, glicosideos, taninos, alcaloides e
outros compostos volateis que inibem o crescimento e desenvolvimento de fungos.
Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a sensibilidade in vitro dos 6leos essenciais
de cravo (Eugenia caryophyllus), canela (Cinnamomum cassia), citronela (Cymbopogon
winterianus) e melaleuca (Melaleuca alternifolia) em duas espécies de Fusarium (F.
fabacearum e F. falciforme) que causam tombamento em coentro. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x5 (4 6leos essenciais x
5 concentragdes), com cinco repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por
uma placa de Petri. Os tratamentos foram gerados pela combinacédo das concentracdes (O;
12,2; 25; 50; 100 e 200 uL mL?) dos oleos essenciais (cravo, canela, citronela e
melaleuca). As placas foram inoculadas com os patdgenos F. fabacearum e F. falciforme
por sete dias a 25 + 2 °C. Para verificar a diferenga entre os tratamentos foi calculado o
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC). De acordo com os resultados obtidos, o 6leo essencial de
canela foi o que apresentou o melhor resultado a partir da concentracdo de 50 puL mL"
com acdo fungicida no crescimento micelial para a espécie F. fabacearum e F. falciforme
guando comparado com 0s outros 6leos. E isso apresenta como promissor para o controle
alternativo do tombamento na cultura do coentro.

Palavras-chave: Fungicida natural, Coriandrum sativum, Damping-of
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ABSTRACT

Fusarium species that are phytopathogenic cause losses in agricultural production and
post-harvest deterioration of products. And this often results in food contamination,
increased food insecurity and increased market prices. Due to the misuse of synthetic
fungicides as a control strategy for disease management. With that, because of the
negative effects associated with the application of pesticides, it became necessary to
search for alternative control strategies that are more accessible and environmentally safe.
And natural products such as essential oils have been studied more frequently as a control
method against these pathogens. Essential oils are the result of secondary metabolites of
plants, which most often have molecules of a terpenic nature, such as phenols,
polyphenols, flavonoids, glycosides, tannins, alkaloids and other volatile compounds that
inhibit the growth and development of fungi. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the in vitro sensitivity of essential oils of clove (Eugenia caryophyllus),
cinnamon (Cinnamomum cassia), citronella (Cymbopogon winterianus) and tea tree
(Melaleuca alternifolia) in two species of Fusarium (F. fabacearum and F. falciforme)
that cause damping off in coriander. The experimental design was completely
randomized, in a 4x6 factorial arrangement (4 essential oils x 5 concentrations), with five
replications, with the experimental unit consisting of a Petri dish. Treatments were
generated by combining concentrations (0; 12.2; 25; 50; 100 and 200 pL mL-1) of
essential oils (clove, cinnamon, citronella and tea tree). The plates were inoculated with
the pathogens F. fabacearum and F. falciforme for seven days at 25 + 2 °C. To verify the
difference between treatments, the mycelial growth velocity index (IVCM) percentage of
inhibition of mycelial growth (PIC) was calculated. According to the results obtained, the
essential oil of cinnamon was the one that presented the best result from the concentration
of 50 uL mL- with fungitoxic action on the mycelial growth for the species F. fabacearum
and F. falciforme when compared with the other oils . And this presents as promising for
the alternative control of damping off in coriander culture.

Keywords: Natural fungicide, Coriandrum sativum, Damping-of
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1.INTRODUCAO

As doengas de plantas vém aumentando na agricultura com o passar dos anos e
concomitante a isso, 0 aumento da resisténcia dos patdgenos a agroquimicos (AMORIM
et al. 2016). Porem, o uso de fungicidas ainda é um dos principais métodos de controle
utilizados para doencas em plantas e quando mal manejados, causam problemas
ambientais, na saude dos humanos e dos animais (PORTO; SOARES, 2012).

Alguns métodos de controle como o fisico, biolégico e o cultural podem ser
adotados para reduzir o uso excessivo do controle quimico (VENTURIA et al. 2017). No
entanto, o controle alternativo surge com o intuito de gerar menos impacto ao ambiente e
seres vivos. Para isso, novos estudos estdo sendo feitos a partir do uso de extratos e 6leos
essenciais obtidos de plantas medicinais que sdo uma forma potencial de controle
alternativo de doencas em plantas cultivadas (SEEPE et al. 2021).

Os oOleos essenciais sdo obtidos de diversas partes das plantas, como cascas,
folhas, flores e frutos e sdo misturas complexas de substancias volateis com propriedades
antimicrobianas devido ao espectro de seus metabdlitos secundarios, como fendis,
polifendis, flavonoides, glicosideos, taninos e outros compostos (RISHI et al. 2003;
SULTANA et al. 2013). O primeiro registro de um pais a usar 0s 6leos essenciais foi 0
Egito Antigo, 3.000 a. C. para fins curativos, cosméticos e como produtos aromaticos
(SANTQOS, 2011).

Trabalhos realizados com o uso de 6leos essenciais, como de Steffen et al. (2019)
e Marino (2020) obtidos de plantas medicinais, mostraram o potencial das plantas no
controle de fitopatdgenos, por apresentarem acdo fungicida direta e inibindo o
crescimento micelial e a germinagéo de esporos.

O uso de produtos vegetais contra patdgenos fungicos pode dificultar o
aparecimento de resisténcia devido a presenca de diferentes compostos antimicrobianos,
além de serem mais seguros, pois apresentam baixa toxicidade ao ambiente e humanos
(BRINKER, 1998; FANDOHAN et al. 2004; CALVO et al. 2011). Sdo facilmente
biodegradaveis por serem instaveis com temperaturas elevadas e, consequentemente, nao
persistem no meio ambiente por muito tempo quando comparado com os fungicidas
convencionais (MARTINEZ, 2012).

Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a sensibilidade in vitro dos
Oleos essenciais de cravo (Eugenia caryophyllus), canela (Cinnamomum cassia),

citronela (Cymbopogon winterianus) e melaleuca (Melaleuca alternifolia) em duas
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especies de Fusarium (F. fabacearum e F. falciforme) que causam tombamento na cultura

do coentro.

2.METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia Molecular 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.

Os isolados utilizados no experimento foram obtidos a partir do estudo de
identificacdo de fitopatdgenos que causam tombamento em plantas de coentro, em areas
produtoras do nordeste do Brasil. Esses isolados foram identificados por Inferéncia
Bayesiana baseados nas analises multi-locus dos genes fator de alongamento (TEF-1a) e
RNA polimerase Il (RPB2), como Fusarium fabacearum (COUFALO0462) e F. falciforme
(COUFALO0478). A escolha das espécies para realizacdo dos experimentos € justificada
pela prevaléncia das mesmas em todas as areas de plantio da cultura, exceto para F.
falciforme que esteve presente apenas nos estados de Pernambuco e Ceara.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial triplo 4 x 2 x 5 (4 dleos essenciais x 2 patdgenos x 5concentracdes). Os
Oleos utilizados foram cravo folhas (Eugenia caryophyllus), canela da china
(Cinnamomum cassia), citronela (Cymbopogon winterianus) e melaleuca (Melaleuca
alternifolia). As concentragdes consistiram em 0; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pL mL™. Para
cada tratamento foram empregadas cinco repeticbes, sendo a unidade experimental
representada por uma placa de Petri.

Os 6leos essenciais foram adquiridos em loja de produtos naturais no comércio
local, sendo todos da marca Via Aroma. O método de extracdo dos 6leos foi por destilacao
de acordo com metodologia e especificacdes proprias dos fabricantes (Via Aroma, 2023).

Discos de micélio de 5 mm de diametro das espécies F. fabacearum e F.
falciforme foram removidos da margem das colénias, com 7 dias de crescimento em meio
de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e depositados em placas de Petri contendo meio BDA
sintético (20 mL de meio de cultura por placa de Petri), suplementado com os 6leos
essenciais nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pL mL™. Para a testemunha
utilizou apenas BDA sintético na concentragdo de 0 pL mL™,

As placas contendo os patdgenos foram incubadas em estufa Biochemical Oxygen

Demand (BOD) a 25° C, fotoperiodo de 12 h. Aos 7 dias, ap0s a inoculacao, foi realizada
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a avaliacdo do crescimento micelial do fungo que consistiu em medi¢des do didametro das
coldnias, obtidas pela média de duas medicGes perpendiculares, utilizando paquimetro
digital. Os resultados foram submetidos ao calculo do indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo micelial (PIC) de acordo com

as formulas (1 e 2).

IVCM = X Diametro médio real — Didmetro médio anterior Q)

Numero de dias apds a inoculagéo

PIC= (Crescimento da testemunha — crescimento do tratamento) x 100 @)

Crescimento da testemunha

Para a avaliacdo da acdo fungistatica e fungicida dos 6leos essenciais, discos de
BDA sintético, contendo o crescimento do patégeno, que tiveram o seu crescimento
micelial inibido na presenca dos 0leos essenciais foram transferidos para novas placas de
Petri contendo apenas meio de cultura Agar-agua (AA). As placas foram incubadas
durante 7 dias em BOD, a 25° C e fotoperiodo de 12 h. A acdo fungistatica foi considerada
quando o patégeno voltou a crescer em meio AA, apresentando inibicdo do crescimento
micelial apenas quando em contato com o Oleo essencial. A acdo fungicida foi
considerada quando o crescimento micelial foi inibido por completo, ndo sendo

observado o crescimento do patdgeno em meio AA.

3.RESULTADOS

Os 6leos essenciais de cravo folha (Eugenia caryophyllus), canela (Cinnamomum
cassia), citronela (Cymbopogon winterianus) e melaleuca (Melaleuca alternifélia)
reduziram o crescimento micelial in vitro de Fusarium fabacearum.

O o6leo de cravo folha apresentou inibi¢do total do crescimento micelial a partir de
25uL mL* (Figura 1A e Figura 3). O 6leo de canela inibiu o crescimento do patgeno a
partir da concentracdo de 50uL mL™ (FiguralB e Figura 3). Contudo, a inibicdo do
crescimento micelial de F. fabacearum no 6leo de citronela foi observado apenas na
maior concentracio testada (200uL mL™) (Figura 1C e Figura 3). E o 6leo de melaleuca
n&@o conseguiu inibir o crescimento em nenhuma concentracgdo testada, apresentando uma
diminuicdo na concentragéo de 200uL mL?, quando comparado as demais concentracoes
(Figura 1D e Figura 3).
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Figura 1 — Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Fusarium

fabacearum nas diferentes concentragdes dos 6leos essenciais.
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Com base nos resultados obtidos na Porcentagem de inibigdo micelial (PIC) para
a espécie F. fabacearum o 6leo essencial de cravo inibiu 100% o crescimento micelial a
partir de 25uL mL* (Figura 2A e Figura 3). Foi observado 100% de inibigdo do
crescimento a partir de 50 puL mL™ para o 6leo de canela (Figura 2B e figura 3). No
entanto, a inibicdo total do crescimento micelial do fungo no 6leo de citronela foi
observado apenas na maior concentragéo testada (200uL mL™) (Figura 2C e Figura 3). E
0 6leo de melaleuca ndo inibiu 100% o crescimento micelial em nenhuma concentracgao
testada, apresentando uma diminuicio na concentracio de 200puL mL™*, quando

comparado com as demais concentracdes (Figura 2D e Figura 3).

Figura2- Porcentagem de inibigdo micelial (P1C) Fusarium fabacearum nas diferentes
concentracdes dos 6leos essenciais.
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Figura 3 - Efeito das concentracdes dos 6leos essenciais no crescimento micelial de Fusarium

fabacearum.
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Na avaliacdo da acdo fungistatica e fungicida dos dleos essenciais para a espécie
F. fabacearum foi possivel observar a a¢do fungistatica apds 48h do patégeno, quando
submetido aos dleos de cravo (25 e 50uL mL™?) e citronela (200pL mL™).

O 6leo essencial de canela a partir da concentragdo de 50uL mL™ teve agéo
fungicida, ou seja, mesmo apos ser transferido para o meio com apenas AA observou-se

que ndo houve a retomada do crescimento, inibindo 100% o patogeno (Figura 3).

Figura 4 - Efeito das concentra¢des dos 6leos essenciais na acao fungistatica e fungicida

no crescimento micelial de F. fabacearum. a. Acdo fungistatica. b. Acédo fungicida.

Fonte: Autor, 2023

Nos resultados obtidos para a espécie F. falciforme o 6leo de cravo folha e canela
inibiram 100 % o crescimento do patdgeno a partir da concentragdo de 50pL mL* (Figura
5A e B; figura 7). Quando o patdgeno foi submetido ao 6éleo de citrolena observou que
apenas na concentragdo de 200uL mL que ndo houve o crescimento (Figura 5C e Figura
7). No entanto, 6leo de melaleuca n&o inibiu o crescimento em nenhuma concentragdo

testada (Figura 5D e Figura 7).
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Figura 5 — Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Fusarium
falciforme nas diferentes concentragdes dos Gleos essenciais.
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De acordo com os resultados obtidos na Porcentagem de inibicdo micelial (PIC)
para a espécie F. falciforme o dleo essencial de cravo e canela inibiram 100% o
crescimento micelial a partir de 50uL. mL* (Figura 6A e 6B; Figura 7). O maior percentual
de inibicdo do crescimento micelial do fungo no 6leo de citronela foi observado apenas
na maior concentragdo testada (200uL mL™) (Figura 6C e Figura 7). E o 0leo de
melaleuca néo inibiu 100% o crescimento micelial em nenhuma concentracdo testada
(Figura 6D e Figura 7).

Figura6- Porcentagem de inibi¢cdo micelial (PIC) Fusarium falciforme nas diferentes

concentracdes dos 6leos essenciais.
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Figura 7 - Efeito das concentracdes dos 6leos essenciais no crescimento micelial de Fusarium falciforme.

Testemunha 12,5pL mL-1 25 pL mL-1 50 pL mL-1 100pL mL-1

200pL mL-1

-~ 5

Cravo folha | |

Canela

Citronela

Melaleuca

Fonte: Autor, 2023



90

Nos resultados obtidos para a espécie F. falciforme o 6leo de cravo folha
apresentou agdo fungicida apos 24h na concentracdo de 200uL. mL™. No dleo de canela
0 patdgeno apresentou acgdo fungicida a partir da concentracdo de 50uL mL*. No entanto,
citronela teve agdo fungistatica nas concentragdes de 100 e 200uL mL* apds 24h (Figura
8).

Figura 8 - Efeito das concentracGes dos 0leos essenciais na acao fungistatica e fungicida

no crescimento micelial de Fusarium falciforme. a. Acdo fungistatica b. Acdo fungicida.

Fonte: Autor, 2023
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DISCUSSAO

Os 6leos essenciais tém a capacidade de promover controle microbiano, em
virtude da sua composicdo quimica. Diversos constituintes que estdo presentes nos 6leos
agem por mecanismos de acdo em diferentes alvos, proporcionando algumas vantagens
ao seu uso quando comparado com os fungicidas sintéticos, uma vez que reduzem a
possibilidade de resisténcia em fitopatdgenos (LIMA et al. 2019).

Compostos fendlicos, como o eugenol presente no 6leo de cravo (Eugenia
caryophyllus) (ROJAS et al. 2014), cinamaldeido em canela (Cinnamomum cassia)
(PONCIANO et al. 2020), citronelal, geraniol e citronelol em citronela (Cymbopogon
winterianus) (CRUZ et al. 2015), o—terpineno, y—terpineno, 1,8-cineol e terpinen-4-ol em
melaleuca (Melaleuca alternifolia) (GARCIA et al. 2009), sdo constituintes presentes nos
oleos testados, apresentando atividade microbiana.

Todos os 6leos foram capazes de diminuir/inibir o crescimento micelial das
espécies de Fusarium, exceto citronela e melaleuca para F. fabacearum na concentragao
de 12,5 uL mL™. Segundo Pereira et al. 2006, os resultados inferiores de alguns 6leos
essenciais sobre alguns fungos podem ser atribuidos a uma possivel inadequacdo das
doses empregadas.

Alguns mecanismos de acdo causados pelos 6leos essenciais em fungos séo o
rompimento da integridade da parede celular pela inibigdo da sintese de quitina e -
glucanas, ruptura da membrana celular, seja por ligacdo ou inibicdo da biossintese de
ergosterol, e a inibicdo de acido ribonucleico, acido desoxirribonucleico ou sintese de
proteinas (SEEPE; NXUMALO; AMOO, 2021).

As figuras 3 e 7 mostram a efetividade dos 6leos estudados para o controle
micelial de F. fabacearum e F. falciforme em diferentes concentracGes, sobressaindo-se
os Gleos de cravo (a partir de 50 pL mL1), canela (a partir de 50 pL mL) e citronela (200
uL mL?). Estudos que mostram a inibicdo do crescimento de fungos in vitro s&o relatados
na literatura. Ascari, 2022, avaliou o potencial dos 6leos essenciais de canela-da-china,
lavandin e palmarosa na inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium spp. Com base nos resultados obtidos, 0s
o0leos de canela-da-china e palmarosa inibiram em 100% as espécies fungicas testadas nas
concentracdes de 500 e 1000 ppm. Todos os 6leos inibiram o crescimento dos isolados
de Fusarium spp., porém, somente o 6leo de canela manteve a inibicdo total.

Estudando o controle de alguns fitopatdgenos, Cruz et al. 2015 identificaram o0s

principais componentes e avaliaram o efeito fungitoxico do Oleo essencial de
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Cymbopogon winterianus (citronela) sobre trés isolados de Fusarium solani
(UENF/CF163, UENF/CF241 e UENF/CF295) provenientes da goiabeira. De acordo
com seus resultados, os principais componentes encontrados foi o geranial (28,62%),
citronelol (23,62%) e neral (17,10%). A menor concentracdo do Oleo essencial de
citronela inibiu em mais de 90% a germinacdo de esporos dos isolados UENF/CF241 e
UENF/CF295, e reduziu a producdo de esporos em mais de 95% nos trés isolados,
indicando que esse 6leo possui uma boa atividade fungicida para esses isolados.
Figueiredo et al. 2020, em seus estudos, relatou que o 6leo essencial de cravo folha inibiu
o crescimento micelial de Cladosporium herbarum, agente etiolégico da doenca
conhecida como “verrugose” que afeta todos os o6rgaos aéreos do maracujazeiro, a partir
da concentragdo de 1,6 uL e apresentou uma inibi¢ao micelial total na concentragdo de
12,8 L

Em contrapartida, Martins et al. 2010, mostram a eficacia do 6leo de melaleuca
em que obtiveram inibi¢cdo total no crescimento de Macrophomina phaseolina e
Sclerotinia sclerotiorum a partir da concentracdo de 0,2%. Souza et al. 2015 relataram
que o Oleo de melaleuca foi eficaz no controle de Cercospora beticola e, como
consequéncia, houve producdo de raizes de beterraba com melhor desenvolvimento.

Os resultados desse estudo mostram alternativas de controle para a reducéo dos
patdgenos que causam sintomas de tombamento na cultura do coentro, visto que € uma
doenca de grande importancia e vem causando perdas expressivas na producdo em
diversas areas de plantio no nordeste do Brasil. No entanto, estudos mais destalhados,
bem como teste em casa de vegetacdo e campo precisam ser realizados para uma melhor

confiabilidade na ado¢do do método de controle.
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