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RESUMO

A mancha branca (Phaeoramularia manihotis) provoca perdas significativas na cultura da
mandioca, quando associada a outras manchas foliares. Este fungo pode apresentar
variabilidade morfo-fisioldgica dependendo das condi¢cBes ambientais. As medidas de
controle da doenga sdo muito escassas e limitadas. A falta de produtos registrados vem
tornando o uso de métodos alternativos uma opcdo cada vez mais viavel. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar morfo-fisiologicamente P. manihotis e avaliar a eficiéncia de
produtos naturais no controle da doenca. Na avaliacdo do crescimento micelial foram
utilizados os meios de cultura BDA, LCA, CA, ADA, V8 e FDM. Para avaliar a esporulagéo,
foram utilizados os meios de cultura V8, BDA e CA, selecionados previamente, nas
condicBes de escuro continuo, claro continuo, e luz alternada (12 horas), incubando o isolado
por 25 dias. Utilizou-se DIC com nove tratamentos, em arranjo fatorial 3 x 3 com 5
repeticdes. A determinacdo de peso seco foi realizada atraves do cultivo de discos de micélio
em meios de cultura liquidos (BD, CC e V8), seguidos da filtragem e da secagem da massa
micelial a 60°C por 48 horas com 3 tratamentos e 8 repeticOes. Para a instalacdo do
experimento “in vitro”, discos de BDA, contendo micélio do fungo foram transferidos para
placas de Petri com meio BDA contendo os produtos naturais (manipueira, 6leo de horteld,
extratos de alho, meldo de Sdo Caetano e Ecolife®), o fungo Trichoderma sp. e o fungicida
mancozeb. Como testemunha foi utilizada placa contendo meio BDA com disco de inoculo do
patdgeno e avaliada a percentagem do crescimento micelial do patdgeno ap6s 7 dias de
incubacdo. Em casa de vegetacdo pulverizou-se folhas de mandioca CV rosinha com 0s
mesmos produtos naturais testados “in vitro”. E apds dois dias inoculou-se com um disco de
BDA, contendo micélio do fungo. 16 dias apds determinou-se a severidade da doenca. Foram
utilizados DIC com oito tratamentos e quatro repeticdes. Os meios de cultura apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao crescimento do referido fungo, sendo o meio V8 o que
proporcionou maior crescimento micelial. Os meios de cultura ndo foram capazes de produzir
estruturas reprodutivas de P. manihotis, nas condi¢Ges estudadas. Em relacdo ao peso seco, o
meio V8 foi 0 que favoreceu uma maior quantidade de massa micelial de P. manihotis. As
caracteristicas culturais do isolado de P. manihotis variaram de acordo com o substrato
empregado, mas em geral as coldnias apresentaram micélio que variou de flocoso, cotonoso e
ralo; com bordos regulares a irregulares; crescimento radial com ramificacbes, sem
ramificacdes e uniforme; coloracdo de esbranquicada a translucida e auséncia de crescimento
micelial sob o meio de cultura ou producdo de conidios. “In vitro” todos os tratamentos,
exceto 0 meldo de S&o Caetano, foram capazes de inibir o crescimento micelial do fungo,
sendo que o Ecolife®, o fungicida mancozeb e horteld-pimenta promoveram uma inibicdo de
100%. O fungicida mancozeb apresentou atividade fungistatica. “In vivo” o tratamento com
Trichoderma sp., foi o Unico a diferir da testemunha, sendo capaz de inibir a formacao da
lesdo nas folhas de mandioca, porém nédo apresentou diferenca significativa dos tratamentos
com meldo de S&o Caetano, Mancozeb, Manipueira, Horteld-pimenta e extrato de alho, os
quais apresentaram lesio nas folhas. O Ecolife® foi fitotoxico as folhas de mandioca.

Palavras-chave: fungo, mandioca, controle alternativo



ABSTRACT

The white spot (Phaeoramularia manihotis) causes significant loss of cassava, when
associated with other leaf spots. This pathogen can present morpho-physiological variability
depending on environmental conditions. The measures to control the disease are very scarce
and limited. The lack of registered products is making the use of alternative methods an
increasingly viable option. The objective of this study was to characterize the morpho-
physiologically P. manihotis and evaluate the efficiency of natural products for disease
control. In the evaluation of mycelial growth means of PDA, LCA, CA, ADA, V8 and FDM
culture were used. To assess sporulation media V8, PDA and CA the conditions of
continuous darkness, continuous light and alternating light (12 hours), incubating isolated for
25 days. The determination of dry weight was performed by growing mycelial discs in liquid
culture media (PD, CC and V8), followed by filtering and drying the mycelial mass at 60 ° C
for 48 hours. Disks containing mycelia were transferred to Petri dishes with PDA medium
containing natural products (cassava, spearmint oil, extracts of garlic, melon and S&o Caetano
Ecolife ®) , Trichoderma sp. and mancozeb. Was used as control plates containing PDA
medium with inoculum of the pathogen disk and evaluated the percentage of the pathogen
mycelial growth after 7 days of incubation. In greenhouse-sprayed if cassava leaves CV
rosinha with the same natural products tested "in vitro". And after two days was inoculated
with a PDA disc containing the mycelium of the fungus. 16 days after it was determined the
severity of the disease. The culture media showed significant differences in relation to the
growth of this fungus, and the V8 which means greater mycelial growth. The culture media
were not able to produce spores of P. manihotis. V8 medium was which favors a greater
amount of mycelium of P. manihotis. The cultural characteristics of the isolate of P.
manihotis varied according to the substrate used, but in general the colonies showed that
mycelium ranged from flaky, cotonoso and drain; with regular to irregular edges; radial
growth of branches without ramifications and uniform; whitish translucent coloration, and no
myecelial growth in the culture medium or production of conidia. All treatments except the
melon Sao Caetano, were able to inhibit the mycelial growth of the fungus, and Ecolife ®,
mancozeb and peppermint promoted an inhibition of 100%. Trichoderma sp. was the only
witness to differ, being able to inhibit lesion formation in cassava leaves, but no significant
difference of the melon Sao Caetano, mancozeb, cassava juice, mint-pepper and garlic
extract. Ecolife ® was toxic to cassava leaves.

Keywords: fungus, cassava, alternative control
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é cultivada em mais de 90 paises tropicais e
subtropicais (CONCEICAO, 1987). O Brasil, segundo maior produtor, possui
aproximadamente 13% da producdo mundial, ficando atrds apenas da Nigéria (FAO, 2000;
LORENZI, 2003; CONAB, 2012).

Apesar de sua raiz possuir um baixo valor nutricional, em muitas regides pobres do
Brasil a planta da mandioca €é a principal fonte de proteinas na alimentagdo (CARVALHO;
KATO, 1987). Na regido do nordeste brasileiro M. esculenta é o principal alimento para 60
milhdes de pessoas (NASSAR, 2006).

O Estado de Alagoas possui uma area plantada de 20.915 hectares com uma producéo
média de 15,5 toneladas por hectare (IBGE, 2012), abaixo da média nacional de 26,1 t/ha
(SILVA; ANDRADE, 2011, FRAIFE FILHO; BAHIA, 2012). Esse fato estd associado
principalmente por conta do baixo uso de tecnologias, como a ndo utilizagdo de insumos,
manejo inadequado e emprego de variedades suscetiveis a doencas (MATTOS; GOMES,
2000).

Entre as doengas que afetam a cultura da mandioca a mancha branca (Phaeoramularia
manihotis) é uma das principais. Sua importancia é decorrente da sua incidéncia, que
independe das condicgdes climaticas e épocas do ano (MASSOLA; BEDENDO, 1997b). Seu
ataque pode provocar desfolha da cultura (SANTOS et al, 2003).

A identificacdo desse fungo sempre foi realizada basicamente pela morfologia de suas
estruturas macro e microscéopicas (TORTORA et al., 2009). No entanto alguns fatores como a
composicdo do substrato e idade da cultura podem afetar a morfologia dos conidios,
interferindo na definicdo precisa da posicdo taxondmica dos isolados, originando relatos
convergentes (ORREGO FUENTE et al., 1996).

As medidas de controle para mancha branca sdo muito escassas e limitadas, se
restringindo a utilizacdo de variedades resistentes e manejo cultural, visando a reducgdo das
perdas (KIMATI et al., 1997), porém a eficiéncia dessas técnicas se limita a partir do
momento em que o patdgeno encontra condicdes favoraveis (LOZANO, 1989). Como ndo ha
registro de fungicidas controladores desse patdgeno para a cultura e pelos seus efeitos como

acumulo de substéncias nocivas no solo e dgua e consequente contaminagdo do homem e
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ambiente (TALAMINI; STADNIK, 2004), o uso de controles alternativos, como extratos,
Oleos vegetais e biocontroladores, vem se tornando uma opg¢do cada vez mais viavel em

aspectos econémicos e ambientais (BETTIOL, 1991).

Resultados promissores obtidos em trabalhos desenvolvidos com extratos e 6leos
essenciais de plantas, tem resultado em potenciais controladores fitopatogénicos, tanto com
acdo fungitoxica direta, inibindo crescimento e esporulacdo de fungos, quanto pela inducdo de
fitoalexinas, indicando compostos elicitores (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Dentre
esses extratos e Oleos de plantas, estdo espécies como horteld pimenta (Mentha piperita),
Ecolife® (produto a base de biomassa citrica), a manipueira (extrato liquido das raizes de
mandioca (Manihot esculenta Crantz)) e os extratos de alho (Allium sativum L.) e meldo de
Sao Caetaneo (Momordica charantia L.). E os controladores biolégicos como Trichoderma
spp. possuem a capacidade de produzir antibiéticos (DENIS; WEBSTER, 1971).

Porém, o comportamento desses produtos alternativos, variam muito em relacdo aos

distintos géneros ou até mesmo espécies testadas.

Desta maneira o objetivo do presente trabalho foi caracterizar morfo-fisiologicamente
0 agente etiologico causador da mancha branca da mandioca e avaliar os efeitos de produtos

naturais e indutores de resisténcia sobre a severidade da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Aspectos gerais da cultura da mandioca

O género Manihot apresenta 98 espécies, onde a Unica cultivada é a Manihot esculenta
Crantz (mandioca) por suas raizes ricas em carboidratos, fora ela apenas mais uma espécie
possui importancia econémica, M. glaziovii, utilizada na producédo de latex e em trabalhos de
resisténcia genética ao virus do mosaico (NASSAR et al., 1986; HERSHEY, 1992).

A M. esculenta é uma planta perene, arbustiva, pertencente a familia das Euforbiéceas.
Sua raiz, rica em fécula, é a parte mais importante usada na alimentacdo humana e animal e
como principal fonte de carboidratos para milhdes de pessoas ou como matéria prima para
diversas industrias (FRAIFE FILHO; BAHIA, 2012). Sua origem ¢é sul-americana,
provavelmente do Brasil, e seu cultivo ocorre desde a antiguidade pelos povos nativos desse
continente (SILVA; ANDRADE, 2011, SILVA et al., 2001).

O é&cido cianidrico (HCN), de acordo com sua concentracdo, € o responsavel pela
classificacdo das cultivares de mandioca (PEREIRA et al., 1977). As cultivares com
concentragdo do HCN abaixo de 100mg.kg™ sdo denominadas: mansas, de mesa, macaxeira
ou aipim, as quais sdo destinadas para consumo in natura; ja as que apresentam concentraces
mais altas que a citada sdo denominadas como: brava ou industrial, que sdo utilizadas para
transformacéo na industria (ALVES et al., 2009).

No Brasil foram catalogadas mais de quatro mil variedades, sendo as mais
recomendadas para a regido Nordeste: Formosa, Mani Branca, Arari, BRS Guaira, BRS
Mulatinha, BRS Dourada, BRS gema de ovo, Crioula, Amansa burro e Rosinha. (EMBRAPA,
2014).

Seu ciclo natural pode chegar a cerca de 36 meses dependendo da variedade, mas
comercialmente esse periodo é reduzido para 12 a 18 meses. Suas condicfes climaticas ideais
sdo: faixa otima de temperatura entre 20 °C e 27 °C, podendo se estabelecer em ambientes
com temperaturas entre 16°C e 38°C; 1000 a 1500 mm/ano, mas produz em regides tropicais
com 4000 mm/ano e regides semi-aridas com precipitacdo entre 500 e 700 mm/ano; altitudes
de 600 a 800 metros acima do nivel do mar; periodo de luz de 12horas/dia (SILVA,
ANDRADE, 2011).
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Apesar de Nassar (2006) citar que a mandioca é apontada por diversos pesquisadores,
como a cultura de maior eficiéncia biolégica como produtora de energia € a de melhor
adaptacdo a solos deficientes em nutrientes, os solos arenosos e de textura média, bem
drenados, profundos, descompactados e com pH em torno de 5,5 a 6,5 sdo 0s mais adequados

ao desenvolvimento da cultura, segundo Alves et al. (2009).

A propagacdo nos sistemas de cultivo brasileiro ocorre através de ramas com 5 a 7
gemas, 20cm de comprimento e 2cm de diametro, com idade entre 10 a 12 meses
(EMBRAPA, 2014). Séao plantadas normalmente no inicio das estagdes chuvosas para
favorecer uma boa brotacéo, enraizamento e produtividade. O espagamento vai depender da
variedade, fertilidade do solo e sistema de cultivo, apresentando para fileira simples: 1,00 x
0,6 ma 1,00 x 1,00 m e fileiras duplas: 2,00 x 0,60 x 0,60 m ou 2,00 x 0,80 x 0,80 m, este
ultimo permitindo rotacéo de culturas (ALVES et al., 2009).

A regido Nordeste tradicionalmente caracteriza-se pelo sistema de policultivo, ou seja,
mistura de mandioca com outras espécies alimentares de ciclo curto, principalmente feijao,
milho e amendoim. (FRAIFE; BAHIA, 2012). O plantio escalonado na regido, abastece o
mercado, sendo comum encontrar a cultura implantada durante todas as épocas do ano
(SILVA; ANDRADE, 2011).

2.2- Importancia da mandioca

No trabalho escrito por Sousa (1851), citado por Galera (2008) ja ha relatos sobre a
existéncia de duas “castas” distintas de mandioca no século XVI, as com peconha, utilizadas
para producdo de farinha e entre outros produtos processados e 0s aipins, consumidos

assados, cozidos e como bebidas.

Nassar (2006) cita dados da FAO, que indicam a mandioca como a principal cultura de
subsisténcia tropical no mundo e a quarta mais importante na producédo de alimentos, onde 0s
consumidores retiram cerca de 70% das calorias diarias. Além disso, esse autor cita também

gue a mandioca € destaque, dentre as outras culturas, em varios estudos cientificos, por

SOUSA, G.S. Tratado descritivo do Brasil, em 1587. Revista do Instituto Historico e Geographico do Brazil.
Rio de Janeiro: Tipografia Universal de Laemmert, tomo XIV, 1° da terceira série, p. 518, 1851
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possuir a mais alta produtividade de calorias, maior eficiéncia bioldgica e melhor adaptacédo a

solos com deficiéncia nutricional.

A mandioca desempenha uma elevada importancia social como principal fonte de
carboidratos para mais de 700 milhdes de pessoas, essencialmente nos paises em
desenvolvimento. Adicionalmente, a exploracio do amido (denominado fécula)
principalmente pelo setor industrial, e o emprego da mandioca na alimentagdo animal
ressaltam o valor econémico da cultura (SILVA; ANDRADE, 2011). Estima-se que no Brasil,
nas fases de producdo primaria e no processamento de farinha e fécula, sdo gerados um
milhdo de empregos e uma receita bruta anual de 2,5 bilhdes de ddlares; a producdo que é
transformada em farinha e fécula gera receitas equivalentes a 600 milhdes de ddlares
(SOUZA; FIALHO, 2003).

A area plantada no mundo é de cerca de 18,7 milhdes de hectares com uma producao
de 250,75 milhGes de toneladas, onde o Brasil possui aproximadamente dois milhdes de
hectares plantados e uma producdo de 26,1 milhdes de toneladas (SILVA; ANDRADE, 2011,
FRAIRE FILHO; BAHIA, 2010), ficando atras apenas da Nigéria com uma producdo de 39
milhGes de toneladas e a frente da Tailandia com 21,9 milhdes de toneladas (CONAB, 2012).

A mandioca encontra-se presente em todo o territorio nacional. A regido Nordeste
destaca-se com aproximadamente 50% da area plantada e 34,7% da producao nacional, porém
com rendimento médio de apenas 10,6 t/ha; as demais regides participam com 25,9% (Norte),
23,0% (Sul), 10,4% (Sudeste) e 6,0% (Centro-Oeste). As maiores produtividades, com média
de 20 toneladas de raizes/ha, estdo nos estados de So Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul
(SILVA; ANDRADE, 2011; SOUZA; FIALHO, 2003).

Em Alagoas a area de cultivo principal fica localizada no agreste em 14 municipios
(Arapiraca, Campo Grande, Craibas, Coité do Noia, Feira Grande, Girau do Ponciano, lgaci,
Junqueiro, Lagoa da Canoa, Limoeiro de Anadia, Palmeira dos indios, Sdo Sebastido, Olho D’Agua
Grande e Taquarana) com uma area de cerca de 20 mil hectares, distribuidas entre 30 mil
familias, que produzem anualmente 325 mil toneladas. A produtividade alcanca 18 t/ha. A
producdo é destinada para o proprio Estado e para estados vizinhos como Sergipe e

Pernambuco, tanto in natura como processadas (SEBRAE, 2008).
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Por ser consumido normalmente in natura, o cultivo do aipim é conduzido, em geral
sem uso de insumos, sob manejo inadequado e com utilizacdo de cultivares suscetivel a
doengas (MATTOS; GOMES, 2000). Este fato torna a cultura sujeita a diversas doencas e
entre essas destacam-se as causadoras de manchas foliares como mancha parda
(Cercosporidium henningsii), mancha parda grande (Cercospora vicosae) (TERI et al., 1978)
e mancha branca (Phaeoramularia manihotis) (SILVA; ANDRADE , 2011).

2.3- Mancha Branca em mandioca

A cercosporiose da mandioca ocorre com grande frequéncia na cultura, causando
lesbes nas folhas, sob a forma de manchas necroéticas, diminuindo a area fotossintética da
planta (SOUZA; FIALHO, 2003).

A mancha branca (Phaeoramularia manihotis (F. Stevens & Solheim) MB Ellis),
anteriormente denominada Cercospora caribaea (SOUZA; FIALHO, 2003; KIMATI et al.,
1997), foi, segundo Solheim e Stevens (1931), constatada na Guiana Inglesa, no continente
Sul-americano. Em 1911 foi constatada na Cuba (CARDIN, 1911). Essa espécie pertence ao
filo Ascomycota, ordem Capnodiales, Familia Mycosphaerellaceae, Género Phaeoramularia
(MASSOLA JR; KRUGNER, 2011).

O agente causal da mancha branca possui uma grande capacidade de adaptacdo a
diversas condi¢des climaticas, sendo possivel detectar a doenca em ampla distribuicdo
geografica e em qualquer época do ano, sendo as condi¢des mais favoraveis ao seu
aparecimento, estacfes chuvosas (alta umidade) e temperaturas mais amenas como nas
baixadas e litoral brasileiro. Podem também ocorrer em menor intensidade em temperaturas
mais altas (MASSOLA JR; BEDENDO, 1997b; AYESU-OFEEI; ANTWI- BOASIAKO,
1996; SILVA et al., 1988; SILVA; ANDRADE, 2011).

O fungo coloniza, preferencialmente, as folhas mais velhas das plantas, causando
manchas de colora¢do que variam do branco ao pardacento, com bordos bem definidos e
avermelhados, formato circulares a angulares e com tamanho entre 1 a 7 mm de diametro, a
lesdo fica profunda em ambos os lados da folha. Folhas muito atacadas tornam-se amarelas e
caem precocemente (ALVAREZ; LLANO, 2002; SILVA; ANDRADE, 2011).
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Duas das caracteristicas da mancha branca que difere das outras cercosporioses da
mandioca (C. henningsii e C. vicosae) sdo seus sintomas e as estruturas reprodutivas: na lesao
sdo formados conidioforos fasciculados soltos, de cor pardo-amarelados e largura uniforme,
nédo sao ramificados, geniculados, septados, tortuosos e bastante longos, geralmente 3-5 a 50-
200u. Seus conidios sdo hialinos, ovalados a cilindricos, com pontas arredondas, podendo ter
de 1 a 6 septos, retas ou semicurvas com tamanho de 4 a 8 x 20 a 90 u. Sua penetracdo ocorre
pelas cavidades estomaticas, e a colonizagdo nos espacos intercelulares. O ciclo se repete em
toda estacdo chuvosa devido a dispersdo através do vento e pingos de chuva. Sua
sobrevivéncia em periodos desfavoraveis ocorre nos tecidos velhos de folhas infectadas.
(VIEGAS, 1941; POWELL, 1972).

Apesar de ndo haver muitos trabalhos quantificando perdas a cultura, sabe-se que alta
incidéncia do patdgeno pode provocar desfolha ou queda na producdo das raizes, quando
associadas com outras cercosporioses (CARVALHO et al., 2012a; MASSOLA JUNIOR;
BEDENDO, 1997a).

2.4- Manejo da Mancha Branca da Mandioca

Desde a mais remota antiguidade, as doencas de plantas causam problemas para 0s
sistemas agricolas. Isso é agravado cada vez mais com o progresso da agricultura, que acaba
gerando um desequilibrio biolégico (MICHEREFF, 2001).

De acordo com esse mesmo autor, o controle quimico de plantas € 0 meio mais
eficiente para garantir uma boa produtividade e qualidade de producdo, porém o uso de
agroquimicos tras consequéncias negativas para 0 meio ambiente, como intoxicacao, eroséo e
contaminacédo dos solos, das &guas e alimentos (CAMATTI-SARTORE et al., 2011). No caso
das manchas foliares da mandioca, o controle quimico, apesar de eficiente, ndo ¢é
economicamente viavel (MIURA; MONTEIRO, 1997). Até entdo poucas medidas de controle
tém sido recomendadas, como uso de variedades resistentes, a diminui¢do da densidade de
plantio e a eliminacdo de espécies nativas de mandioca, e também a eliminacdo de possiveis
hospedeiros alternativos da doenga (MASSOLA JUNIOR; BEDENDO, 2005).

O fato de haver poucas medidas de controle se da pela pequena importancia
econbmica dada aos prejuizos ocasionados por P. manihotis. No entanto, 0 aumento da

incidéncia dessa doenca tem levado a procura de métodos alternativos de controle, tais como,
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uso de biofungicidas, extratos vegetais e 0leos essenciais. E como o mercado consumidor
atual exige a utilizacdo de produtos naturais para controle de doencas de plantas, visando a
salde ambiental, a utilizagdo do controle alternativo vem ganhando cada vez mais
importancia (FERRAZ, 1992; PRIMAVESI, 1997; VERZIGNASSI et al., 2003; STAUFFER
et al., 2000). Os resultados alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado promissores
para uma utilizacdo pratica no controle de fitopatogenos em diversas culturas (FRANCO;
BETTIOL, 2000; BENATO et al., 2002).

Culturas e produtos a base de plantas como alho (Allium sativum L.), meldo de Séo
Caetano (Momordica charantia L.), Ecolife® (biomassa citrica), manipueira e horteld
(Mentha piperica L), possuem fendis, quinonas, saponinas, flavonoides e terpendides em
quantidades suficientes para repelir insetos e prevenir doencas de plantas (SILVA JUNIOR;
VIZZOTO, 1996; FURTADO, 2006).

A Manipueira é um subproduto gerado do processo de prensagem das raizes da
mandioca na fabricacdo da farinha. Esse liquido leitoso de coloracdo amarelo-claro contém
derivados cianogénicos (Linamarina e linamarase) e sais minerais (CEREDA, 2001;
WOSIACKI; CEREDA, 2002; SEBRAE, 2014).

Esses residuos da prensagem normalmente sdo lancados ao meio ambiente,
principalmente em rios e acudes, provocando intoxicacdo ao homem e morte de peixes e
outros animais, como também contaminacdo de solos. Esses prejuizos podem ser evitados
através do uso como fertilizantes naturais, ja que a manipueira € rica em nitrogénio, fosforo e,
principalmente, em potéssio, e também como defensivos agricolas, uma vez que esse extrato
apresenta-se como pesticida agricola natural, agindo como nematicida, inseticida e fungicida
(FRANCO, 1986; FRANCO, 1990; SENA; PONTE 1982; PONTE, 2000; SEBRAE, 2014;
SILVA, 2003).

O Ecolife® é um produto a base de biomassa citrica, com formulacdo aquosa e
heterogenia, composto por bioflavondides citricos (Vitamina P), acido ascorbico (Vitamina
C), fitoalexinas citricas, acido latico, acido citrico, polifendis, glicerina vegetal e &cidos
organicos diluidos, o que o torna efetivo como protetor em culturas como pepino, cacaueiro e
cafeeiro (CAVALCANTI et al., 2006)

Segundo Rosa et al (2007) essas substancias promovem um equilibrio metabolico nas

fungdes das plantas, o que auxilia na prevencao de doencas. Varias pesquisas vém testando 0s



19

efeitos fungicidas do Ecolife® tanto “in vivo” quanto “in vitro” em diversas culturas
(BARGUIL et al., 2005; VILAS-BOAS et al., 2004).

O alho é rico em compostos com enxofre, que sdo metabolitos secundarios derivados
de aminoéacidos, o qual exercem atividade antimicrobiana e toxidade a nematoides, insetos e
fungos, e também sdo capazes de inibirem enzimas (HEINZMANN, 2002). Os seus efeitos
inibitérios no desenvolvimento sobre fungos é reconhecido mundialmente (STAUFFER et.,
2000).

Por essas e outras propriedades o alho ja vinha sendo utilizado na medicina humana,
como controle de doengas parasitarias tanto bacterianas (Helycobacter pilori), como flngicas
(Candida albicans) (O’GARA et al., 2000; LEMAR et al., 2005), e também como indutor de
quebra de dorméncia em videira (KUBOTA; MIYAMUKI, 1992). .

O meldo de Sdo Caetano (M. charantia) pertence a familia Curcubitaceae. E uma
trepadeira utilizada medicinalmente e muito popular em paises em desenvolvimento como o
Brasil. Seu fruto possui forma oblonga parecendo um pepino pequeno, junto de suas folhas e
raizes sdo utilizados para o alivio de célicas, como cicatrizantes, contra parasitas internos e
ectoparasitas. Alguns estudos fitoquimicos de seus componentes botanicos apresentaram 50
novos compostos biologicamente ativos como glicosideos cucurbitins e cucurbitane (CHEN et
al., 2008)

O hortel&-pimenta (M. pepirita) é uma planta aromética da familia Lamiaceae. Seu
Oleo extraido possui grandes concentrac6es de flavonoides e mentol e € utilizado como aditivo
alimentar, produtos de higiene bucal e em ramos farmacéuticos, possuem acGes
antimicrobianas, espasmoliticas, antifungicas e antibacterianas (SIMOES; SPITZER, 2000;
MARTINS, 1998).

Outro método utilizado é o controle bioldgico, ou seja, a utilizagdo de microrganismos
antagbnicos para o controle de doencas de plantas. Esse para substituir o controle quimico, vai
depender da disponibilidade e efetividade dos agentes de controle, pois sdo poucos 0s

produtos disponiveis no mercado para esse tipo de uso (SILVA et al., 2008).

As espécies de Trichoderma, fungos filamentosos, sdo inofensivos ao homem e
animais, e sdo bastante persistentes em solos e plantas (FARIA et al., 2003). Além de
possuirem a capacidade de sobreviver em condi¢des adversas e inibir populacdes de
patdégenos em condicdes de solos diferentes (VINALE et al., 2008). Seus métodos de acdo
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contra fungos fitopatogénicos sdo através da competicdo por espaco e nutrientes, antibiose,
inativacdo de enzimas do patdgeno, inducéo de resisténcia e microparasitismo (MELO, 1998).
O Trichoderma pode penetrar as paredes celulares das hifas dos hospedeiros, através da acéo
de enzimas como quitinases, glucanases e proteases (ZEILINGER; OMANN, 2007).

Esse biocontrolador tem sido utilizado em varias pesquisas visando reduzir a
populacdo de patdgenos de plantas, sendo o agente de controle biol6gico mais utilizado no
Brasil e em alguns outros paises da América Latina (LOPES, 2009; MAY-DE-MIO et al.,
2001; MORANDI; BETTIOL, 2009) na forma de bioprotetores (microbiolizacdo de
sementes), biofertilizantes e inoculadores de solo (HARMAN, 2004; FARIA et al., 2003;
LUDWIG et al., 2009).

2.5- Importancia da Caracterizacdo Morfofisioldgica

A caracterizacdo morfofisioldégica de um agente patogénico é fundamental para o
conhecimento de sua biologia. Sé dessa maneira é possivel estabelecer estratégias de controle
do mesmo, sendo importante conhecer a variabilidade genotipicas das populacdes do
patégeno, o que pode determinar o potencial de adaptacdo do organismo as condigdes
adversas (BROWN, 1998).

Dessa forma é fundamental o conhecimento de caracteristicas fisioldgicas e
morfolégicas do fungo, tais como observacdes macroscépicas das col6nias: verso e reverso
(alterado ou inalterado), pigmentacdo (presenca ou auséncia, cor do pigmento, difuso, restrito
a coldnia), superficie (lisa, fissurada, rugosa), bordas (regulares, irregulares, radiadas), textura
ou consisténcia, velocidade de crescimento, topografia (plana, convexa, umbilicada,
pregueada, cerebriforme), aspecto (brilhante, opaco, seco, umido) e didmetro da colénia. E
também o comportamento nutricional, através da utilizacdo de meios de cultura diferentes,
testando a eficiéncia do crescimento micelial, esporulacdo e peso seco de fitopatdgenos
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995).

Geralmente a classificacdo taxonémica das espécies fitopatogénicas, é realizada
através das caracteristicas morfoldgicas dos conidios (tamanho e nimero de septos) e pelo
formato das vesiculas terminais (ORREGO FUENTE et al., 1996). Porém o formato das

vesiculas pode variar de acordo com o substrato utilizado e idade da cultura, o que torna esse
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método ndo confiavel para estudos taxonémicos (HUNTER; ZUMPETTA 1975; HUNTER;
BARNETT, 1978; ORREGO FUENTE et al., 1996).

Um dos métodos para testar cultivares de plantas resistentes a determinados fungos
fitopatogenicos € através da producdo massal e inoculacdo de seus esporos em ambientes
artificiais controlados (HANADA et al., 2002), porém ha uma dificuldade muito grande em se
conseguir isolados esporulantes ou padronizar condigdes ideais para esporulacdo (CRUZ et
al.,, 2009). A esporulagcdo e crescimento micelial de fitopatdgenos véo depender da
composicdo do meio de cultura, da temperatura e luminosidade (DHINGRA; SINCLAIR,
1995). Mas nem sempre as condicdes que influenciam o crescimento micelial vao influenciar
a esporulacdo, pois a luz exerce um efeito direto sobre o fungo, induzindo ou inibindo a
formagéo de estruturas reprodutivas (NOZAKI et al., 2004). A composi¢do do meio, alguns
mais ricos em carboidratos complexos, segundo esses autores sdo menos adequados para
formacdo de hifas vegetativas e mais adequados a producdo de esporos. As células
reprodutivas envolvidas no processo de diferenciacdo, que é a esporulacdo, sdo afetadas por
modificacbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas (CASTRO; COELHO, 2000)
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e casa de
vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), localizado no municipio de Rio Largo-AL, durante o periodo de setembro de 2012 a
marco de 2014,

3.1 Isolamento e teste de patogenicidade de Phaeoramularia manihotis

O isolado foi obtido a partir de folhas com sintomas caracteristicos da doenca,
coletadas em areas de producdo em regides do Estado (Arapiraca e Feira Grande). Apds
lavagem dos tecidos com agua e sabdo, foram efetuados pequenos cortes na regido de
transicdo da lesdo e procedeu-se a desinfestacdo superficial em &lcool 70% durante 30
segundos e em hipoclorito de sédio a 1,5% por um minuto, sendo em seguida lavados por
duas vezes consecutivas em agua destilada esterilizada (ADE). O material foi plaqueado em
meio BDA (batata-dextrose-agar), com o auxilio de uma pinca flambada. As placas foram
vedadas com papel filme. Apds sete dias de incubagdo, em condicdes controladas (25 + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas), as coldnias que apresentaram crescimento micelial padrdo de P.

manihotis e sem contaminacdo visual, foram mantidas visando estudos posteriores.

Foram retirados discos das margens de col6nias jovens do isolado em meio de cultura
e colocado em frasco de vidro contendo ADE, sendo armazenado & temperatura ambiente
(CASTELLANI, 1967) e em tubo de ensaio contendo meio BDA inclinado que foram

armazenados a 4°C em geladeira.

Na avaliagéo da patogenicidade, foram utilizadas folhas de mandioca sadias, coletadas
em areas de plantio do Estado e desinfetadas superficialmente com agua e sabdo. Pequenos
discos de micélio com 5mm de didmetro do isolado foram retirados de col6nias puras e
depositados sobre as folhas (cv. Rosinha), previamente desinfestadas e feridas com uma
agulha, em dois pontos equidistantes. Para o tratamento controle (testemunha) foram
utilizados discos de 4gar sem o indculo, depositados na superficie foliar. A folha inoculada e a
testemunha foram mantidas em cadmara umida, por cinco dias, cobrindo-se as bandejas com

sacos pléasticos, internamente umedecidos com ADE (Figura 1). As folhas que apresentaram
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sintoma tipico da doenca foram utilizadas para reisolamento do patdgeno em placas de Petri

contendo meio BDA, sob temperatura ambiente.

Figura 1- Folhas de mandioca submetidas ao teste de patogenicidade de Phaeoramularia manihotis

(A: folha inoculada; B: testemunha).

[

Fonte: Autor, 2014.

3.2 Identificagdo do fungo

A identificacdo do isolado foi realizada por meio de observacbes macroscopicas e

microscapicas.

Essas observacOes foram realizadas em coldnias cultivadas a 28°C em meio BDA, em
placas de Petri com nove dias. A mensuragdo do crescimento micelial foi realizada no sétimo

dia de incubacdo, determinando-se o didmetro das col6nias com o auxilio de um paquimetro.

As observacdes microscopicas foram realizadas através de microcultivo (KERN;
BLEVINS, 1999) em meio BDA a 28°C por até 14 dias. As laminulas foram retiradas,
colocadas sobre uma lamina e coradas com lactofenol (aproximadamente 50 pL). Em seguida,
os conidios foram visualizados ao microscopio (40X) e fotografados com camera digital. A
identificacdo da espécie foi baseada em chave dicotdbmica para espécies de Cercospora
(ELLIS, 1976).
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3.3 Obtencéo de produtos alternativos

O 6leo de horteld-pimenta foi obtido em estabelecimento comercial de Macei6. O
Ecolife® foi fornecido por Quinabra S.A., Séo José dos Campos - SP, Brasil ao Laboratorio
de Fitopatologia da UFAL.

Para obtencéo dos extratos vegetais de alho e meldo de Sdo Caetano, foram coletados
10g de material vegetal e triturados em um liquidificador com 100mL de &gua destilada
esterilizada (ADE). A solucio foi filtrada em gaze wathman n°1, colocadas em erlenmeyers
cobertos com papel aluminio, formando a solucdo padrdo. Os extratos vegetais foram

preparados no momento da aplicacéo.

A manipueira, um subproduto da farinha de mandioca (Manihot esculenta) foi obtido

em uma casa de farinha do municipio de Messias (AL).

E o isolado de Trichoderma sp. foi obtido da colecdo de microrganismos do
laboratdrio de fitopatologia (CECA/UFAL).

3.4 Caracterizacao morfo-fisioldgica de Phaeoramularia manihotis

3.4.1- Influéncia dos meios de cultura sobre o crescimento micelial de

Phaeoramularia manihotis

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: BDA (200g de batata, 20g de dextrose
17g de é&gar, 1000mL ADE); LCA (200mL de leite de coco, 20g de dextrose, 17g de &gar,
800mL ADE); CA (200g de cenoura, 17g de agar, 1000mL ADE); ADA (100g de aveia, 20g
de dextrose, 17g de agar, 1000mL ADE); V8 (200mL de suco de vegetais V8 “Campbell
Soup Co.”, 179 de Agar, 3,2 g de CaCO3; e 800mL de ADE); e FDM (100g de folhas de
mandioca, 20g de dextrose, 17 de agar, 1000mL ADE).

Das culturas puras de P. manihotis, com nove dias de cultivo, foram removidos discos
de micelio com 5 mm de diametro e depositados no centro de cada placa de Petri, contendo os
diferentes meios. Em seguida, as placas com patégeno foram incubadas a 25 + 2°C e

fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias.
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A taxa de crescimento micelial (TCM) foi avaliada em intervalos de vinte e quatro
horas, pela medigdo do diametro da colonia em dois sentidos diametralmente opostos, com o

auxilio de uma régua milimetrada e célculo da media por placa.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 6 tratamentos e 5

repeticdes sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

3.4.2- Caracterizacao cultural de Phaeoramularia manihotis

Para o estudo da diversidade macromorfolégica das colénias do isolado, foram
analisados o aspecto do micélio, forma dos bordos, coloracao da col6nia, reverso da colbnia,
presenca ou auséncia de micélio sob o meio de cultura e também presenca ou auséncia de
conidios. Foram utilizados os meios de cultura V8, BDA, e CA, selecionados por

apresentarem melhor crescimento micelial do fungo.

3.4.3- Influéncia de meios de cultura e regimes de luz sobre a esporulacdo de

Phaeoramularia manihotis

Utilizou-se os meios de cultura V8, BDA e CA selecionados anteriormente por
apresentarem melhor crescimento micelial. Discos de micélio com sete dias de cultivo foram
depositados no centro de placas de Petri, contendo 0os meios selecionados. Em seguida, o
micélio do patdgeno foi incubado a 25 + 2°C nas condi¢des de escuro continuo, claro
continuo, e luz alternada (12 horas de claro e 12 horas de escuro). Aos vinte e cinco dias
(periodos menores ndo foram suficientes para producgéo de esporos) da incubacéo foi avaliada

a producéo de conidios.

Para a determinacdo da producdo de conidios, preparou-se uma suspensdo de esporos,
adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada em cada placa de Petri, para facilitar a
remocdo do micélio, mediante o uso de escova de cerdas macias. O material foi filtrado em
duas camadas de gaze esterilizada, e a concentracdo determinada em camara de Neubauer,
com microscopio Optico, obtendo uma média de duas leituras para cada repeticdo dos

tratamentos.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com nove
tratamentos em arranjo fatorial 3 x 3, representado por trés meios de cultura, trés regimes de

luz e 5 repeticdes.

3.4.4- Influéncia dos meios de cultura sobre a producdo de massa micelial de

Phaeoramularia manihotis

Para a determinacdo do peso seco, o0 isolado de P. manihotis foi cultivado em
Erlenmeyers de 500mL, contendo 250mL dos meios de cultura liquidos V8, BD, CC (Caldo
de Cenoura) mantidos com trés agitacbes manuais diarias. Foram adicionados aos meios trés
discos de micélio com 5 mm de diametro retirados de culturas jovens de cada isolado e
incubados por sete dias (Figura 2). Ao final do periodo de incubacgdo, as culturas foram
filtradas em tecidos de néilon e a massa micelial coletada foi depositada em caixas de papel
aluminio, sendo secas em estufa a 60°C, durante 48 horas. Ao final deste periodo, determinou-

se 0 peso da massa micelial de cada isolado, o qual foi expresso em gramas.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos (V8, BD e
CC) e 8 repeticdes. As médias dos dados obtidos foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Figura 2- Erlenmeyres contendo meios liquidos V8, BD e CC respectivamente, com trés discos de

micélio de Phaeoramularia manihotis.

Fonte: Autor, 2014.
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3.5 Avaliacdo “in vitro” dos produtos naturais sobre o crescimento micelial de

Phaeoramularia manihotis

Os produtos naturais (manipueira e Ecolife®), o 6leo essencial de horteld, extratos
vegetais (alho e meldo de S&o caetaneo), o fungo Trichoderma sp. e o fungicida mancozeb
foram adicionados ao meio de cultura BDA, fundente (45-50 °C), que foi vertido em placas
de Petri de 9 cm de didmetro, sendo usadas as seguintes combinagfes da concentracdo de
produto/fungo, fungicida/fungo ou biocontrole/fungo: manipueira (40%); extrato de alho
(20%); extrato de meldo de S&o caetano (20%); 6leo de hortela (0,1%); Ecolife® (20%); fungo
Trichoderma sp. (10® conidios.mL™); fungicida mancozeb (2,0g.L™) e para a testemunha,
BDA. Todos os produtos, exceto Trichoderma sp. foram esterilizados em luz UV por 30
minutos antes de serem adicionados ao meio autoclavado, segundo metodologia descrita por
Barguil et al. (2005).

No centro de cada placa foi depositado um disco de meio BDA, de 5 mm de diametro,
contendo micélio jovem retirado das bordas de colénias do fungo. Apds a incubacdo por sete
dias a temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12 horas, determinou-se o didmetro médio das
colbnias tomado no reverso das placas de Petri, através da medicdo em dois sentidos opostos,
e por comparagdo com o crescimento das coldnias nas placas testemunhas, que receberam o
meio de cultura sem o produto/fungicida/biocontrole. Foi calculada a percentagem de inibicao
do crescimento micelial (P.1.C.) segundo Edginton et al. (1971) :

PIC = cresc. test. — cresc. trat. x 100
cresc. test.

Cresc. Test. = Crescimento micelial da testemunha;
Cresc. Trat. = Crescimento micelial do tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 8 tratamentos e quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos & analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.6 Avaliagéo do efeito fungicida

Para verificar o efeito fungicida do principio ativo presente em cada produto testado,
os discos de inoculo, a partir dos quais ndo houve crescimento micelial, foram transferidos,
apos sete dias para placas de Petri contendo BDA, sem a presenca do agente inibidor. Ap6s 96

horas, foi avaliado quanto a presenca ou ndo de crescimento fungico junto ao disco.

3.7 Avaliacao “in vivo” de produtos naturais no controle da mancha branca em

mandioca (Phaeoramularia manihotis)

Manivas de mandioca cv rosinha foram plantadas em vasos (5L) contendo substrato
(solo + bioplant) esterilizado por autoclave (2h) e apds desenvolvimento vegetativo (+ 45 dias
apos o plantio) foram pulverizadas com os tratamentos: manipueira (40%); extrato de alho
(20%); extrato de meldo de S&o caetano (20%): 6leo de horteld (0,1%); Ecolife® (20%): fungo
Trichoderma sp. (10%conidios mL™); fungicida mancozeb (2,0g.L™) e 4agua (testemunha).
Todos os produtos naturais, exceto Trichoderma sp. foram esterilizados em luz UV por 30
minutos antes de serem pulverizados. Para todas as solucdes, foram utilizadas como solvente
agua destilada esterilizada e adicionadas espalhante adesivo Tween 20 (polioxyethylene
sobitan mono-oleate, da marca Vetec), 0,ImL para cada 100mL de solucdo, antes das

pulverizacdes.

Dois dias apds o tratamento com os produtos, as plantas foram feridas com agulha
(trés furos proximos e superficiais) e inoculadas com discos de micélio do patégeno (5mm)

sob o local lesionado da folha.

O experimento foi avaliado 16 dias (periodos menores ndo formaram lesdo) apos a
inoculacdo do patdégeno determinando-se a presenca ou ndo de lesdes caracteristicas da
doenga e medindo o tamanho da lesdo, quando presente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e
quatro repeticGes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ldentificacdo do isolado

O isolado formou coldnias circulares de aspecto flocoso, com bordos irregulares,
crescimento radial em ramificacdes, com coloracdo esbranquicada apresentando pigmentagéo
amarelada na parte central. Microscopicamente foram visualizados conidios hialinos,
ovalados a cilindricos, com pontas arredondas, medindo 30um x 7 pum, contendo de 1 a 4
septos, retos ou semicurvos, caracteristicos de P. manihotis (Figura 3).

Figura 3- Coldnia (A) e Conidios (B) de Phaeoramularia manihotis em meio BDA, isolados de folhas

de mandioca.

Fonte: Autor, 2014.

As medidas dos conidios observadas neste trabalho aproximaram-se dos valores
observadas por Ellis (1976), para a espécie. Resultados semelhantes foram descritos por
Morais et al. (2013).
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4.2 Teste de patogenicidade e reisolamento de Phaeoramularia manihotis

As folhas inoculadas com o patégeno apresentaram 0s sintomas aos 5 dias apds a
inoculacdo. A testemunha permaneceu sadia. As manchas apresentaram coloragéo pardacenta
com bordos bem definidos de coloracdo avermelhada, de formato circular (Figura 4).

Figura 4- Folhas de mandioca com sintomas da mancha branca (Phaeoramularia manihotis), apos
inoculacdo com o isolado.

Fonte: Autor, 2014.

4.3 Caracterizacdo morfo-fisioldgica de Phaeoramularia manihotis

4.3.1 Influéncia dos meios de cultura sobre o crescimento micelial de

Phaeoramularia manihotis

Em relacdo ao crescimento micelial de P. manihotis nos diferentes meios de cultura,
observou-se que houve diferencas significativas entre os meios estudados, com destaque para
0 meio V8 que proporcionou a melhor taxa de crescimento micelial. Os meios BDA, CA e
FDM ndo diferiram entre si, mas diferiram dos meios ADA e LCA que apresentaram uma

menor producdo de micelio do patdgeno (Tabela 1).
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Tabela 1- Médias de crescimento micelial de Phaeoramularia manihotis em diferentes meios de
cultura apos sete dias de inoculacéo.

Meios de cultura Crescimento micelial (cm)

V8 9,28a

BDA 79D

CA 6,74 b
FDM 6,73 b
ADA 5,46 c

LCA 4,74 ¢

CV% 9,45

*Médias de 5 repeticdes por tratamento. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes, em relacdo ao V8, foi obtido por Pereira et al. (2006), onde
alguns isolados de Lasiodiplodia theobromae cresceram mais eficientemente nesse meio do
que em outros meios como BDA, AVA E CA, meios esses também testados nesse trabalho
com P. manihotis. Enquanto Lima (1996) trabalhando com L. theobromae também observou

gue os meios CA e BDA proporcionaram melhor crescimento micelial.

No trabalho de Bogo e Maffiolet (2008) oito de nove isolados de Cryptosporiopsis

perennans apresentaram seu melhor crescimento em meio V8, com fotoperiodo de 12 horas.

A composicdo do meio de cultura é determinante para a qualidade do crescimento
micelial (DHINGRA,; SINCLAIR, 1995). Quando ha altas concentracdes de carboidratos o
crescimento micelial é estimulado e podem ndo estimular a esporulagédo (MOORE-
LANDECKER, 1972).

O rapido crescimento do fitopatdgeno em meios de cultura se refere a uma adequacao

destes substratos as necessidades fisiologicas do fungo.

Lilly e Barnett (1951) concluiram que meios naturais e semissintéticos fornecem
certas substancias que estimulam o crescimento. Fatores como temperatura também sdo
fundamentais para crescimento do fungo, sendo a temperatura ideal na maioria dos casos a de
25 a 28°C (RODRIGUEZ; YOUNG, 1984; STEPHAN; AL DIN, 1987).
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O género de Cercospora, o qual anteriormente P. manihotis pertencia, possue
crescimento lento e escassa esporulacdo em meios artificiais (DEL PELOSO et al., 1989).
Como contraste a esse género, Menezes et al. (1997) observou um rapido crescimento de L.
theobromae em meio BDA, onde em 48h toda superficie da placa de Petri havia sido coberta

pelo micelio do patégeno.

4.3.2 Influéncia de meios de cultura e regimes de luz sobre a esporulacdo de

Phaeoramularia manihotis

Né&o foi obesevado esporulagdo em nenhum dos tratamentos analisados com 25 dias,

periodos menores foram testados, mas sem sucesso.

A esporulacdo do género Cercospora spp. em meio de cultura é dificil e muitos
trabalhos com o objetivo de induzir a esporulacdo desses fungos in vitro ndo obtiveram éxito
(NAGEL, 1934; KILPATRICK; JOHNSON, 1956; CALPOUZOS, 1954). Outros resultados
obtidos foram muito ocilantes, pois as interacdes sdo multiplas e pouco conhecidas (SILVA et
al., 1988b).

Alguns trabalhos com a utilizagcdo do meio V8 obtiveram bons resultados com outras
espécies do género, como o de Soares (2003) que obteve resultados de esporulacdo de
Cercospora coffeicola de 1,7 x 103 conidios/cm2 em regimes de luz alternada (12h) e luz
continua; e Cooperman e Jenkins, (1986), que encontraram junto do meio de decocto da
cenoura-agar, fotoperiodos de 12h de luz ou escuro continuo, e temperatura de 24°C as
melhores condicOes para producéo de esporos de C. asparagus em cinco dias.

Em varias espécies do género houve producdo de esporos entre quatro a sete dias em
meio V8, pela técnica de semeadura de multiplos pontos, enquanto que em meio BDA
raramente eram produzidos conidios (EL-GHOLL et al., 1982). Melhores resultados foram

obtidos sob irradiacdo de ldmpada fluorescente de luz negra (SUTO, 1985).

Em meio de CA, e fotoperiodo de 12h e temperatura de 25+2°C, C. cruenta produzem
esporos em 15 dias (CASTRO; COELHO 2000).

Os trabalhos envolvendo o género Cercospora ndo sdo conclusivos quanto as

condigdes de esporulacdo, a maioria parece esporular melhor em meios contendo partes de
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seus hospedeiros ou em V8-agar, esses sob temperaturas entre 20 e 28°C no regime de luz
alternada ou continua (SOARES, 2003).

Alguns autores comprovam essa informagéo com os resultados acima e com trabalhos
como de Silva et al. (1988b) que constatou a formagéo de esporos de P. manihotis em sete
dias, através do meio de extrato de folha de mandioca-agar-biotina + extrato de malte
composto, com pH 5,5 e temperatura 22°C; e Matos (1976) que usou o extrato de folha de
mandioca-agar-tiamina, pH 5,5, fotoperiodo de 12h, temperatura de 24 e 28°C, para produzir
esporos de Cercosporidium henningsii em sete dias.

Nagel (1934) fez uma observacdo em um estudo realizado com quatro espécies de
Cercospora (C. beticola, C. dubia, C. davissi e C. zebrina), onde a repicagem de culturas
esporulantes produziram esporos em abundancia, enquanto que a transferéncia feita com

micelios produziram somentes hifas estéries.

Através dessa observacdo de Nagel (1934), torna-se curiosa a hipétese levantada por
Goode e Brown (1970), onde o fator que poderia determinar a esporulagdo poderia ser
explicado pelo modelo genético da heterocariose, em que a auséncia da producao de conidios
em meio de cultura é causada pelo fato dos isolados serem homocariéticos para nucleos
contendo genes vegetativos, e no caso de esporulagdes ocorrerem por poucas geragdes nos
fungos, é causada pela perda da viabilidade genética para esporular, decorrente do processo de

repicagem.

O comportamento diferente em meios distintos também pode ser justificado pela
variacdo na capacidade que os fungos possuem de utilizacdo de diferentes susbstratos,
toleréncia a determinados valores e faixas de temperatura e pH, como da producdo de toxinas
ou outros metabolitos (MACHADO, 1980).

Diante dos resultados desse trabalho e considerando as observagdes feitas por
diferentes pesquisadores, tornam-se necessarios mais estudos com meios e condicBes
especiais para se obter esporulacdo do isolado e para se elucidar o modelo geneético da

especie.
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4.3.3 Caracteristicas culturais de Phaeoramularia manihotis

Houve variacdo nas caracteristicas do isolado de P. manihotis em cada um dos
substratos estudados, desde o aspecto do micélio que variou de flocoso, cotonoso e ralo;
caracteristicas dos bordos, regular a irregulares; tipo de crescimento, radial com ramificacdes,
radial sem ramificacdes e uniforme; coloracdo, de esbranquicada a translucida; auséncia de

crescimento micelial sob o meio de cultura ou producéo de conidios (Tabela 2).

Tabela 2- Caracterizagéo cultural de Phaeoramularia manihotis em meios de V8, BDA e CA.

Substrato (Meio de cultura) Caracteristicas da coldnia

V8

Col6nia cotonosa; crescimento uniforme; superficie de
contorno  regular;  coloragdo  esbranquicada; sem
pigmentacdo; auséncia de micélio sob o meio; auséncia de

esporulagao.

BDA

Colbnia flocosa; crescimento radial em ramificagdes;
superficie de contorno irregular; coloracdo esbranquicada;
pigmentacdo amarelada na regido central; auséncia de

micélio sob o meio; auséncia de esporulacéo.

Coldnia rala; crescimento radial sem ramificages; superficie
de contorno regular; coloragdo translucida; sem
pigmentacdo; auséncia de micélio sob o meio; auséncia de

esporulacao.

Fonte: Autor, 2014.



35

As diferencas das caracteristicas morfologicas do isolado nos diferentes meios de
cultura estéo relacionadas com variaveis encontradas no cultivo in vitro, como composi¢do do
susbstrato, regime de luz, temperatura, pH e producdo de toxinas ou metabolitos
(MACHADO, 1980).

4.3.4- Influéncia de meios de cultura liquido no crescimento micelial de

Phaeoramularia manihotis

No meio V8, P. manihotis apresentou a maior producdo de massa micelial, no qual foi
obtido, 0 maior peso seco. No meio BD o peso seco produzido foi muito pequeno, ainda mais
se comparando com a producdo em V8, mas mesmo assim, conseguiu diferenciar-se do meio

CC o qual néo foi capaz de produzir massa micelial (Tabela 3).

Tabela 3- Médias para influéncia dos meios de cultura liquidos no crescimento de Phaeoramularia

manihotis, aos sete dias de incubacéo.

Meio de cultura Peso seco (g)*
V8 0,415a
BD 0,06 b

cC 00c
CV% = 29,82

*Meédias de 8 repeticdes por tratamento. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey 1%.

Avila e Pitelli (2004), trabalhando com Cercospora piaropi, notaram que o0 meio ETD
(extrato de tomate + dextrose) em compara¢do com os meios V8 e BD, proporcionou maior
producdo de massa micelial. J& a massa micelial produzida no meio V8 foi intermediaria,

diferindo do meio BD pelo teste de Tukey (p<0,05).

Soper e Wad (1981) afirmaram que para que ocorra um bom desenvolvimento de

fungos em meio de cultura é necessaria a utilizacdo de fontes de carbono e nitrogénio.
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4.4 Avaliacdo “in vitro” de produtos naturais sobre o crescimento micelial de

Phaeoramularia manihotis

Os efeitos de produtos alternativos sobre a inibicdo do crescimento micelial de P.

manihotis podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4- Percentagem de inibicdo de crescimento micelial de Phaeoramularia manihotis.

TRATAMENTOS PIC (%)
Ecolife® (20%) 100 a
Fungicida mancozeb (2,0g.L™) 100 a
Oleo de hortela (100 pL) 100 a
Manipueira (40%) 84,48 b
Trichoderma sp. (10° con.mL™) 79,58 b
Extrato de alho (20%) 62,75 ¢
Testemunha 0 d
Extrato de meldo de Sdo Caetano (20%) -12 e
CV% 11,41

* Médias de 4 repeti¢des por tratamento. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 1%.

Todos os tratamentos diferiram significativamente da testemunha (p<0,01), inibindo
em maior ou menor grau o crescimento do fungo, exceto o extrato de meldo de S&o Caetano
gue comportou-se como conducente, induzindo uma severidade de 12% a mais que a

testemunha.

Os tratamentos com Ecolife®, fungicida Mancozeb e 6leo de horteld-pimenta inibiram
em 100% o crescimento micelial de P. manihotis, ndo diferindo significativamente (p<0,01)

entre si. A manipueira e o fungo Trichoderma sp. ndo apresentaram diferencas significativas,
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inibindo parcialmente o crescimento do fungo em 84,48 e 79,58% respectivamente, mas

diferiram do extrato de alho, que apresentou 62,75% de inibicdo do crescimento micelial.

Os resultados obtidos de PIC (percentual de inibicdo de crescimento), sendo total ou
parcial, revelam a existéncia de substancias de acdo antifungica, para P. manihotis, nos
produtos testados (Figura 5).

Figura 5- Inibicdo do crescimento micelial de Phaeoramularia manihotis “in vitro” na presenga
manipueira (40%), Ecolife® (20%), testemunha, extrato de alho (20%), extrato de meldo de S&o
Caetano (20%), Trichoderma sp. (10° conidios.mL™), fungicida manconzeb (2,0 g/L™) e 6leo de
horteld (0,1%).

Fonte: Autor, 2014.
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Pesquisas elaboradas com o intuito de se descobrir modos alternativos e menos
agressivos ao meio ambiente, sobre o género Phaeoramularia e Cercospora sdao escassas,
porém varios autores que utilizaram 6leos essenciais, fungos antagonistas e extratos vegetais,
obtiveram resultados similares ao deste trabalho: Soriano (2011) testando alguns Oleos
essenciais, extratos vegetais, e fungicida em Phytophthora sp. constatou inibicdo do
crescimento micelial com manipueira, mancozeb + metalaxil, Ecolife® e 6leo de pimenta-de-
macaco (Piper aduncum), sendo esses nas concentracdes de 20%, 2,5¢/L, 1% e 1%
respectivamente, capazes de inibir em 100% o crescimento micelial. O autor também
observou o controle de Trichoderma sp. sobre Phytophthora sp., o qual inibiu o crescimento

micelial e a producdo de esporos através da producao de antibidticos e hiperparasitismo.

Barbosa (2011) verificou o efeito fungicida de alguns Oleos, extrato de alho e
fungicida (mancozeb) sobre L. theobromae, onde todos os tratamentos foram efetivos, sendo
que o 6leo de citronela e Ecolife® inibiram 100% o crescimento micelial com concentracdes
de 1%, e o extrato de alho e fungicida inibiram parcialmente em suas maiores concentragoes
7,5% (92,41% de inibicdo) e 4,5g/L (91,94% de inibicdo) respectivamente.

Silva (2007) trabalhando com Fusarium oxysporum f. sp cubense, encontrou uma
inibicdo do crescimento micelial do fungo (70%) com o uso do extrato de alho na
concentracdo de 20%. Ke-Qiang e Van Bruggen (2001) relataram a inibicdo de formacéo de
coldnia de P. infestans através da utilizacdo do extrato de alho 1 ou 2%. Com 10% da
concentracdo de extrato de alho, Venturoso et al. (2011) conseguiram um efeito fungistatico

em Cercospora kikuchii.

Camatti-Sartori et al. (2011) encontrou em sua pesquisa com Fusarium sp e Botrytis
sp. resultados como, inibicdo do crescimento micelial de 45,49% e 83,59% respectivamente,
com diluicdo acética de 50%, de horteld-pimenta. Faria et al. (2009) utilizando extratos
hidroetandlico e aquoso de meldo de Sdo Caetano controlaram em 100% estruturas de

resisténcia de Sclerotium rolfisii.

Segundo Lorenzi e Matos (2002) o hortela-pimenta possui atividades antiflngicas,
antibacterianas e também bons efeitos nematicidas, reduzindo o numero de ovos e
melhorando o desenvolvimento de plantas atacadas por varias espécies de nematoides.
(GANAI et al., 1992; HASHIM et al., 1999; PANDEY; DWIVED, 2000). Alguns compostos
desse 6leo essencial, como limonene, o piperitone e o menthol (OKA et al., 2000;
SANGAWN et al., 1990) podem ter influenciado na inibi¢cdo do crescimento de P. manihotis.
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Neste trabalho, a manipueira a 40% controlou o crescimento micelial de P. manihotis
em 84,48%, diferente da pesquisa de Carvalho (2012b), onde a manipueira ndo foi capaz de
inibir o crescimento micelial em C. eragrostides. A autoclavagem da manipueira utilizada em
sua metodologia, pode ter modificado ou eliminado substancias como glicosideos
cianogénicos, que podem ser responsaveis pelo efeito antifungico. No caso do alho a
producdo da substancia chamada alicina, formada na acdo de rompimento de suas membranas,
as quais sao responsaveis pela defesa da planta, inativam os microrganismos com seus efeitos
toxicos (HEINZMANN, 2001), o que pode ter colaborado com a inibicéo. J& Denis e Webster
(1971) afirmam que espécies de Trichoderma possuem a capacidade de produzir antibioticos,

0s quais alguns sao capazes de inibir o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.

Apesar de ter havido crescimento micelial no meio de cultura tratado com
Trichoderma sp. para o controle de P. manihotis, o fitopatdgeno foi bem controlado com

relacdo aos efeitos do Trichoderma sp.

O comportamento do meldo de S&o Caetano (M. charantia) nesse trabalho foi
negativo, diferente de trabalhos encontrados na literatura que relatam bons resultados
antifangicos no controle de C. gloeosporiodes em mamdo, Cercosporidium personatum em
amendoim e com Alternaria alternata, Fusarium solani e Macrophomina phaseolina (
CELOTO et al., 2008; SAXENA et al., 2002; BHUTTA et al., 1999).

O controle de fitopatdgenos através da utilizacdo de extrato bruto ou 6éleos essenciais
de plantas, como o Ecolife® e outros usados nessa pesquisa, tem demonstrado potencial, tanto
pela sua acdo fungitoxica direta, inibindo crescimento e germinacdo de esporos, quanto pela
inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos elicitores (SCHWAN-
ESTRADA, 2002). A acdo dessas substancias pode ser devida aos Vvarios compostos

biologicamente ativos do metabolismo primario e secundério das plantas (PLETSCH, 1998).

4.5 Avaliacéo do efeito fungicida

Na observacdo do efeito fungicida de P. manihotis, verificou-se que os discos de
micélio, presentes anteriormente nos tratamentos Ecolife® (20%) e Horteld-pimenta (100uL),
em meios sem a presenca dos tratamentos, apresentaram efeito fungicida, pois esses nao
apresentaram crescimento micelial em meio BDA. Ja os discos do tratamento com fungicida

mancozeb (2,0g/L) apresentou efeito fungistatico, pois no meio BDA sem o tratamento
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voltaram a se desenvolver (Figura 6). Os principios ativos dos produtos testados podem
apresentar efeito fungicida, efeito que torna o crescimento micelial e formacéo de estruturas
reprodutivas do patdgeno inviéveis, ou fungistatico, onde as atividades dos fungos sdo apenas

paralisadas, podendo ser retomadas na auséncia do tratamento.

Figura 6- Avaliagdo do efeito fungicida “in vitro” do 6leo de horteld-pimenta, Ecolife® e fungicida

Mancozeb.

Fonte: Autor, 2014.

4.6 Avaliacéo de produtos naturais sobre a intensidade da mancha branca da
mandioca (Phaeoramularia manihotis)

O tratamento com Trichoderma sp. foi o Unico a diferir da testemunha, sendo capaz de
inibir a formacdo da lesdo nas folhas de mandioca, porém ndo apresentou diferenca
significativa (p<0,05) dos tratamentos com meldo de Sdo Caetano, mancozeb, manipueira,
horteld-pimenta e extrato de alho, os quais apresentaram lesdo nas folhas. Nessa ordem citada
acima, os tratamentos apresentaram a maior capacidade de impedir o crescimento da lesédo. O
restante dos tratamentos, apesar de nao diferirem do melhor resultado (Trichoderma sp),

também néo diferiram da testemunha (Figura 7).
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Figura 7 — Efeito de produtos naturais, Trichoderma sp. e fungicida sobre a severidade da mancha
branca da mandioca (Phaeoramularia manihotis).
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0.3 m M. Sdo Caetano

0,2 = Alho

0,1

0

*Meédias de 4 repetigdes por tratamento. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5%, CV% 20,79.

O tratamento com Ecolife®, ndo esta presente nas analises pelo fato de ter
apresentando fitotoxidez a cultura da mandioca na dosagem testada (20%). As folhas tratadas
com o produto comecaram a apresentar necroses entre o 2° e 3° dia, do 4° ao 5° dia, as folhas
entraram em processo de senescéncia e cairam (Figura 8). Esse fato ndo impossibilita testes

com menores dosagens.

O melhor tratamento para utilizagdo do controle in vivo foi o Trichoderma sp, pois,
apesar de ndo diferir significativamente dos outros produtos testados, ele foi o Gnico a inibir a
formacdo da leséo da folha. J& os outros tratamentos, por ndo diferirem da testemunha (Figura
8), tornam-se inviaveis para controle da mancha branca da mandioca, nas dosagens testadas.
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Figura 8- Efeito de extratos vegetais, 6leo essencial, Trichoderma sp., Ecolife® e fungicida sobre a
severidade da mancha branca da mandioca (Phaeoramularia manihotis).

M. S3o caetano

a
= |

;Y"

Fonte: Autor, 014.

Testemunha

Os resultados obtidos no tratamento in vitro, onde todos os tratamentos, exceto melao
de S&3o Caetano, apresentaram bons niveis de controle, principalmente o 6leo de horteld-
pimenta, Ecolife® e o fungicida (mancozeb), que inibiram a producéo de atividade do fungo,
ndo se repetiram no ensaio in vivo, pelo contrario, todos os tratamentos, exceto o Trichoderma
sp. ndo diferiram da testemunha. Ja Trichoderma sp. foi eficiente nos dois experimentos,
alcancando um bom percentual de inibicdo in vitro (79,58%) e inibicdo da formacéo de lesdo

in vivo.

Essa diferenca de resultados nos experimentos pode ser influenciada por vérios fatores
distintos entre os ambientes artificiais e naturais: diferenca entre substratos sintéticos e
naturais (folha do hospedeiro), temperaturas, umidade e volatilizacdo de substancias, além da
alta agressividade do método de inoculagcdo empregado, devido & falta de esporulacdo do
isolado de P. manihotis, etc. Portanto, necessario se faz aprofundar o estudo sobre esse
patossistema, de forma a minimizar esse efeitos para que se possa fazer uso de produtos
naturais no controle da mancha branca, tendo em vista os resultados alcancados por outros

pesquisadores nessa linha de pesquisa.
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Faria et al. (2009) avaliou a aplicacdo de extrato hidroetandlico e aquoso de meldo de
Sdo Caetano para controle, tanto preventivo quanto curativo, de Sclerotium rolfsii. Ele conclui
que o extrato hidroetandlico (50ml) aplicado de modo preventivo em volume de substrato de
300ml, tanto com seis ou trés dias antes do plantio, séo eficientes contra o fungo, pois
apresentaram queda na severidade da doenca em 74% e 55% de plantas sem sintomas da

doenca.

Soriano (2011) avaliou os efeitos de alguns 6leos e extratos vegetais como 6leo de
pimenta-de-macaco, Manipueira e Ecolife sob a inibicdo de areas lesionadas, provocada por
Phytophthora no fruto de laranja pera. O 6leo de pimenta-de-macaco (5%) apresentou areas
lesionadas de 8,57%, o Ecolife® (1%) areas de 34,28% e a manipueira (20%) areas com
42,86%. Furtado (2010) observou uma reducgdo de 73% de &reas lesionadas em variedades de
banana (macd, prata, pacovan e cacau) atacadas por C. gloeosporiodes, com a utilizacdo do
Ecolife®.

Silva (2007) avaliou o efeito de alguns 6leos essenciais e extratos de planta, como
também o Ecolife®, pulverizados em mudas de bananeira, visando o controle do mal do
panama (Fusarium oxysporum). Entre os tratamentos com os menores indices de doenca, em

mudas propagadas, estavam presentes o extrato de alho com 25% e Ecolife® com 8,33%.

No trabalho de Demant et al. (2006) foi avaliada a incidéncia de plantas de mamona
com mofo cinzento (A. ricini) apds tratamento com Trichodermil (produto a base de
Trichoderma sp), onde a utilizacdo do produto diminuiu em 60% a incidéncia da doenca, area
com plantas tratadas apresentaram 26,6% de incidéncia (12 de 45 plantas) e néo tratadas
86,6% (39 de 45 plantas).

Morreto (2000) em testes de laboratério notou que, quanto maior o periodo de
incubacdo a producdo de metabolitos aumenta de forma gradual. Acredita-se que a
quantidade de metabolitos produzidos nas 48 horas antecedentes a inocula¢do do Trichoderma
sp, pode ter sido o fator capaz de produzir um efeito antifingico sobre o agente causal de
mancha branca, impedindo a formacéo de lesdes na folha.
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CONCLUSOES

O meio V8 propiciou uma boa taxa de crescimento micelial de Phaeoramularia

manihotis

Os meios V8, BDA e CA nédo foram capazes de induzir a esporulacdo de P.
manihotis sob os regimes de alternancia luz (12h/dia), auséncia total de luz e

luminosidade total (24h/dia), em temperatura de 25 + 2°C .
A maior quantidade de massa micelial P. manihotis foi produzida no meio V8.

Os produtos naturais (Ecolife® e manipueira), o 6leo de horteld, o fungo
Trichoderma sp., o extrato de alho e o fungicida mancozeb inibem o crescimento
micelial de P. manihotis.

O Ecolife® e o 6leo de horteld-pimenta apresentam efeito fungicida, enquanto
fungicida mancozeb apresenta atividade fungistatica sobre o agente causal da

mancha branca da mandioca.

O fungo Trichoderma sp. (10° conidios.mL™) foi capaz de inibir a formacdo de
lesdo nas folhas de mandioca cv rosinha inoculadas com disco de micélios de P.

manihotis.

Os produtos naturais (manipueira e Ecolife®), o 6leo essencial de horteld, os
extratos vegetais (alho e meldo de S&o caetaneo) e o fungicida mancozeb, nas

condigdes testadas, ndo controlam a mancha branca da mandioca.
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