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Resumo

A Amazénia é o centro de diversidade da espécie Capsicum chinense, sendo a pimenta-de-
cheiro a variedade mais cultivada na regido, e presente nos pratos da culinéria local. O
surgimento da antracnose limita a producdo da hortalica podendo levar a 100% de perda na
producdo. Fungicidas sdo recomendados para 0 manejo, com a desvantagem de selecionar
variantes resistente, contaminar o ambiente e afetar a saide humana. Os extratos de plantas
desperta o interesse para 0 manejo de fitopatdgenos, por apresentarem propriedades
antimicrobianas e com potencial biotecnolégico para producdo de novos compostos
antifungicos. O objetivo deste trabalho foi estudar o uso de extratos vegetais brutos e
fracionados de Croton Cajucara, Piper marginatum e Curcuma longa na inibicdo do
crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo dos conidios de Colletotrichum sp. in vitro e
no controle da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro e, identificar os principais compostos
quimicos presentes nos extratos vegetais. Foram conduzidos experimentos, com extratos
aquosos e fracionados, utilizando folhas (C. cajucara e P. marginatum) e rizoma (C. longa)
para extracdo dos compostos. Para obtencdo do extrato aquoso foi utilizado agua a temperatura
ambiente (extrato frio) e a 70 °C (extrato quente). Para obtencao das frac@s, as extracfes foram
realizadas com solventes, metanol, acetato de etila e hexano. As fracdes hexanica (FH) e acetato
de etila (FAE) de C. longa, apresentaram melhor potencial na inibicdo do desenvolvimento
fungico e foram selecionadas para identificacdo dos compostos maioritarios. Os extratos
aquosos e fracionados foram avaliados para o controle da antracnose em frutos de pimenta-de-
cheiro. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativas entre os tratamentos
utilizando extratos aquosos para o crescimento micelial e esporulacdo dos conidios. Houve
reducdo da incidencia da antracnose em 33,3% e 41,7% utilizando os extratos P. marginatum e
C. cajucara e de 100% para o extrato de C. longa. Nos extratos fracionados observou-se que a
FH de C. longa foram os mais promissores inibindo em 59,2% o crescimento micelial, 49,8%
a germinacdo dos conidios e reducdo da incidencia da antracnose em 33,3%. Os compostos
identificados foram ar-turmerona (48,71%) e ar-turmerol (11,51%) como cospostos da FH de
C. longa. Os resultados mostram o potencial dos extratos no controle de Colletotrichum sp. e

da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro.

Palavras chave: Controle alternativo, moléculas bioativas, antracnose.



Abstract

The Amazon is the center of diversity for the Capsicum chinense species, with sweet pepper
being the most cultivated variety in the region, and present in local cuisine dishes. The
emergence of anthracnose limits the production of vegetables and can lead to 100% loss in
production. Fungicides are recommended for management, with the disadvantage of selecting
resistant variants, contaminating the environment and affecting human health. Plant extracts
arouse interest in the management of phytopathogens, as they have antimicrobial properties and
biotechnological potential for the production of new compounds antifungals. The objective of
this work was to study the use of crude and fractioned plant extracts of Croton Cajucara, Piper
marginatum and Curcuma longa to inhibit mycelial growth, sporulation and germination of
Colletotrichum sp. in vitro and in the control of anthracnose in sweet pepper fruits and to
identify the main chemical compounds present in plant extracts. Experiments were conducted,
with agueous extracts and another with fractionated extracts, using leaves (C. cajucara and P.
marginatum) and rhizome (Cur. longa) to extract the compounds. To obtain the aqueous extract,
water at room temperature (cold extract) and at 70 °C (hot extract) was used. To obtain the
fractions, extractions were performed with solvents, methanol, ethyl acetate and hexane.
Hexanic (FH) and ethyl acetate (FAE) fractions of Cur. long, showed better potential in
inhibiting fungal development and were selected for identification of major compounds.
Aqueous and fractionated extracts were evaluated for the control of anthracnose in sweet pepper
fruits. The results showed that there was no significant difference between treatments using
aqueous extracts for mycelial growth and conidia sporulation. There was a reduction in the
incidence of anthracnose by 33.3% and 41.7% using the extracts P. marginatum and C.
cajucara and 100% for the extract of C. longa. In the fractionated extracts it was observed that
the FH of C. longa were the most promising, inhibiting 59.2% mycelial growth, 49.8% conidia
germination and reducing the incidence of anthracnose by 33.3%, and the identified compounds
were ar-turmerone (48.71%) and ar -turmerol (11.51%) as compounds of the FH of C. long.
The results show the potential of the extracts to control Colletotrichum sp. and anthracnose in

sweet pepper fruits.

Keywords: Alternative control, bioactive molecules, anthracnose.
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1 INTRODUCAO

A regido Amazénica é considerada o centro de diversidade das espécies de Capsicum
chinense Jacq., sendo a variedade pimenta-de-cheiro a mais cultiva pela populagdo local
(MARTINS et al., 2020; MOSES et al., 2014). O Estado do Para foi o maior produtor de
pimenta com produgdo de 18.048 t. (IBGE, 2017). No Estado do Amazonas, em 2019 a
producéo foi de 6.546,08 t. (IDAM, 2019)

A pimenta-de-cheiro possui importancia econdmica na regido devido a alta demanda
local dos frutos para 0o consumo in natura presente em muitos pratos da culinaria regional
(CHAVES; FURTADO, 2017), fato que tem contribuido para implantacdo de cultivos
comerciais, 0S quais constituem importantes fontes de renda para as populacdes locais
(CARDOSO et al., 2014).

O surgimento de doengas fitopatogénicas limita a producdo de pimenta-de-cheiro na
regido. As doencas em pimentas-de-cheiro podem ser causadas por fitopatdgenos, como
nematoides, bactérias e fungos, sendo a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum spp.,
uma das principais doencas de parte aérea, podendo causar perdas de até 100% na producao
(HANADA et al., 2011). Os sintomas ocorrem em ramos e folhas, sendo os frutos a parte
comercializada a mais afetada. As lesbes inicialmente sdo pequenas e escuras, circulares e
deprimidas, que progridem formando circulos concéntricos e pontos negros que corresponde
aos acérvulos do fungo de onde surge uma massa alaranjada constituida pelos conidios do fungo
(ALMEIDA et al., 2017; HANADA et al., 2011).

Medidas de manejo sdo sugeridos para 0 manejo da antrachose, como plantio menos
adensado, eliminacdo de restos de cultura, rotacdo de cultura com espécies ndo hospedeira do
fungo, uso de sementes certificadas e aplicacdo de fungicidas (ALI et al., 2016), sendo 0s
fungicidas a principal medida adotada para o controle da doenca. No entanto, 0 uso consecutivo
desse produtos podem selecionar fitopatdgenos resistentes, o que reforca a necessidade da
utilizacdo de outras alternativas para o controle da antracnose, como por exemplo, extratos e
Oleos vegetais (AVANCO et al., 2017). Esses produtos sdo relatados por terem compostos
bioativos que inibem o desenvolvimento de muitos microrganismos, como bactérias e fungos
fitopatogénicos (HU et al., 2015).

Pesquisas relatam que os extratos e 6leos essenciais extraidos de plantas que apresentam

potencial antimicrobiano podem inibir parcial ou totalmente o crescimento micelial,
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esporulacdo e germinagdo de conidios de fungos fitopatogenicos in vitro e in vivo, agindo
diretamente sobre os fitopatdgenos ou indiretamente, ativando mecanismos de inducéo de
resisténcia nas plantas (DRAZ et al., 2019). Compostos biologicamente ativos presente nos
extratos e Gleos essenciais que mostraram potencial de inibir fitopatégenos foram identificados
e separados através de analise quimica, como 0s sesquiterpenos ar-turmerona, o-turmerona, f3-
turmerona (HU et al., 2017), compostos fendlicos, como mirecitina, acido ferulico, acido
cafeico, acido galico e quercetina (MALDONADO et al., 2020), taninos hidrolisaveis,
cumarinas e flavonéides (MACEDO et al., 2018).

Fatos que foram observadas em trabalhos como de Ngegba et al. (2018) que utilizaram
0s extratos das plantas Azadirachta indica A. Juss., Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.Gray e
Chromolaena odorata (L.) R.M.King & H.Rob., nas concentra¢tes de 100%, 80%, 60%, 40%
e 20%, inibiram o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Geotrichum candidium e Rhizopus stolonifer, observando-se que a concentragédo
100% do extrato inibiu 92% o crescimento micelial dos fungos. Colpas et al. (2009),
observaram que o extrato de folhas de Ocimum gratissimum nas concentracfes de 10, 25, 40 e
50% induziram a producao de fitoalexinas, desoxianocianidinas, em cotilédones de soja e da 3-

desoxianocianidinas em mesocatilos de sorgo.

Na Amazodnia existe uma diversidade de espécies de plantas com potencial medicinal e
biotecnologico e outras que foram introduzidas e sdo utilizadas na medicina popular como
medicamentos para o tratamento de doencas e como antimicrobianos (LEITE et al., 2017). As
espécies Croton cajucara Benth, Piper marginatum Jacg. e Curcuma longa Linn. séo relatadas
por possuirem compostos de importancia na medicina tradicional e farmacologica e com grande
importancia na industria biotecnoldgica que pode levar ao desenvolvimento de novas moléculas
para controle de fitopatdgenos na agricultura (NASCIMENTO et al., 2017).

A espécie Croton cajucara Benth, é um arbusto que apresenta casca pulverulenta e
folhas oval-lanceoladas, pertencente a familia Euphorbiaceae e ocorre amplamente na regido
da floresta amazonica brasileira (AZEVEDO et al., 2014). As infusbes da casca do caule tém
sido utilizadas para o tratamento de doencas hepaticas, diabetes, diarreia, dor de estémago,
hepatite, malaria (NASCIMENTO et al., 2017) e como antimicrobiano no controle de
desenvolvimento fungico, como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,

Aspergillus ochraceus, Rhizopus oryzae e Fusarium solani (AZEVEDO et al., 2013). Os
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principais compostos com atividade biologica de importancia farmacéutica e biotecnologica

sdo 7-hidroxicalameneno, a-pineno, linalol e B-cariofileno (AZEVEDO et al., 2013).

Piper marginatum Jacq., pertence & familia Piperaceae, € um arbusto aromatico
conhecido como “caapeba”, possui peciolo alado e folhas em forma de coragdo, principais
caracteristicas que facilitam a sua identificacdo. P. marginatum encontra-se distribuido no
Centro e Sul das Américas, os extratos das folhas é utilizada para tratamento de doencas
gastrointestinais, reumatismo e tumores e antimicrobiana (BRU e GUZMAN, 2016). Os
principais compostos encontrados com propriedade antifingica contra o fungo Rhizopus oryzae
foram os compostos, propiopiperone, 6-3-Careno, (Z)-p-ocimeno, (E)-p-Ocimeno, Safrole,
entre outros (ALMEIDA et al., 2018). O efeito do extrato metandlico de P. marginatum foi
avaliado contro o fitopatogeno Colletotrichum scovillei, agente causal da antracnose em
pimentdo, observando-se 82,4% de diminuigédo do crescimento micelial e 81,2% de inibicdo o
didmetro da lesédo em frutos (ARAUJO et al., 2014).

A Curcuma longa Linn. é uma planta herbacea perene pertencente a Familia
Zingiberaceae, nativa do sul da Asia tropical, mas cultivada extensivamente em todo o mundo;
estas plantas crescem até um metro de altura apresentando folhas longas e oblongas, sendo o
Orgao mais utilizada o rizoma, com comprimento de 7 cm e diametro de 2,5 cm (BOTANICAL,
2021; EFLORAS, 2021). O p6 do acafrdo é usado como especiaria no preparativo de alimentos,
proporcionando sabor devido a presenca de Gleo essencial (NELSON et al., 2017) e utilizado
na industria biotecnoldgica de alimentos como conservante (GUL e BAKHT, 2015). O acafrao
é utilizado para o tratamento de doencas uroldgicas, hepatobiliares, anticancerigena
gastrointestinais, entre outras (TIAN et al., 2021). Apresenta potencial contra fitopatdgenos
como Aspergillus flavus, inibindo 93,4% o crescimento micelial quando utilizando na
concentracdo de 8 pL.mL™ do 6leo essencial, sendo os principais compostos encontrado ar-

turmerona, o-turmerona, B-turmerona (HU et al., 2017).

Considerando o potencial das propriedades antimicrobiana e antifungicas de C. cajucara,
P. marginatum e C. longa, este trabalho teve como objetivo estudar o potencial destas espécies
no controle da antracnose em pimenta-de-cheiro, visando a obtencdo de um método alternativo
aos fungicidas quimicos e, a identificacdo de moléculas com potencial para o controle da

doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspecto gerais do género Capsicum

As pimentas pertencem & Familia Solanaceae e ao género Capsicum e sdo nativas das
Américas, com ampla distribuicdo que abrange desde o México até a Argentina Central,
incluindo paises como Peru, Bolivia, Colémbia, Equador, Brasil e Paraguai, com
aproximadamente 35 espécies identificadas (CARRIZO-GARCIA et al., 2016), sendo cinco
espécies domesticadas e cultivadas no mundo e com grande importancia econbmica, sendo
estas: Capsicum annuum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens L., Capsicum
baccatum L. e Capsicum pubescens Ruiz e Pav. (PICKERSGILL, 1997).

Plantas do género Capsicum, sdo arbustos que apresentam flores com corolas carnudas
estreladas com diversos padrdes de pigmentacdo; os frutos apresentam bagas globosas de
diferentes tamanhos e cores; o célice inteiro apresenta formato de xicara e com cinco a dez
dentes como prolongamento nervoso (CARRIZO-GARCIA et al., 2016). A presenca de
capsaicinoides confere sabor ardente ou pungente aos frutos (TANAKA et al., 2017). Estes
compostos sdo sintetizados e acumulados na célula epidérmica da placenta, mas também séo
encontrados no pericarpo, sementes e outras estruturas vegetativas, como folhas e caule
(GUILLEN; TITO; MENDOZA, 2018), que sdo sintetizados a partir da vanililamina, derivada
da fenilalanina, com &cidos graxos ramificados, derivadas da valina ou leucina (HAN et al.,
2019; RODRIGUEZ; ALEJO, 2019), sendo a capsaicina e dihidrocapsaicina as mais comuns
e, em menor grau, norcapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina e
homodihidrocapsaicina (RODRIGUEZ e ALEJO, 2019).

O consumo das pimentas esta relacionada a presenca de capsaicindides por serem muito
apreciada na culinaria mundial devido ao sabor agradavel e pungente que proporciona aos
alimentos, podendo ser consumidas frescas ou processadas e utilizadas como condimentos,
molhos e conservas (CHAVES e FURTADO, 2017), ou na industria farmacéutica por
apresentarem propriedades antimicrobianas, antioxidante e anticancerigeno (GOCI et al., 2021)
e como uso auto defensivo na forma de spray (KRISHNATREYYA et al., 2018).

Os principais produtores mundiais de pimentas do género Capsicum sdo a China, com
12.656.804,92 t de pimentas produzidas seguida do México com 2.007.163,62 t e Turquia com
1.819.297,19t. (FAO, 2019). No Brasil, a producdo de pimentas foi de 46.702 sendo o Estado
do Pard o maior produtor de pimentas com 18.048 t. (IBGE, 2017).
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2.2 Aspectos gerais de Capsicum chinense

Na regido Norte do Brasil, o Estado do Amazonas é um dos centros de origem das
espécies de C. chinense (MOSES et al., 2014; MOSES et al., 2012), destacando-se pela grande
variabilidade morfolégica (morfotipos) expressas nas diferentes formas (alongados
arredondados, triangulares campanulados e retangulares), tamanhos (muito variavel), cores
(amarelo, amarelo-laranja, laranja-palido, laranja, vermelho, vermelho-escuro) e pungéncia dos
frutos (baixa, intermediaria, alta, superquente) (ARANHA et al., 2017; NEITZKE et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2011).

Pesquisas relatam que dentro da espécie C. chinense existe uma vairacao de intensidades
de pungéncia, expressadas em Unidades de Calor de Scoville (SHU), variando de ndo pungente
(0) a extremamente pungente (2.772.533,5), que € atribuida as diferentes concentracfes de
capsaicinoides presente nos frutos (ARANHA et al., 2017; BOSLAND; COON; REEVES,
2012). Na regido amazonica brasileira diversos morfotipos de C. chinense sdo cultivados pelos
pequenos agricultores como a pimenta rosa, dedo de moca amarela e vermelha, murupi, olho
de peixe, malagueta, muripizdo, pimenta-de-tempero, pimenta-pe-de-cachorro, pimenta-doce,
pimeta-de-bico, pimenta-pitanga, pimenta-cabaca, pimenta-de-bode-ardida, curugazinho,
cumari, e pimenta-de-cheiro (MARTINS et al., 2020; COSTA et al., 2015; CARVALHO et al.,
2014; NEITZKE et al., 2014).

Segundo o Instituto de Desenvolvimento Agropecuério e Florestal Sustentavel do
Estado do Amazonas (IDAM, 2019), no relatdrio trimestral da producdo agricola para o estado,
a producdo de pimenta de cheiro foi de 6.546,08 t, sendo uma hortalica agricola de importancia
econbmica no Estado do Amazonas, presente praticamente em todos os pratos dos
amazonenses, consumida de forma in natura nas saladas ou cozidos juntamente com 0s
alimentos. Dentro do morfotipo pimenta de cheiro existe diversidade genética expressas nas
diferentes formas, tamanhos, cores e pungéncia dos frutos (MARTINS et al., 2020; ARAUJO
et al., 2018, DOMENICO et al., 2012). Em pimenta-de-cheiro o formato do fruto pode ser
alongado, triangular, em bloco, redondo e campanulado, a cor do fruto varia de vermelho,
salméo, amarelo e laranja, o comprimento do fruto varia de 2,3 cma 7,4 cm, a largura do fruto
varia de 1,1 cm a 2,5 cm e a pungéncia varia de acordo ao contelido de capsaicina em frutos
frescos de 0 a 71,5 mg.g™* (DOMENICO et al., 2012).



16

Problemas fitossanitarios estdo entre os fatores que limitam a producéo de pimenta-de-
cheiro, como doencgas causadsas por nematoides (PINHEIRO et al., 2014), bactérias
(ROSSATO et al., 2018) e fungos, sendo a antracnose, causada por Colletotrichum spp. (SILVA
et al., 2018), a principal doenca da cultura, levando a perdas de até 100% na producdo da
hortalica (HANADA et al., 2011).

2.3 Caracteristicas de género Colletotrichum e manifestacdo da antracnose em pimenta-
de-cheiro
O Género Colletotrichum pertence a Familia Glomerellaceae, Clase Sordariomicetes,
Divisdo Ascomycota (www.mycobank.org). Este género inclui patdgenos de grande
importancia causando doencas em ampla variedade de plantas lenhosas e herbaceas, com
distribuicdo principalmente tropical e subtropical, existindo também algumas espécies que
afetam culturas de climas temperados (CANNON et al., 2012).

Em 2012, o género Colletotrichum estava composto por 119 espécies (CANNON et al.,
2012), e em 2016 o numero de espeécies identificadas foi de 189 (JAYAWARDENA et al.,
2016) e, ainda continuam sendo identificadas novas especies em Colletotrichum como a
identificada por Khodadadi et al. (2020), Colletotrichum noveboracense, isolado de frutos de
maca. As espécies de Colletotrichum estdo agrupados em complexos de espécies, sendo que
cada complexo de espécie esta composto por diversas espécies distintas (DAMM et al., 2012),
existindo na atualidade 11 complexos de espécies, sendo estes, orbiculare, boninense,
truncatum, gloeosporioides, gigasporum, dematium, acutatum, destructivum, spaethianum,
graminicola e caudatum (JAYAWARDENA et al., 2016). Mais trés complexos foram

propostos, dracaenophilum, magnum e orchidearum (DAMM et al., 2019).

Nas décadas passadas a identificacdo das espécies de Colletotrichum era baseada em
caracteristicas como: espécie de hospedeiro, substrato, tamanho e forma de conidios
e apressorios, taxa de crescimento em cultura, cor das culturas, presenca ou auséncia de cerdas,
bem como pela comparacdo das sequéncias do espacador transcrito interno (ITS) do rDNA
nuclear (DAMM et al., 2014; WEIR et al., 2012). Este método de identificacdo nao sao os mais
recomendados porque muitas dessas caracteristicas morfologicas que mudam sob diferentes
condicbes de crescimento, como meio de cultura utilizada para crescimento, temperatura,
regime de luz, e as regibes ITS conhecidas sdo consideradas insuficientes para delimitar
espécies em Colletotrichum (KHODADADI et al., 2020).
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Atualmente, andlise multilocus sdo utilizados para identificacdo de espécies em
Colletotrichum, além de ITS, locis como a glutamina sintetase (GS), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), calmodulina (CAL), actina (ACT), quitina sintase (CHS-1), B-
tubulina (TUB2), DNA liase (APN2) e a regido intergénica entre DNA liase e 0 gene do tipo
de acasalamento (Matl1-2) (ApMat) (KHODADADI et al., 2020; JAYAWARDENA et al.,
2016).

O género Colletotrichum foi eleito o oitavo grupo mais importante de fungos
fitopatogénicos de plantas no mundo, sendo Magnaporthe oryzae eleito em primeiro, como 0
mais devastador entre todas as espécies dos fungos (DEAN et al., 2012). A doenga causada pelo
fitopatdgeno Colletotrichum spp. é geralmente conhecida como antracnose que deriva de uma
palavra grega que literalmente significa “doenga do carvdo”, ¢ o nome que Se refere as lesdes
necroticas escuras, e sob condi¢6es favoraveis podem formar acérvulos que produzem massas

mucilaginosas de conidios de cor laranja a rosa (DOWLING et al., 2020).

No género Capsicum a antracnose causa extenso danos na pré e pos-colheita em frutos
de pimenta e, mesmo pequenas lesGes reduzem seu valor comercial (RANATHUNGE et al.,
2012; THAN et al., 2008). O fitopatogeno Colletotrichum spp. tem potencial de transmissao
atraves das sementes, solo, agua e ar, podendo causar danos na fase de mudas e nas partes aéreas
das plantas (SAXENA et al., 2016). Diferentes espécies Colletotrichum podem ser associados
a antracnose na mesma planta hospedeira (SAXENA et al., 2016). No mundo foram relatadas
pelo menos doze espécies de Colletotrichum causando antracnose em pimentas Capsicum entre
eles encontrasse Colletotrichum gloeosporioide, Colletotrichum siamense, Colletotrichum
fructicola, Colletotrichum truncatum, Colletotrichum scovillei, Colletotrichum brevisporum e
Colletotrichum sichuanensis (LIU et al., 2016) Colletotrichum acutatum (XIA et al., 2011;
SUWOR et al., 2015), Colletotrichum coccodes, (SHARMA et al., 2011) Colletotrichum
dematium (SHIN et al., 2000), Colletotrichum boninense (DIAQO et al., 2013) e Colletotrichum
cliviae (SAINI et al., 2017). No Brasil, cinco espécies de fungo foram identificadas causando
antracnose em pimentas no Nordeste brasileiro, Colletotrichum brevisporum, Colletotrichum
scovillei, Colletotrichum tropicale, Colletotrichum siamense, e Colletotrichum truncatum
(sinbnimo de Colletotrichum capsici) (SILVA et al.,, 2017; KATOCH et al., 2017). No
Amazonas, trés espécies de Colletotrichum foram identificadas em plantas de pimenta-de-
cheiro sendo, C. siamense, C. scovillei, e C. brevisporum (OLIVEIRA et al., 2017; ALMEIDA
et al., 2017).
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Os sintomas da antracnose em pimenta-de-cheiro inicialmente consistem em pequenas
lesbes marrom-escuras, circulares, deprimidas, com bordas definidas, progredindo para o centro
e tornando-se cinza a preto, com circulos concéntricos de acérvulo que muitas vezes quando
molhado produzem massas de conidios de cor laranja a rosa (ALMEIDA et al., 2017
HANADA et al., 2011). No Brasil, perdas da produgdo de até 100% foram relatadas no Estado

do Amazonas em pimenta-de-cheiro sob condi¢des de campo (ALMEIDA et al., 2017).

O ciclo da doenca comeca a partir de sementes, folhas e frutos infectados pelo
Colletotrichum; o fitopatégeno inicia a sua infeccdo no estadio vegetativo da planta através da
penetracdo direta dos apressorios na cuticula da planta denominada fase intramural endofitica,
sem causar dano a planta e serve como fonte potencial primaria de inoculo para infecgdo do
fruto, a fase necrotrdfica do fitopatdgeno inicia no estadio de amadurecimento das plantas e
frutos causando danos na pré e pés-colheita dos frutos (RANATHUNGE et al., 2012), e a
infeccdo é geralmente favorecida por condic¢Oes quentes e imidas (DOWLING et al., 2020).

Medidas para o controle da doenca sdo recomendadas, como adocdo de praticas
culturais, uso de sementes certificadas, plantio menos adensado, eliminacéo de restos de cultura,
rotacao de cultura com espécie de planta ndo hospedeira do fungo (ALI et al., 2016). O controle
mais desejavel para a antracnose seria 0 uso de variedades resistentes, porém, no mercado ndo
existem variedades resistentes para a antracnose em pimenta-de-cheiro e o controle quimico é
0 mais utilizado (GASPAROTTO; PEREIRA; BERNI, 2014). Encontrar variedade resistente a
doenca antracnose em pimentas de cheiro torna-se muito dificil, porque diversas espécies de
Colletotrichum estéo associados a antracnose na mesma planta hospedeira (OLIVEIRA et al.,
2017; ALMEIDA et al., 2017), podendo uma dessas diversas espécies de Colletotrichum
superar a resisténcia da planta hospedeira, tornando dificil a manutencéo da resisténcia a longo
prazo (SILVA et al., 2020).

Pesquisas realizadas na Tailandia relataram ter encontrado trés genes recessivos, col,
co2 e co3 em C. chinense PBC932 que conferem resisténcia a antracnose (MAHASUK et al.,
2009; PAKDEEVARAPORN et al., 2005). No entanto a resisténcia em C. chinense PBC932
foi quebrada frente a um patotipo (PCcl) de C. truncatum, mostrando a planta hospedeira alta
suscetibilidade a doenca (MONTRI et al., 2009).

Existe a possibilidade que a situa¢do se torne ainda mais critica se nas populagdes de

pimentas-de-cheiro for encontrado fluxo de alelos dentro e entre as populagdes fitopatogénicas
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na regido onde se cultiva esta planta, indicando elevada variabilidade génica e,
consequentemente, elevado potencial adaptativo do fitopatdgeno, podendo quebrar a resisténcia
do hospedeiro e desenvolver tolerancia aos fungicidas (RANATHUNGE et al., 2009).

O uso de fungicidas quimicos é o mais utilizado para o controle da antracnose, mas
como relatado, o fitopatdgeno pode desenvolver tolerancia, e 0 uso consecutivo desses produtos
pode levar a selecdo de microrganismos resistentes (FORCELINI et al., 2016). Segundo o
Comité de Acdo de Resistencia a Fungicidas (do inglés, Fungicide Resistance Action
Committee) (FRAC, 2019), os complexo fungicos C. gloeosporioide e C. acutatum, agentes
causais da antracnose em pimenta, e em outras varias culturas, foram registrados na lista de
patdgenos com risco médio de desenvolvimento de resisténcia aos fungicidas, tornando-se
problema sério para o controle da antracnose, porque os fungos C. siamense, C. brevisporum e
C. scovillei fazem parte do complexo de C. gloeosporioides e C. acutatum, agentes causais da
antracnose em pimenta-de-cheiro (OLIVEIRA et al., 2017).

Existem evidéncias de que algumas espécies de Colletotrichum mostraram resisténcia a
alguns fungicidas, como C. capsici (syn. C. truncatum), agente causal da antracnose em
pimenta, resistente aos fungicidas de agdo multi-sitio como o Zineb (Ditiocarbamato) e sulfato
de cobre (REDDY; RAMAPANDU; RAO, 1981). Forcelini et al. (2016), relatam que C.
acutatum, agente causal da antracnose em morango, foi resistente aos fungicidas inibidores
extracelulares de quinona (Qol) como a Azoxistrobina e Piraclostrobina. Chen et al. (2018),
relatam que os isolados de C. truncatum provenientes de péssego, soja, citros e begdnia foram
resistentes a alguns fungicidas inibidores da 14 a-desmetilase (DMI) como o Tebuconazol,

Metconazol, Fenbuconazol e flutriafol.

2.4 Extratos vegetais no controle de fitopatdgenos

Uma ampla gama de plantas medicinais e aromaticas foram identificadas e estdo sendo
exploradas por seus 0leos essenciais e como fonte de matérias-primas utilizadas nas industrias
de fragrancias, cosmética, perfumaria e farmacéuticas, por apresentarem diversos compostos
ativos com propriedade farmacologia e como agentes antimicrobianos (SWAMY et al., 2015).

As plantas medicinais sdo extraidas e processadas para consumo direto como
fitoterapicos ou tradicionais utilizados no tratamento de doencas como, inflamagoes, doengas
cardiovasculares, Alzheimer, ansiedade, depressao entre outras. Recentemente, a planta como

fonte de medicamento estd ganhando popularidade por causa de sua origem natural,
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disponibilidade nas comunidades locais, facilidade de administragdo e provavelmente com
menos efeitos adversos a satide (SWAMY et al., 2016).

Abubakar e Haque (2020), definiram planta medicinal como, planta que contém
ingredientes ativos ou metabdlitos secundarios que possuem atividade bioldgica. Varios
metabdlitos secundérios foram identificados, como alcal6ides, terpendides, saponinas,
compostos fendlicos, flavondides e taninos, que sdo biossintetizados em diferentes 6rgdos e
partes da planta, como flores, folhas, frutos e raizes (LEZOUL et al., 2020; DI MARTILE et
al., 2020). Os metabdlitos secundarios sdo secretados sob condicdes especificas de estresse
bidtico e abidtico, e desempenham papel importante protegendo a planta de herbivoria, age
como inseticida, e para proteger-se de microrganismos fitopatogénicos como ferramenta de
defesa (SWAMY et al., 2016). Cada composto biologico pode exibir um mecanismo de acao
diferente contra os microrganismos fitopatogénicos, isso dependera da estrutura presente nas
diversas espécies microbianas como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e fungos
fitopatogénicos que diferem em suas composicGes de membrana celular e parede celular
(RAUTENBACH et al., 2016).

Diversas metodologias sdo utilizadas para a extracdo dos metabolitos secundarios
presentes nas plantas medicinais, como maceracao, infusdo, digestdo, decoccéo, percolacao,
extracdo de soxhlet, extracdo assistida por micro-ondas, extracdao assistida por ultrassom, e
diversos solventes sdo utilizados para a extragdo dos compostos ativos, que séo classificados de
acordo com sua polaridade, de menor a maior polaridade, sendo n-hexano o menos polar e a
agua o mais polar (ABUBAKAR; HAQUE, 2020; SASIDHARAN et al., 2011). A extracao dos
metabolitos secundarios dependem da afinidade que o composto tem pelo solvente utilizado,
sendo que alguns metabdlitos tém afinidade por solventes polares e outros por solventes
apolares, que resultara na inibicdo ou ndo dos microrganismos, se 0S compostos bioativos
fossem avaliados (SALIH et al., 2020; LIRA-DE LEON et al., 2014). Métodos como a
cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alto eficiéncia (CLAE),
cromatografia de papel (CP) e cromatografia gasosa (GC) sdo usadas na separacao e purificacao
dos metabdlitos secundarios (ABUBAKAR; HAQUE, 2020; ALTEMIMI et al., 2017).

2.5 Mecanismo de acao antimicrobiana dos compostos ativos das plantas
Os compostos bioativos extraidos das plantas agem desestabilizando principalmente a

arquitetura celular, levando a quebra da integridade da membrana e aumento da permeabilidade,

interrompendo muitas atividades celulares, como a producdo de energia (acoplada a
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membrana), transporte através da membrana e fungdes regulatorias metabolicas, isto ocorre
devido a natureza lipofilica dos dleos essenciais (terpenos) e de muitos compostos fendlicos
(CHIBANE et al., 2019; CARVALHO et al., 2018), com potencial de atravessar facilmente as
membranas das células, interrompendo o arranjo dos diferentes acidos graxos da bicamada
fosfolipidicas e moléculas de polissacarideos, levando a quebra das ligac6es entre as camadas
de lipidios e proteinas e, consequentemente vazamento de componentes celulares e perda de
fons, como potassio e célcio, e outras organelas celulares podem ser afetadas resultante de um
efeito cascata (ABOODY; MICKYMARAY, 2020; YANG; ZHANG, 2019; SWAMI et al.,
2016).

Lira-De Leon et al. (2014) relatam o efeito de extratos organicos, fracionados em acetato
de etila e metanol, de duas espécies de plantas Adenophyllum aurantium e Tournefortia
densiflora avaliadas nas concentracdes de 100 mg.mL™ e 70 mg.mL™, inibiram, in vitro, o
crescimento de Fusarium solani em 56,17% e 68,64 % e de Alternaria alternata em 52,42% e
69,07%, agentes causais de doencas em tomate. Ngegba et al. (2018) relataram o efeito de
extratos aquosos de trés espécies de plantas Azadirachta indica, Tithonia diversifolia e
Chromolaena odorata avaliadas nas concentra¢es de 100%, 80%, 60%, 40% e 20%, inibiram
o crescimento dos fungos fitopatogénicos Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Geotrichum
candidium e Rhizopus stolonifer em todas as concentragcdes do extrato aquoso testadas, com
inibicdo variando de 15,5% a 92%, nas concentracdes de 20% e100%, respectivamente. Cruz
et al. (2013) ao avaliaram o efeito do extrato aquoso de Azadirachta indica (nim) nas
concentracdes de 2% e 4% no controle da severidade da antracnose em banana (Musa
paradisiaca L.), causada por Colletotrichum musae, verificaram que a severidade da doenca foi
de 55,3% e 40,03% para as concentracdes de 2% e 4%, respectivamente, se comparada ao
tratamento controle, com severidade de 75,13%. Yang e Jiang (2019), relatam que o uso de
polifenol da arvore de Cha (Melaleuca alternifolia L.) nas concentracGes minimas de 4 mg.mL"
L inibiram o crescimento micelial e de 2 mg.mL™ a germinac&o de esporos, do fungo Rhizopus
stolonifer, agente causal de podriddo em nectarina e péssego, e em estudos microscopicos sobre
a morfologia do fungo observaram que as hifas mostraram inchacdes irregulares, ramificacéo
aumentada, entrelacamento, enrugamento, colapso e quebra das hifas; nos esporos foram
observados gue as pontas dos tubos germinativos estavam inchadas, com esfoliacdo da camada
superficial, quebra da parede celular e foi observado a separagdo do plasmalema da parede

celular.
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2.6 Extratos vegetais na inducéo de resisténcia

Os extratos vegetais além do efeito antifungico e no controle da doengas em plantas
hospedeiras, podem conter outros compostos com capacidade de ativar mecanismos de defesa
nas plantas, como polissacarideos (HELOIR et al., 2019), proteinas e lipidios ((LACHHAB et
al., 2014), designadas de elicitores ou padrdes moleculares associados a patdgenos ou microbios
(PAMP ou MAMP, do inglés, pathogen-associated molecular pattern ou microbe-associated
molecular pattern), que sdo percebidos por receptores de reconhecimento padrées, levando a
regulacdo da imunidade da planta conhecida como imunidade desencadeada por MAMP (MTI,
do inglés, MAMP-triggered immunity), que geralmente é caracterizado por eventos rapidos que
ocorrem nos primeiros minutos a algumas horas (KRZYZANIAK et al., 2018; LACHHAB et
al., 2014). A percepcéo desses elicitores desencadeia uma cascata de sinaliza¢do nas células das
plantas hospedeiras levando ao fluxo de ions, despolarizagdo das membranas celulares,
producdo de oxido nitrico (NO) e especies reativas de oxigénio (ERO), atuando como
mensageiros secundarios, podendo ativar a cascata de fosforilagdo de proteinas quinase MAPK,
MKK e MKKK, (MAPK, MAPKK e MAPKKK, do inglés, mitogen-activated protein kinase,
kinase, kinase) ativando a expressdo de genes de defesa (BECKERS et al., 2009) e
consequentemente a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR), enzimas
hidroliticas que degradam a parede celular fungica (B-1,3-glucanases e quitinases) e
fitoalexinas, que sdo compostos antimicrobianas; todo esse evento regulado pelos fitorménios
acido salicilico (SA), &cido jasmonico (JA) e etileno (KRZYZANIAK et al., 2018).

Draz et al. (2019) relatam que o uso preventivo de extratos vegetais de cinco espécies
de plantas de folhas de hena (Lowsonia inermis L.), acalyfa (Acalypha wilkesiana Mull.Arg.),
chinaberry (Melia azedarach L.) e lantana (Lantana camara L.) e casca de fruta de romd
(Punica granatum L.) foram avaliadas para o controle da ferrugem (Puccinia triticina Eriks.)
da folha em trigo (Triticum aestivum L.) e, todos os extratos tiveram eficiéncia no controle da
doenca em 80%, 72%, 76%, 68% e 88%, e as analises bioquimicas revelaram que em todos 0s
tratamentos avaliados houve aumento significativo no contetdo de clorofila total (a + b),
fendlicos totais e nas atividades das enzimas oxidativas peroxidase (POX) e polifenoloxidase

(PPO), em relacdo ao tratamento controle que ndo recebeu os extratos vegetais.

Krzyzaniak et al. (2018), relatam que o uso de extrato purificado de plantas sobre
suspensdes de células de videira (Vitis vinifera L. cv. Gamay), ativam as respostas relacionadas

a defesa, identificando-se a produgdo de H.0., ativacdo da MAPK atraves da fosforilacdo e
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producédo de genes relacionadas a defesa, fenilalanina aménia-liase (PAL), estilbeno sintase
(STS), quitinase 4c (PR3), lipoxigenase 9 (9-LOX), lipoxigenase 13 (13-LOX), proteina

relacionada a patogénese, e a producdo da fitoalexina resveratrol.

Peghaire et al. (2020), relatam que os extratos de folhas de bordo vermelho (Acer
rubrum) extraidos em etanol-agua ativaram a expressao de genes de defesa em folhas de tabaco,
como a PR1, B—1,3-glucanase PR2, quitinase PR3 e osmotina PR5. COLPAS et al. (2009),
relatam que extratos aquosos das folhas de Ocimum gratissimum nas concentragdes de 10, 25,
40 e 50% induziram a producdo de fitoalexinas, desoxianocianidinas, em cotilédones de soja e

de 3-desoxianocianidinas em mesocétilos de sorgo.

2.7 Plantas medicinais com potencial antifungico
2.7.1 Croton cajucara

O género Croton Cajucara Benth. é um arbusto que pertence a Ordem Euphorbiales e
Familia Euphorbiaceae, popularmente conhecida como “sacaca”, com distribuicdo na regido
Amazonica, o0 arbusto apresenta casca pulverulenta, as folhas sdo oval-lanceoladas e com
posicao alternas (AZEVEDO et al., 2013). Dois morfotipos de C. cajucara foram identificados
conhecidos como vermelho e branca. A planta ¢ utilizada amplamente na medicina tradicional
através da ingestdo oral da infusdo ou coc¢do de suas folhas ou cascas, para tratamento de
Ulceras gastricas, disturbios hepaticos, diabetes, febre, malaria e no indice elevados de
colesterol (NASCIMENTO et al., 2016, AZEVEDO et al., 2014), e algumas pesquisas relatam
que possui propriedades antioxidantes (MACIEL et al., 2009) e efeito antileishmania (LIMA et
al., 2015), antibacteriano e antifungico (AZEVEDO et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014).

Uma variedade de compostos com propriedades farmacologicas foram identificada a
partir do 6leo essencial extraido de folhas da sacaca, sendo o terpeno 7-hidroxicalameneno o
composto maioritario representando 35,4% do 6leo, seguido do linalol com 11,8% e outros
compostos com presenca minoritaria, como germacreno D (4,2%), 6-cadineno (4,8%), PB-
cariofileno (2,4%), espatulenol (2,4%) entre outros (AZEVEDO et al., 2014). Da casca foram
identificados alguns compostos terpénicos como a trans-dehidrocrotina (DCTN), trans-
crotoning, cis-cajucarina B, cajucarina B e sacacarina, dois flavondides, kaempferol 3,4', 7-
trimetil éter e 3,7-dimetil éter (MACIEL et al., 2000), e polissacarideos muito complexos a

partir de folhas, contendo ramnogalacturonano tipo I, arabinano, arabinogalactano tipo I,
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arabinogalactano tipo Il, ramano, amido e manana, que tem propriedades no tratamento contra
ulceras gastricas (NASCIMENTO et al., 2017).

Azevedo et al. (2013), relatam que o uso de 6leo essencial de C. cajucara na
concentragdo de 10 uL.mL™ mostrou atividade antimicrobiana sob o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Mycobacterium smegmatis, com zona de
inibicdo de 38, 10 e 24 mm, e dos fungos Rhizopus oryzae, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus, Mucor circinelloides e Fusarium solani em 12, 5, 6, 5, 15 e 3,5

mm, respectivamente.

2.7.2 Piper marginatum

A espécie Piper marginatum Jacq. pertence a Familia Piperaceae, € um arbusto
aromatico, com peciolo alado e folhas em forma de coracdo, que sdo as duas principais
caracteristicas que facilitam a sua identificacdo; a planta se encontra distribuida no Centro e Sul
das Ameéricas, e no Brasil é conhecida como caapeba; o extrato das folhas € utilizado para
tratamento de doencas gastrointestinais, reumatismo e tumores, (BRU e GUZMAN, 2016), e
em certas regides do Brasil, como a Paraiba, é utilizada como aromatizante de alimentos e como
antidoto para picada de cobra (CHAVES e SANTOS, 2002).

Pesquisas relatam que P. marginatum mostra potencial efeito contra fungos e bactérias
fitopatogénicas causadores de varias doencas em plantas e que provocam perdas econémicas
para os produtores agricolas. Santos et al. (2011), avaliaram o efeito do 6leo essencial de P.
marginatum para o controle de Fusarium oxysporum, agente causal do mal de Panama em
bananas, e foi observado que o didmetro do crescimento micelial desse fungo foi 22,5 mm
menor do que o do tratamento controle (69,9 mm), mostrando efeito no controle do fungo.

Araujo et al. (2014) ao avaliaram o efeito do extrato metandlico de P. marginatum no
crescimento micelial in vitro e no didmetro da lesdo da antracnose, causada por C. scovillei,
em frutos de piment&o,, observaram que a concentragdo de 1,5 pg.mL™ ocasionou inibicdo de
82,4% no crescimento micelial e de 81,2% no didmetro da lesdo nos frutos, quando comparado
ao tratamento controle usando fungicida Macozeb, que inibiu o crescimento micelial em 69,5%
e o didmetro de lesdo nos frutos em 62,5%.

Macédo et al. (2018) avaliaram extratos etandlico de folhas de P. marginatum no
crescimento micelial do fungo fitopatogénico Colletotrichum musae, agente causal da
antracnose em bananas, nas concentracdes de 10%, 20%, 30%, 40% e 50%, e verificaram que

as concentragdes de 40% e 50% inibiram o crescimento micelial do fungo em 10,9% e 20,2%,
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respectivamente, e os metabdlitos responsaveis da inibicdo foram identificados evidenciando-

se a presenca de taninos hidrolisaveis, fenilpropanoide, flavonoides e terpendides.

2.7.3 Curcuma longa

A Curcuma longa Linn. é uma planta herbacea perene pertencente & Familia
Zingiberaceae, nativa do sul da Asia tropical, mas cultivada extensivamente em todo 0 mundo;
estas plantas crescem até um metro de altura apresentando folhas longas e oblongas de cerca de
60 cm de comprimento, rizomas tuberosos com casca aspera e segmentada, apresentando
externamente cor marrom amarelado e cor interior laranja opaco ou marrom avermelhado, o
rizoma mede 2,5 a 7,0 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro (BOTANICAL, 2021; CSBG,
2021). O rizoma em po da C. longa é amplamente utilizado como especiaria para preparo de
alimentos, proporcionando cor e contribuindo no sabor dos alimentos, devido a presenca de
suas oleorresinas e 0leo essencial (NELSON et al., 2017), e como conservante na inddstria de
alimentos (GUL e BAKHT, 2015). A cdrcuma é amplamente utilizada na medicina tradicional
chinesa e indiana, sendo aplicada em feridas recentes e hematomas, e contra irritantes para
picadas de insetos, e no tratamento de diversas doencas como uroldgicas, hepatobiliares,
anticancerigena gastrointestinais, doencas de pele, infeccdes e problemas ginecologicos (TIAN
et al., 2021; PAGANO et al., 2018, MORAN et al., 2016), e com potencial, antioxidante,
antimicotoxigénica e antifungica (AVANCO et al., 2017).

A C. longa é constituida principalmente por carboidratos (60% - 70%), agua (6% -
13%), gordura (5% - 10%), proteina (6% - 8%), minerais (3% - 7%,), fibra (2% - 7%), Oleos
volateis (3% - 7%) e curcumindides (1% - 6%) (NELSON et al., 2017). Os curcumindides sdo
polifenois ndo tdxicos que exercem ampla gama de atividade bioldgica e que estdo presentes
em trés formas, a curcumina [(1E, 6E - 1,7 - bis (4 - hidroxi - 3 - metoxifenil) - 1,6 - heptadieno
-3,5 - diona] que constitui aproximadamente 60% - 70%, demetoxicurcumina 20% - 27% e
bisdemetoxicurcumina 10% - 15% (NELSON et al., 2017).

Pesquisas relatam que a curcumina, o composto de maior importancia entre o0s
curcumindides, altera as propriedades da bicamada lipidica de membranas celulares, e que
muitas de suas atividades bioldgicas esta estreitamente relacionada a desorganizacdo da
estrutura membranosa que pode ter efeito negativo e levar a mudancas na funcéo de proteinas
e enzimas de membranas (LARA et al., 2010; BARRY et al., 2009). Ingélfsson et al. (2014)

avaliaram as propriedades de cinco metabolitos fendlicos, curcumina (curcuma), capsaicina
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(pimenta), Epigalocatequina-galato (EGCG; cha verde), genisteina (soja) e resveratrol (uvas),
e observaram que todos os compostos alteraram a estrutura e propriedades da bicamada lipidica
e a funcdo de diversas proteinas de membrana foram afetadas, ao observar que 0os compostos
estavam localizados na interface da bicamada membranosa, devido aos elevados coeficientes
de particdo octanol/dgua variando de 3,1 a 4,1, que significa que os compostos fendlicos
interagem facilmente com moléculas lipidicas, podendo-se adsorver facilmente na bicamada

lipidica e alterar a suas propriedades.

Varshney et al. (2013) observaram que a curcumina pode aumentar em 56 vezes a
permeabilidade da membrana de lipossomos. Os mesmos efeitos sdo relatados para os éleos
essenciais sobre os fungos fitopatogénicos, inibindo o crescimento micelial, germinacdo dos
esporos e promovendo deformacgdes na estrutura morfologica na parede e membrana celular e
alteracdes fisiologica (HU et al, 2015; HU et al., 2017), e alguns de seus compostos foram
identificados, sendo 0s compostos maioritarios ar-Turmerona (33.2% - 12,9%), a-Turmerona
(23.5% - 42,6%), B-Turmerona (22.7% - 16%) (AVANCO et al., 2017; FERREIRA et al., 2013)

Pesquisas relatam que o uso de extratos e Oleos essenciais tem controlado alguns
fitopatdgenos que causam doencas em plantas, inibindo o seu crescimento e desenvolvimento
em condi¢des in vitro e in vivo, e muitas das propriedades descritas da C. longa poderiam
influenciar na inibicdo do desenvolvimento dos fitopatdgenos. Hu et al. (2017) relatam que o
6leo essencial de C. longa nas concentragdes de 1, 2, 3, 4 e 8 uL.mL™ inibiu o crescimento
micelial de Aspergillus flavus, agente causal de deterioracdo de cereais pds-colheita, em
63,31%, 71,15%, 78,99%, 91,03% e 93,41%, respectivamente e, a germinacdo de conidios
variando de 17,01% a 85,47%; observacdes em microscopia de varredura mostraram que 0S
conidios tiveram a morfologia das paredes rugosas, se comparadas as paredes lisas dos conidios
ndo tratados com 6leo, e que a sintese do conteddo de ergosterol, lipidio estrutural da membrana
celular, foi inibida em 14,80%, 30,07%, 38,95%, 53,64% e 80,27%, respectivamente, aléem de
interromper as func6es da atividade da ATPase mitocondriais.

Alsahli et al. (2018), relatam que o tratamento de sementes de girassol com extrato de
C. longa na concentracdo de 10% reduziu a severidade da podriddo radicular, causada por F.
solani (Mart.) Sac., em 16,8% e 23,1%, na segunda e quarta semana de avaliacdo, se comparado
ao tratamento que foi inoculado somente com patdgeno, que apresentou severidade de 40,3% e
55,4%, além disso, 0 extratos ativou o sistema de defesa do girassol, aumentando o contetdo

de fendlicos, atividade de enzimas antioxidantes (peroxidase e fenilalanina aménia liase), sendo
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identificados trés genes que codificam proteinas relacionadas a defesa (glutationa S-transferase

6, ascorbato peroxidase e defensina).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos geral
Avaliar, in vitro, extratos aquosos e fracionados de Curcuma longa, Croton cajucara e

Piper marginatum no controle da antracnose da pimenta-de-pimenta de cheiro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial do extrato aquoso de Curcuma longa, Croton cajucara e Piper
marginatum sobre o crescimento micelial e esporulacdo de Colletotrichum sp. in vitro,
e na reducdo da incidéncia da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro;

e Avaliar o potencial de extratos fracionado de trés espécies vegetais, Curcuma longa,
Croton cajucara e Piper marginatum sobre o crescimento micelial, esporulacdo e
germinagdo dos conidios de Colletotrichum sp. in vitro, e na reducdo da incidéncia da
antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro;

e Identificar os compostos metabolicos presente no extrato fracionado com potencial para

o0 controle de Colletotrichum sp.
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Resumo: A pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacd.) € uma hortalica muito consumida
no Estado do Amazonas, cultivada principalmente por pequenos produtores. A expansao da
cultura é fortemente afetada pela ocorréncia da antracnose, doenca causada pelo fungo
Colletotrichum sp., sendo o principal problema fitossanitario da cultura na regido, podendo
alcancar 100% de incidéncia. O controle é feito por meio de praticas culturais e uso de
fungicidas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do extrato aquoso de trés
espécies vegetais, Curcuma longa, Croton cajucara e Piper marginatum no desenvolvimento,
in vitro, de Colletotrichum sp., e na reducéo da incidéncia da doenca em frutos de pimenta-
de-cheiro. Os extratos aquosos obtidos a frio e a quente de cada espécie vegetal foram
avaliados sobre o crescimento micelial e producéo de conidio do fitopatégeno, em meio de
cultura BDA e, nareduc¢do da incidéncia da doenca em frutos destacados, pulverizados com
0s extratos antes e apos a inoculagdo com Colletotrichum sp. N&o foi observado efeito dos
extratos no crescimento micelial e na esporulagdo do fungo em meio de cultura. Em frutos
destacados houve reducéo da incidéncia da doenga, quando os extratos foram aplicados de
forma preventiva, podendo ter potencial para uso como uma medida complementar para o
manejo da doenca.

Palavras-chave: Antracnose. Extrato vegetal. Manejo alternativo.

Abstract: The sweet pepper (Capsicum chinense Jacg.) is a vegetable widely consumed in
the State of Amazonas, cultivated mainly by small producers. The expansion of the culture is
strongly affected by the occurrence of anthracnose, a disease caused by the fungi
Colletotrichum sp., being the main phytosanitary problem of the crop in the region. The disease
management is done by cultural practices and use of fungicides. The goal of this work was to
evaluate the potential of aqueous extracts from three plant species, Curcuma longa, Croton
cajucara and Piper marginatum on the Colletotrichum sp. development in vitro and on the
reduction of anthracnose incidence on sweet pepper fruits. Cold and hot extract from each
plant species were used to evaluate the mycelial development and conidia production on BDA
culture media. The effect of the extracts on the disease incidence was evaluated on sweet
pepper fruits, sprayed before and after inculation with de phytopathogen. No effect was
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observed on mycelial development and fungi sporulation on culture media. There was a
reduction of disease incidence on fruits, when the extract was sprayed as preventive treatment,
and it may have use as complementary measure for disease management.

Keywords: Anthracnose. Alternative management. Plant extract.
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5 Introducéo

As pimentas (Capsicum spp.) estdo entre as principais hortalicas cultivadas no mundo,
podendo ser consumidas in natura ou processadas em forma de paprica, pastas, desidratadas
e, em conservas (Aguilar et al., 2020). Segundo a Organizacdo das Nag¢bes Unidas para a
Alimentacdo, o maior produtor de pimenta do género Capsicum no mundo é a China, com
producdo de 12,656,804.92 t (FAO, 2019). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, a producdo de pimentas foi de 46.702 t, sendo o estado do Para o
maior produtor com 18.048 t (IBGE, 2017).

No Amazonas, as pimentas de cheiro (Capsicum chinense Jacq. 1777) sao
amplamente cultivadas devido a seu sabor pungente e aroma agradavel proporcionados pelos
capsaicindides (Sganzerla, Coutinho, Melo, & Godoy, 2014), e é fonte de renda para
pequenos produtores possibilitando a continuidade da atividade agricola e manutencédo no
campo evitando o éxodo rural (Berni & Cardoso, 2013). Segundo o Ultimo relatério da
producado vegetal do Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal Sustentavel do
Estado do Amazonas, a estimativa de area plantada de pimenta-de-cheiro foi 1.397,21 ha,
com producédo estimada de 6.546,08 t (IDAM, 2019).

O cultivo de pimenta-de-cheiro pode ser atacado por diversos microrganismos
causadores de doencas como, nematoides, bactérias e fungos, sendo a antracnose, causada
pelo fungo Colletotrichum spp., a principal doenca da cultura no Amazonas, podendo levar a
100% de perdas na producdo (Hanada, Gasparotto, Perira, & Assis, 2011). A doenca pode
acomenter todas as variedades comerciais existentes se ndo forem adotadas medidas de
controle (Gasparotto, Pereira, & Berni, 2014). Os sintomas ocorrem em ramos e folhas, sendo
os frutos as partes mais afetadas por lesées inicialmente pequenas e escuras, circulares e
deprimidas, que progridem formando circulos concéntricos e pontos hegros que
correspondem aos acérvulos do fungo de onde surge uma massa alaranjada constituida pelos
conidios do fitopatégeno (Hanada et al., 2011).

Diversas espécies de Colletotrichum sédo relatadas causando antracnose em pimentas
como: C. truncatum, C. gloeosporioides, C. fructicola, C. siamense C. brevisporum, C.
scovillei, C. sichuanensis (Liu et al., 2016; Ranathunge, Mongkolporn, Ford, & Taylor, 2012),
C. acutatum (Suwor, Thummabenjenjapane, Sanitchon, Kumar, & Techawongstien, 2015), C.
coccodes, (Sharma, Katoch, & Sharma, 2011) C. dematium (Shin, Xu, Zhang, & Cheng, 2000),
C. boninense (Diao et al., 2013) e C. cliviae (Saini, Gupta, & Anandalakshmi, 2017). No
Amazonas trés espécies foram descritas afetando a pimenta-de-cheiro: C. siamense, C.
scovillei, (Oliveira, Matos, Albugquerque, Hanada, & Silva, 2017) e C. brevisporum (Almeida,
Matos, Assis, & Hanada, 2017).

Para o controle da doenca sdo recomendadas praticas culturais como o uso de
sementes certificadas, plantio menos adensado, eliminacdo de restos de cultura, rotacdo de
cultura com espécie de planta ndo hospedeira do fungo (Ali, Bordoh, Singh, Siddiqui, & Droby,
2016) além do controle quimico com produtos registrados no Ministério de Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2021), uma vez que ndo existem cultivares resistentes
disponiveis. O uso consecutivo de produtos com 0 mesmo mecanismo de acao aliado ao uso
indiscriminado de fungicidas oferece risco a saude e danos ao ambiente além da sele¢éo de
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variantes resistentes aos principios ativos utilizados (Tyskiewicz et al., 2019; Martinez,
Gomez, Ramirez, Gil, & Durango, 2020).

Uma abordagem menos prejudicial para o controle de doencas em plantas de
importancia agricola, € a adocédo de extratos derivados de plantas que apresentam compostos
guimicamente ativos contra fitopatégenos (Wang, Zhang, Sun, & Zhang, 2017). Estes
compostos bioativos sdo derivados de metabdlitos secundéarios produzidos pelas plantas
como alcaloides, fendis, flavondides e terpendides, (Sun, Wang, Han, Zhang, & Feng, 2017).
Diversos compostos bioativos tém sido isolados por métodos fitoquimicos ou bioquimico e
testados para observar o efeito dos extratos sob condi¢cdes controladas in vitro, no
desenvolvimento do patégeno, mostrando eficiéncia no controle, alterando o desenvolvimento
patogénico totalmente ou em parte (Nazzaro, Fratianni, Coppola, & De Feo, 2017; Park et al.,
2017).

Em experimentos em casa de vegetacao ou condicdes de campo, 0s extratos vegetais
mostram eficiéncia na reducdo da severidade da doenca, seja pela acdo do composto
diretamente sob o patégeno ou como elicitor estimulando resisténcia induzida na planta (Al,
Pheng, & Mustafa, 2015; Meng, Li, Bi, Zhu, & Ma, 2015), resultando na reducéo dos sintomas
de doencas ou em um fenétipo de resisténcia, sem o uso de agrotéxicos.

No Brasil, existe uma diversidade de espécies vegetais com potencial de serem
exploradas e utilizadas para o controle de fungos fitopatogénicos. As espécies de plantas
como Croton cajucara Benth. Piper marginatum Jacg. e Curcuma longa Linn. sdo plantas
exploradas na medicina tradicional, no tratamento de doencas em humanos. A espécie C.
cajucara é um arbusto nativo da floresta Amazdnica pertencente a familia Euphorbiaceae,
popularmente conhecida como sacaca, e é utilizada na medicina tradicional através da
ingestdo oral da infusdo ou coccdo de suas folhas ou cascas, para tratamento de Ulceras
gastricas, disturbios hepaticos, diabetes, febre e malaria (Nascimento et al., 2017, Azevedo
et al., 2014). Suas propriedades medicinais estao relacionadas a presenca de terpenos como
linalol e 7-hidroxicalameneno. Esta espécie também tem demonstrado efeito antimicrobiano,
como relatado por Azevedo et al. (2016) onde o uso de 7-hidroxicalameneno em
concentracdes de 39,06, a 78,12 pg.mL?, inibiu o crescimento das leveduras Candida
albicans, C. dubliniensis e C. parapsilosis causadoras de infeccdes na corrente sanguinea em
seres humanos.

A planta P. marginatum. pertence a familia Piperaceae, é um arbusto aromatico com
peciolo alado e folhas em forma de coracdo, que sdo as duas principais caracteristicas que
facilitam a sua identificacdo. Encontra-se distribuida no Centro e Sul das Américas, e no Brasil
€ conhecida como pimenta de macaco; o extrato das folhas é utilizado para tratamento de
doencas gastrointestinais, reumatismo e tumores, (Bru & Guzman, 2016). Esta espécie tem
sido relatada como potencial agente de biocontrole de fungos e bactérias fitopatogénicas.
Aratjo et al. (2014), usando o extrato metandlico de P. marginatum, observou a inibicdo de
82,4% do crescimento micelial e 81,2% do diametro da lesdo em frutos de pimentdo causado
pelo fitopatégeno Colletotrichum scovillei.

A espécie C. longa, pertence a familia Zingiberaceae, € uma erva perene originaria
das regides tropicais da Asia. O rizoma é o 6rgéo mais utilizado da planta dando cor e sabor
aos alimentos, e na medicina tradicional da Asia, para o tratamento de doencas
gastrointestinais e hepéticas, doencas de pele, infec¢des e problemas ginecolégicos (Pagano,
Romano, Izzo, & Borrelli, 2018). As méleculas ativas mais abundantes da clrcuma sao o0s
curcumindides, compostos polifendlicos, que estao relacionados aos efeitos farmacol6gicos
de interesse terapéutico. Dorneles et al. (2018) observaram que o extrato de C. longa inibiu
60% do crescimento micelial e 83,34% da esporulacdo do Bipolaris oryzae causador da
mancha- parda em plantas de arroz.

Em funcdo do potencial j& demostrado no controle de microrganismos por estas
espécies vegetais, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de extratos de C. cajucara, P.
marginatum e C. longa no controle, in vitro, de Colletotrichum sp. e na reducado da incidéncia
da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro.
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6 Material e Métodos

6.1 Coleta do material vegetal

Para a obtencdo dos extratos vegetais, amostras de folhas de C. cajucara, P.
marginatum e de rizomas de C. longa , foram coletadas no periodo da manha, no setor sul da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), coordenadas geogréaficas -3.101623 Sul e -
59.976167 Oeste, em sacos de papel, etiguetadas e transportadas ao laboratério de
Fitopatologia onde foram lavadas em agua corrente, colocadas para secar em temperatura
ambiente (x 26 °C) durante 24 h, seguida de secagem em estufa com ventilacdo forcada a
70 °C durante 48 h. Ap6s a secagem o material foi triturado em moinho de quatro laminas até
a obtencdo de um pé seco.

6.2 Obtencao dos extratos vegetais a frio e a quente

Para o preparo do extrato frio (EF), 50 g de cada material vegetal seco e triturado foi
adicionado a 500 mL de agua destilada esterilizada em erlenmeyer de 1 L, homogeneizado e
deixado em repouso durante 48 h, em temperatura ambiente (+ 26 °C). Para o preparo do
extrato quente (EQ), 50 g de cada material vegetal nas mesmas condi¢bes citadas
anteriormente, foi homogeneizado em agua destilada esterilizada a temperatura de 70 °C, e
deixado em repouso durante 2 h.

Apobs o periodo de repouso do EF e EQ, foi feita uma filtragem em camada dupla de
gaze, e uma segunda filtragem em papel de filtro. Os extratos filtrados foram centrifugados
em tubos Falcon de 50 mL a 5000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi submetido a
esterilizacdo por filtragem em membrana Milipore® de 0,45 pm de porosidade. Os EF e EQ
obtidos foram armazenados em congelador a temperatura de -18 °C.

6.3 Obtencao do isolado de Colletotrichum sp.

O isolado de Colletotrichum sp. foi obtido a partir de frutos de pimenta-de-cheiro
apresentando sintomas tipicos da antracnose, coletados em uma propriedade rural produtora,
localizada no km 24 da Rodovia BR 174 em Manaus-AM. Os frutos foram depositados em
sacos de papel, etiguetados e transportados para o laboratério, onde foi realizado o
isolamento indireto do fitopatégeno em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) (KASVI). A identificacdo morfologica do fitopatdgeno foi realizada pela
observacao de estruturas reprodutivas, em laminas de microscopia contendo corante azul de
algoddo 1% em lactofenol, com auxilio de um microscopio 6tico (Zeiss®) sob objetiva de 40X.

6.4 Efeito dos extratos vegetais sobre o crescimento micelial e producéo de conidios de
Colletotrichum sp.

Os efeitos dos EF e EQ de folhas de C. cajucara, P. marginatum e dos rizomas de C.
longa, foram avaliados em dois experimentos separados, sendo um para o extrato frio (EF) e
outro para extrato quente (EQ). Nestes foram quantificados o crescimento micelial e a
producéo de conidios do fungo em placas de Petri de 60 mm de didmetro, contendo meio de
cultura BDA acrescido dos EF e EQ das espécies vegetal, nas concentra¢des de 10%, 20% e
30%. No centro de cada placa foi depositado um disco de meio de cultura de 5 mm de diametro
contendo a coldnia do fungo Colletotrichum sp. As placas foram mantidas em camara de
crescimento (Tecnal), em temperatura de 27 °C

A avaliagcdo do crescimento micelial foi realizado pela tomada das medidas
diametralmente opostas da colénia a cada 24 h, com auxilio de um paquimetro digital
(Carbografite), até que a coldnia de um dos tratamentos alcangasse a borda da placa. Apos
finalizada avaliagdo do crescimento micelial, as mesmas placas contendo as colbénias do
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fungo, foram usadas para a quantificacdo da producao conidios, a partir de uma suspensao
de esporos obtida de cada placa. A quantificacdo da esporulagéo foi feita com auxilio de um
hemacitdmetro e observado em objetiva de 40X em microscopio 6tico (Zeiss).

O ensaio experimental foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com nove
tratamentos, (trés espécies vegetal e trés concentracdes de cada extrato vegetal), com cinco
repeticdes, sendo cada unidade experimental uma placa de Petri. Como testemunha foram
usadas placas contendo somente o meio de cultura BDA. Os dados da produc¢éo de conidios
foram transformados a Log'® para andlise de variancia. Com os dados obtidos foi realizada a
andlise de variancia (ANOVA), e com as médias foi realizado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade no Software R Studio Verséo 4.0.2 (RStudio, 2020).

6.5 Efeito dos extratos vegetais frio (EF) na incidéncia da antracnose em frutos
destacados de pimenta-de cheiro (Capsicum chinense)

Foram realizados dois experimentos separadamente visando avaliar o efeito
preventivo e curativo dos extratos aquosos das folhas de C. cajucara e P. marginatume do
rizoma de C. longa na incidéncia da antracnose em frutos destacados de pimenta-de-cheiro.

Frutos sadios e sem danos visiveis foram obtidos em propriedades rurais produtoras
localizados na comunidade Boa Esperanc¢a (Rodovia BR 174 km 120, Presidente Figueiredo-
AM, Brasil). Os frutos foram lavados em agua corrente e desinfestados em alcool 70% por 5
min., hipoclorito de sédio por 2 min. seguido de trés lavagens em agua destilada autoclavada
a 1 ATM por 20 min. e secos em papel toalha autoclavado nas mesmas condicdes citadas
anteriormente. Apés a assepsia, foram depositados trés frutos em caixas plasticas tipo
Gerbox®, previamente lavadas e desinfestadas com alcool 70% e em luz ultravioleta (UV)
durante 20 min, e forradas com camada dupla de papel de filtro autoclavado e umedecido com
10 mL de agua destilada autoclavada. Para avaliacdo do efeito preventivo, os extratos foram
pulverizados sobre os frutos, 48 h. antes da inoculacéo do fitopatdégeno. Para avaliar o efeito
curativo, os frutos foram inicialmente inoculados com o fitopatégeno e 48 h. apds a inoculagéo
foram aplicados os extratos separadamente. A inoculacdo foi realizada pela aplicacdo por
aspersdo de uma suspensdo de conidios de Colletotrichum sp. na concentracédo de 10°
conidios.mL™, na superficie dos frutos. Apds a aplicacéo dos tratamentos, os frutos foram
mantidos em Gerbox® tampados, em temperatura ambiente (+ 26 °C) durante seis dias. A
avaliacdo foi feita pela quantificacdo da incidéncia da doenca, uma vez que uma Unica
infeccado inviabiliza a comercializacao do fruto, usando a formula: ID (%) = [(nGmero de frutos
doentes/numero total de frutos avaliados) x 100] (Wheeler, 1969).

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos
(extratos vegetais aquosos de trés espeécies) e quatro repeticdes, sendo a unidade
experimental um Gerbox® contendo trés frutos. Como testemunhas foram utilizados frutos
pulverizados com agua destilada autoclavada (controle -) e frutos inoculados com patdégeno
(controle +).

7 Resultados

Nos experimentos com os EF e EQ ndo houve diferenca significativa do crescimento
micelial e na producdo dos conidios entre os tratamentos de acordo om o teste de Tukey a
5% de probabilidade. (Tabela 1). As espécies de C. cajucara, P. marginatum e Cur. longa ndo
tiveram efeito significativo sobre o desenvolvimento de Colletotrichum sp. quando os
metabolitos das plantas foram extraidos com agua nas duas condi¢des experimentais.
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Tabela 1. Efeito das diferentes concentragdes do extrato frio (EF) e extrato quente (EQ),
obtidos dos rizomas e folhas, de Curcuma longa, Croton cajucara e Piper
marginatum, sobre o crescimento micelial e producao de conidios de Colletotrichum

sp, in vitro.
Tratamentos Concentragdo do Diémetr(_) da colbénia (mm) Esporulzf\géo (Conidio.mL1)
extrato vegetal (%) Extrato Frio Extrato Quente Extrato Frio Extrato Quente

C. cajucara 10 41,8 abc 40,0 a 4,5 ab 4,8 a

C. cajucara 20 44,0 abc 37,0a 4,9 ab 4,1 bc
C. cajucara 30 41,4 abc 38,0 a 4,6 ab 39 ¢

P. marginatum 10 44,6 abc 44,3 a 4,8 a 4,6 ab

P. marginatum 20 40,5 abc 42,8 a 4,4 ab 4,2 abc

P. marginatum 30 39,7 bc 38,0 a 4,6 ab 4,0 bc
C. longa 10 42,2 abc 41,7 a 39 b 4,1 abc
C. longa 20 39,7 bc 379a 4,3 ab 32 ¢

C longa 30 379c 37,3a 4,3 ab 4,1 bc
Controle 0 42,6 abc 43,8 a 4,3 ab 3,2 abc
C.V% 9,51 9,65 7,89 15,47

Medias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
a 5%.

Nos frutos que receberam tratamento curativo com extratos a frio de C. longa e P.
marginatum a incidéncia da doenca foi de 100%, e para C. cajucara foi 83,3%. Os frutos que
receberam tratamento preventivo com os extratos de C. longa, P. marginatum e C. cajucara a
incidéncia foi de 0%, 33,3% e 41,7% inferior ao do controle positivo respectivamente (Tabela
2).

Tabela 2. Efeito curativo e preventivo dos extratos frios (EF) de Curcuma longa, Croton cajucara e Piper
marginatum na incidéncia da antracnose em frutos destacados de pimenta-de-cheiro.

Incidéncia (%)

Tratamento

Curativo Preventivo
Controle (-) 0 0
Controle (+) 100 100
C. longa 100 0
P. marginatum 100 33,3
C. cajucara 83,3 41,7

CV(%)

8 Discussao

O efeito ndo significativo dos EF e EQ no desenvolvimento in vitro do fitopatégeno
pode estar relacionado com o método de extrac&o utilizado. E possivel que a extracdo dos
metabdlitos secundarios de C. longa, C. cajucara e P. marginatum, somente com agua nao
seja a forma mais eficiente para liberar os compostos com atividade antimicrobiana presentes
nessas plantas, e que possivelmente estes metabdlitos ndo tenham afinidade por solventes
polares como a agua.

Pesquisas mostram que algumas plantas tém seus metabdlitos antimicrobianos
extraidos com solventes polares, como a agua, resultando em efeitos inibitérios no
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, no entanto, outras apresentam atividade
inibitéria dependente do solvente apolares ou de média polaridade utilizados na obten¢éo dos
extratos e da concentracdo testada (Mohsan, Ali, Shahbaz, Saeed, & Burhan, 2017; Ezeonu
et al., 2019). Métodos como destilacdo a vapor ou extracdo com solventes organicos sao
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muito utilizados para extracdo de metabolitos ativos (Abidin, Hayyan, Hayyan, & Jayakumar,
2017; Favareto et al., 2019), e que mostram respostas promissoras inibindo o
desenvolvimento de fitopatégenos.

Trabalhos como os de Chen et al. (2018) relatam que o uso de etanol como solvente
organico para extracdo dos metabolitos secundarios de C. longa, inibiu o desenvolvimento
micelial dos fungos Fusarium graminearum e Colletotrichum. higginsianum em 63,80% e
34,50% respectivamente utilizando a concentracédo de 0,5 mg.mL™2. O mesmo efeito inibitdrio
foi observado por Akter, Islam, Takara, Hossain, & Sano (2019) em F. solani inibindo o
crescimento micelial em 80% na concentracdo de 128 pug.mL™.

A avaliacéo dos extratos de C. cajucara, P. marginatum e Cur. longa usando diferentes
métodos e solventes organicos para a extracdo € necessaria para verificar o efeito destes
extratos no desenvolvimento do fitopatdgeno Colletotrichum sp. agente causal da antracnose
em pimenta-de-cheiro. Vale ressaltar que extratos aquosos e metandlicos, que sao
considerados polares, podem ter uma mistura maior de moléculas das plantas, devido a alta
complexidade de metabdlitos secundarios produzidos por estas que outros extratos de média
e baixa polaridade. Neste sentido novas estratégias de extracdo devem ser avaliadas.

O efeito curativo dos EF néo teve influéncia na reducdo da incidéncia da doenga em
frutos de pimenta-de-cheiro, conforme observado no experimento em meio de cultura (Tabela
1). Quando os EF foram aplicados de forma preventiva houve reducdo da incidéncia da
doenca para todos 0s extratos testados. E possivel que o uso preventivo dos extratos pode
ter induzido resposta de defesa nos frutos ou inibido a geminacéo dos conidios.

Metabdlitos naturais presentes nos extratos vegetais podem estimular a expressao de
respostas de defesa nas plantas (Conrath, 2011; Thomas & Hoorn, 2018), e inducéo de rotas
metabdlicas como a do acido salicilico (SA), acido jasménico (JA) e etileno (ET) que ativam a
cascata de sinalizacao que resulta na transcricdo de genes de defesa ao ataque de patégenos
(Beckers et al., 2009; Balmer, Pastor, Gamir, Flors, & Mani, 2015).

Shabana et al., (2017) relatam que o uso de nim (Azadirchta indica A. Juss.,) aplicada
de maneira preventiva diminuiu o numero de pustulas de ferrugem em plantas de trigo em
86,3%, e os autores relacionaram este controle a inducao de resisténcia. Franzener, Schwan-
Estrada, Moura, Kuhn, & Stangarli (2018), avaliaram que o efeito de extrato aquoso de
eucalipto (Corymbia citriodora (Hook.,) promoveu a inducdo a resisténcia em plantas de
pepino contra a antracnose causada pelo patégeno C. lagenarium, devido a sintese de
peroxidase (67,2%) e Bp-1,3-glucanase (122,7%) e fenilalanina aménia liase (PAL) (18,5%)
gue sao enzimas relacionas a inducgao de resisténcia em plantas.

E possivel que os extratos de C. cajucara, P. marginatum e C.. longa possam estar
relacionados com a ativacao de respostas de defesa nos frutos da pimenta-de-cheiro, quando
utilizados de maneira preventiva. Trabalhos futuros sdo necessarios visando esclarecer o
efeito destes extratos na inducéo de resisténcia, ativacdo de rotas bioguimicas e atividade
enzimaticas em pimenta-de-cheiro in vitro e em campo, e garantir que o uso dos extratos de
C. cajucara, C. longa e P. marginatum podem ser uma alternativa para o controle da
antracnose no Amazonas.

9 Conclusao

Os extratos aquosos de C. longa, C. cajucara e P. marginatum nao tém efeito, in vitro,
sobre o desenvolvimento micelial e producdo de conidios de Colletotrichum sp., e néo
apresentaram efeito curativo em frutos de pimenta-de-cheiro. O uso preventiva o dos extratos
resultou na reducéo da incidéncia da doenca em 100%, (Cur. Longa) 66,7% (P. marginatum)
e 58,3% (C. cajucara), podendo ser uma alternativa futura para o manejo integrado da
antracnose no Amazonas.
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COMPOSTOS ATIVOS OBTIDOS DE EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE
Colletotrichum SP. ASSOCIADO A PIMENTA-DE-CHEIRO (Capsicum chinense Jacq.)

Resumo

A amaz6nia é considerada o centro de diversidade de espécies do género Capsicum chinense
encontrado-se uma diversidade de morfotipos, sendo a pimenta-de-cheiro a mais consumida
pela populacdo local e presente na culinaria regional. A ocorréncia da antracnose limita a
producdo ocasionando perdas de até 100%. Fungicidas sdo utilizados para o controle da doenga,
no entanto, o uso excessivo pode levar a selecdo de fitopatdgenos resistentes, e opgdes aos
fungicidas tornam-se necessarias para o controle das doencas. Extratos de plantas que possuem
propriedades antimicrobianas como opcdo a fungicidas estdo sendo pesquisadas para o controle
de fitopatdgenos para uso na agricultura sustentavel. O objetivo do presente estudo foi avaliar
a atividade antifungica de extratos fracionados de Croton cajucara Benth. (sacaca) Piper
marginatum Jacg. (caapeba) e Curcuma longa Linn. (acafrdo), sobre o crescimento micelial,
esporulacdo, germinacgéo dos conidios e controle da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro,
e a identificacdo identificar dos principais componentes presentes nas fragdes. Folhas (C.
cajucara e P. marginatum) e rizomas (C. longa) foram utilizadas para extracdo dos compostos
com solventes, metanol, acetato de etila e hexano. A fracdo hexanica (FH) e acetato de etila
(FAE) de C. longa por apresentarem maior inibicdo do crescimento micelial e germinacdo dos
conidios, foram selecionados para identificacdo dos compostos majoritarios. Os resultados
mostraram que a FH de C. longa foram os mais promissores, inibindo 59,2% do crescimento
micelial, 49,8% da germinacéo dos conidios e reduzindo a incidéncia da antracnose em 33,3%.
Os compostos identificados foram ar-turmerona (48,71%) e ar-turmerol (11,51%). Os extratos
fracionados de C. longa tém potencial de inibir o fitopatogeno Colletotrichum sp. e reduzir a

antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro.

Palavras Chave: Compostos bioativos, antracnose, controle alternativo.
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Abstract

The Amazon is considered the center of diversity of species of the genus Capsicum chinense
and a diversity of morphotypes of this species is found, with sweet pepper being the most
consumed by the local population and present in regional cuisine. The occurrence of
anthracnose limits production causing losses of up to 100% of production. Fungicides are used
for disease control, with the disadvantage of selecting resistant phytopathogens and new
molecules becoming necessary for disease control. Plant extracts having antimicrobial
properties with fungicide properties are being researched for the control of phytopathogens for
use in sustainable agriculture. The aim of the present study was to evaluate the antifungal
activity of fractionated Croton cajucara Benth extracts. (sack) Piper marginatum Jacq.
(caapeba) and Curcuma longa Linn. (saffron), under mycelial growth, sporulation, conidia
germination and anthracnose control in sweet pepper fruits, and identification of chemical
compounds with antifungal activity. Leaves (C. cajucara and P. marginatum) and rhizomes (C.
longa) were used to extract the compounds with solvents, methanol, ethyl acetate and hexane,
the hexane fraction (FH) and ethyl acetate (FAE) of Cur. longa as they present greater inhibition
of mycelial growth and conidia germination, they were selected for identification of the major
compounds. The results showed that the FH of C. longa were the most promising inhibiting
59.2% of mycelial growth, 49.8% conidia germination and reducing the incidence of
anthracnose by 33.3%, and the identified compounds were ar-turmerone (48.71%) and ar -
turmerol (11.51%) as compounds of the FH of C. longa. The results show that the fractionated
extracts have the potential to inhibit the phytopathogen Colletotrichum sp. and anthracnose in

sweet pepper fruits.

Keywords: Bioactive compounds, anthracnose, alternative control.
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11 INTRODUCAO

As pimentas do género Capsicum spp. sdo amplamente cultivas no mundo, com
producéo global de 38.027,164 t, (FAO, 2019), sendo a China, o principal produtor mundial
com producéo de 12.656,804.92 t. No Brasil, a producdo de pimentas em 2017 foi de 46.702 t.,
tendo o estado do Para como o maior produtor, com 18.048 t. (IBGE, 2017). No Amazonas, a
estimativa de area plantada de pimenta-de-cheiro foi 1.397,21 ha e producédo estimada foi de

6.546,08 t. (IDAM, 2109), onde o cultivo é realizado basicamente por pequenos produtores.

A Regido Amazonica é o centro de diversidade de espécies do género Capsicum
chinense (MOSES et al., 2014), sendo a pimenta-de-cheiro a variedade mais cultivada no
Estado do Amazonas, encontrando-se praticamente em todos os pratos da culinaria da regido
(CHAVES e FURTADO, 2017). Possui elevada importancia econdmica principalmente devido
a alta demanda local dos frutos in natura, fato que contribuiu com a implantacdo de cultivos
comerciais desta hortalica constituindo uma importante fonte de renda para os agricultores
locais da regido (CARDOSO et al., 2014).

A expansdo e aumento da produtividade do cultivo da pimenta-de-cheiro no Amazonas
estd diretamente afetado pela baixa fertilidade dos solos e, se corrigido, pelo uso incorreto de
fertilizantes (MOREIRA et al., 2010), manejo inapropriado da irrigacdo (GUERINO et al.,
2017) e surgimentos de pragas (SOUZA et al., 2020), alem da ocorréncia de problemas
fitossanitarios como de doencas causadas por nematoides (PINHEIRO et al., 2014), bactérias
(ROSSATO et al., 2018) e fungos, sendo a antracnose, causada por Colletotrichum spp. (SILVA
et al., 2018), a principal doenca da cultura, levando a perdas de até 100% na producdo da
hortalica (HANADA et al., 2011).

No Amazonas, trés espécies de Colletotrichum sdo descritas afetando a pimenta-de-
cheiro: C. siamense, C. scovillei, (OLIVEIRA et al., 2017), C. brevisporum (ALMEIDA et al.,
2017). O fruto é a parte mais afetada pela doenca, impedindo a comercializado, acarretando
perdas para o agricultor. Os sintomas nos frutos sdo lesdes inicialmente pequenas e escuras,
circulares e deprimidas, que progridem formando circulos concéntricos e pontos negros que
corresponde aos acérvulos do fungo, de onde surge uma massa alaranjada constituida pelos
conidios do fitopatdgeno (ALMEIDA et al., 2017).
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O controle mais desejavel é por meio do uso de variedades resistentes, porém, no
mercado ndo existem variedades resistentes para a antracnose em pimenta-de-cheiro e, o
controle quimico é o mais utilizado (GASPAROTTO; PEREIRA; BERNI, 2014). O uso
consecutivo de fungicidas quimicos pode levar a selecéo de variantes resistentes (FRAC, 2019).
Os complexos fungicos C. gloeosporioide e C. acutatum causadores da antracnose em pimenta,
estdo registrados com risco médio de desenvolvimento de resisténcia aos fungicidas, tornando-

se problema sério para a producao de pimenta-de-cheiro (OLIVEIRA et al., 2017).

O género Colletotrichum spp., agente causal da antracnose em pimentas e pimentao, foi
relatado como resistente a fungicidas com diferentes modos agdo. Ramdial, Hosein e
Rampersad (2016) relataram que C. truncatum, foi resistente ao fungicida benzimidazol,
inibidor da polimerizacao de B-tubulina. Paramita, Sumardiyono e Sudarmadi (2014), relataram
que Colletotrichum sp., foi resistente ao fungicida cimoxanil, com modo de ac¢éo desconhecido.
Kim et al. (2005), relataram que Colletotrichum spp. foi resistente aos fungicidas protetores,
ditianon, clorotalonil e propinebe e aos fungicidas inibidores da biossintese de ergosterol (EBI)
tebuconazol, hexaconazol e procloraz. Nesse contexto ha necessidade de novas op¢des ao uso
de fungicidas, como o0s extratos vegetais que possuem ampla diversidade de compostos que

inibem o crescimento de fitopatégenos (SUN et al., 2017).

O uso de extratos vegetais € uma opg¢do aos fungicidas quimicos para o controle de
Colletotrichum spp. devido a presenca de compostos com potencial antifungica que podem agir
diretamente na célula fungica (WANG et al., 2017), ou podem ter efeito indireto sobre a planta,
promovendo inducdo de resisténcia (ELYOUSR et al., 2020). O efeito direto ou indireto dos
compostos dos extratos vegetais é devido a presenca de fendis, polifenois, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos (SUN et al., 2017). Os compostos podem agir atravessando ou
acumulando-se em membranas de células fangicas, promovendo a quebra das membranas e
parede celular e consequentemente vazamento do conteldo citoplasmatico, inibindo o

desenvolvimento fungico em plantas hospedeiras (CHEN et al., 2016).

Algumas pesquisas relatam o efeito dos extratos vegetais no controle de fitopatdgenos.
Chen et al. (2018) observaram que os compostos de Curcuma longa, curdiona, se combinado
com curcumina, curzereno, curcumenol, curcumol e germacrona, identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), inibiram 93,6%, 88,9%, 82,7%, 63,6% e
56,4% o crescimento micelial de Fusarium graminearum. Ramirez et al. (2020), relataram que

0 extrato hexanico de Stevia rebaudiana, na concentracdo de 833 ppm inibiu 50% do
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crescimento micelial de Fusarium oxysporum associado ao cultivo de tomate, e através
espectroscopicos de infravermelho (IR), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-

H) foi identificado a austroinulina, principal composto de inibicao.

Na Amazbnia existe diversidade de espécies de plantas utilizadas na medicina
tradicional, possuindo propriedades antimicrobianas e antifingicas que poderiam ser
selecionadas e utilizadas no controle de doencas fitopatoldgicas como a antracnose em pimenta-
de-cheiro. As espécies Croton cajucara Benth., Piper marginatum Jacq., e Curcuma longa
Linn. sdo relatadas por possuirem potencial antifungico. O espécie Croton cajucara. € um
arbusto que pertence a ordem Euphorbiales e familia Euphorbiaceae, popularmente conhecida
como “sacaca”, com distribuigdo na regido Amazoénica (AZEVEDO et al., 2013). A planta é
utilizada amplamente na medicina tradicional através da ingestdo oral da infusdo ou coccdo de
suas folhas ou cascas, para tratamento de Ulceras gastricas, distdrbios hepaticos, diabetes, febre,
malaria e no indice elevados de colesterol (NASCIMENTO et al., 2016, AZEVEDO et al.,
2014), e algumas pesquisas relatam que possui propriedades antioxidantes (MACIEL et al.,
2009) e efeito antileishmania (LIMA et al., 2015), antibacteriano e antifungico (AZEVEDO et
al., 2013; AZEVEDO et al., 2014). Azevedo et al. (2016) testou um dos principais compostos
presente em C. cajucar o 7-hidroxicalameneno tendo poder antimicrobiano contra Candida spp.

inibindo em 58% o desenvolvimento fungico.

A espécie P. marginatum pertence a familia Piperaceae; € um arbusto aromatico com
peciolo alado e folhas em forma de coracdo, encontrando-se distribuido no Centro e Sul das
Américas, e no Brasil € conhecido como caapeba; o extrato das folhas é utilizado para
tratamento de doencas gastrointestinais, reumatismo e tumores, (BRU e GUZMAN, 2016).
Pesquisas relatam que P. marginatum mostra potencial efeito contra fungos e bactérias
fitopatogénicas. Araujo et al. (2014), avaliou o efeito do extrato metandlico de P. marginatum,
resultando na inibicdo de 82,4% do crescimento micelial e 81,2% do didametro da lesdo em

frutos de pimentdo causado pelo fitopatdgeno Colletotrichum scovillei.

A C. longa, popularmente conhecida como “agafrao”, &€ uma planta herbacea perene
pertencente a familia Zingiberaceae, nativa do sul da Asia tropical, mais cultivada
extensivamente em todo o mundo, os rizomas sao utilizadas como especiaria para preparo de
alimentos, proporcionando cor e contribuindo no sabor dos alimentos, devido & presenga de
suas oleorresinas e 0leo essencial (NELSON et al., 2017), e como conservante na industria de

alimentos (GUL e BAKHT, 2015). E amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa e
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indiana, sendo aplicadas em feridas recentes, hematomas e no tratamento de diversas doengas
urolégicas, hepatobiliares, anticancerigena gastrointestinais, doencas de pele, infeccbes e
problemas ginecologicos (TIAN et al., 2021; PAGANO et al., 2018), e com potencial,
antioxidante, antimicotoxigénica e antifungica (AVANCO et al., 2017). Alsahli et al. (2108),
relatam que tratamento das sementes de girassol com extrato de C. longa reduziu a incidéncia
e severidade da podriddo da raiz em girassol (Heliantheae annuus), causada por Fusarium
solani (Mart.) Sac., apds quatro semanas, em 37,3% e 23,1%, se comparado ao tratamento que
s6 foi inoculado com patdgeno, além disso, o extrato induziu proteinas relacionados a defesa

como a quitinase e a defensina.

A disponivilidade de plantas medicinais na Amazoénia apresentando compostos com
propriedades antimicrobianas torna uma op¢éao ao uso de fungicidas no controle de doencas. O
objetivo do trabalho foi avaliar extratos fracionados de trés espécies de plantas medicinais,
Croton cajucara, Piper marginatum e Curcuma longa, no crescimento micelial, esporulagéo e
germinacdo de Colletotrichum e, no controle da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro,

bem como a identificacdo dos componentes presentes nas fracoes.

12 MATERIAL E METODOS
12.1 Obtencéao do isolado de Colletotrichum sp.

Os isolados de Colletotrichum sp. foram coletados em uma propriedade localizado no
km 24 da Rodovia BR 174 (Manaus — Presidente Figueiredo) a partir de frutos de pimenta-de-
cheiro apresentando sintomas tipicos da antracnose. Foi realizada a identificacdo morfoldgica
do fungo por meio da observagao de estruturas reprodutivas em microscopio 6tico (Zeiss®) sob

objetiva de 40X. O isolamento indireto foi realizado conforme Alfenas e Mafia (2016).
12.2 Obtencédo dos Extratos fracionados obtidos de C. cajucara, P. marginatum e C. longa

As amostras de rizomas de C. longa e folhas de C. cajucara e P. marginatum foram
coletadas folhas maduras, no horario da manh& no setor sul da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), no periodo da manha, em seguida foram lavadas em &gua corrente, secas
em temperatura ambiente do laboratério (x 26 °C), seguido de secagem em estufa de ventila¢do
forcada a 70 °C durante 48 h, e trituradas em moinho de quatro laminas (NL-26, Mondial power,

Brasil) até a obtencéo de p6 seco.
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As fracbes metandlica (FM), acetato de etilo (FAE) e hexanica (FH) dos extratos
vegetais foram obtidas a partir de 100 g de material vegetal seco, macerado durante 48 h em
400 mL na frequéncia dos solventes com polaridades decrescentes, hexano (Hex), seguido de
acetato de etila (AcEtO) e metanol (MeOH). As fracdes obtidas foram filtradas e concentradas
em rotaevaporador (801 Rota Evaporador Fisatom) a 50 rpm e temperatura de 45 °C, para

obtencédo das FM, FAE e FH de cada extrato vegetal.

12.2  Fracg0es vegetais sobre o crescimento micelial, esporulacéo e germinacéo dos
conidios de Colletotrichum sp.

Foi quantificado o crescimento micelial e a producdo de conidios do fungo em placas
de Petri de 60 mm de didmetro, contendo meio de cultura BDA acrescido das FM, FAE e FH
na concentracdo de 5 mg.mL*, diluidas previamente em 200 uL de Dimetilsulféxido (DMSO).
No centro da placa de Petri (60 mm de diametro) foi depositado um disco de meio de cultura
de 5 mm de didmetro contendo a col6nia do fungo, e mantida em camara de crescimento a 25
°C até o micélio atingir a borda da placa. A avaliagdo foi realizada pela tomada das medidas
diametralmente opostas da col6nia com auxilio de um paquimetro digital (ZAAS). A
quantificacdo da esporulacdo foi feita com auxilio de um hemacitdmetro e observado em

objetiva de 40X em microscépio otico (Zeiss).

Para avaliar a germinacao dos conidio, 1 mL de suspensdes de conidios na concentracao
de 10° conidios.mL™, foram cultivados em 20 mL de meio de cultura liquida batata dextrose
(BD), acrescidas das fracbes FM, FAE e FH de C. cajucara, P. marginatum e C. longa, na
concentracdo de 5 mg.mL?, diluidas previamente em 200 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO).
Em microtubos com capacidade para 1,5 mL foi depositado 1 mL do meio liquido BD contendo
a mistura e incubados durante 17 h em cdmara de crescimento a 25 °C, adaptado de Pangallo et
al. (2017). Devido a Colletotrichum sp. precisar de um meio semi solido para germinar, uma
aliquota de 10 pL do meio liquido BD foi extraida e depositada em quatro pontos equidistantes
em placas de Petri (60 mm de diametro), contendo uma fina camada de meio Agar-Agua (A-
A). Apds oito horas foram avaliadas a germinacdo dos tubos germinativos e observado em
objetiva 40X em microscopio 6tico (Zeiss). O conidio foi considerado germinado quando o

comprimento do tubo germinativo foi igual ou maior que a largura do conidio.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
nove tratamentos e cinco repeticdes, sendo os tratamentos trés extratos fracionados (FM, FAE,

FH) de trés espécies de plantas (C. cajucara e P. marginatum e C. longa), e como tratamento
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controle, placas de Petri contendo meio de cultura BDA e BDA acrescido de DMSO. Os dados
da producéo de conidios foram transformados a Log'? para analise de variancia. A porcentagem
da inibigéo do crescimento micelial (ICM%) dos tratamentos foram comparagdo com o controle
BDA contendo DMSO usando a seguinte formula: ICM (%) = [(diametro controle — didmetro
tratamento) / didmetro controle x 100] (AKTER et al., 2019).

Com os dados do crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo dos conidios foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), e quando os dados foram significativos foi realizado
0 teste de Tukey a 5% de probabilidade no Software R Studio Verséo 4.0.2 (RStudio, 2020)

12.3 Atividade da Fracédo hexanica (FH) de Curcuma longa sobre o crescimento
micelial e esporulacéo dos conidios de Colletotrichum sp.
Foi selecionada a FH de C. longa por possuir os melhores resultados (item 12.2), e
avaliadas as concentracles de 3 e 1 mg.mL?, além da concentracdo 5 mg.mL™, sobre o

crescimento micelial e esporulacéo dos conidios.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
tratamentos e cinco repeticdes, sendo os tratamentos trés concentragdes 1, 3 e 5 mg.mL?, e
como tratamento controle, placas de Petri contendo meio de cultura BDA e BDA acrescido de
DMSO. Os dados da producdo de conidios foram transformados a Log'® para analise de
variancia. A porcentagem da inibicdo do crescimento micelial (ICM%) dos tratamentos e foram
comparacdo com o controle BDA contendo DMSO usando a seguinte formula: ICM (%) =
[(didmetro controle — diametro tratamento) / didmetro controle x 100] (AKTER et al., 2019). A
avaliacdo do didmetro da coldnia foi realizada quando o micélio fungico atingiu a borda das

placas de Petri.

Com os dados do crescimento micelial e esporulacdo foram realizadas a analise de
variancia (ANOVA), e quando os dados foram significativos foi realizado o teste de Tukey a
5% de probabilidade no Software R Studio Versdo 4.0.2 (RStudio, 2020)

12.4 Obtencdo das subfracdes hexanica (FH) e acetato de etila (FAE) de rizomas de
Curcuma longa
As FH e FAE de C. longa foram selecionadas para separacdo das fracdes bioativas em
cromatografia a vacuo. Uma amostra de 250 g de C. longa moida foi macerada durante 48 h em
400 mL, de maneira alternada com os solventes em polaridade crescente, hexano e acetato de

etila. As fracOes obtidas foram filtradas em dupla camada de papel filtro e concentradas em
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rotaevaporador (801 Rota Evaporador Fisatom) a 50 rpm e temperatura de 45 °C, para obtencéo
das FH e FAE. As fracOes obtidas foram submetidas a novo fracionamento em cromatografia a
vacuo, utilizando como fase estacionéria silica gel de 70 - 230 um de didmetro. Para a FH foram
utilizados os eluentes hexano e acetato de etila e para a FAE os eluentes hexano, acetato de etila
e metanol. A cromatografia a vacuo para a FH foi realizada usando funil de separacdo com
capacidade de 1000 mL, acoplado a bomba de véacuo (121 CV, Prismatec, Brasil), que foi pré-
montado com silica, formando uma coluna de 15 cm de altura, seguido do empacotamento com
750 mL de etanol. Uma pastilha (a pastilha foi preparada utilizando silica gel misturda a FH de
C. longa diluida em hexano) contendo 6,34 g da FH de C. longa foi acrescentada sobre a
superficie da coluna formando uma fina camada de 0,5 cm de altura. A eluicdo foi realizada de
acordo com a seguinte frequéncia: FH1 [Hex 1:0 (750 mL)], FH2 [Hex/AcEtO 95:5 (300 mL)],
FH3 [Hex/AcEtO 85:15 (300 mL)], FH4 [Hex/AcEtO 7:3 (300 mL)], FH5 [Hex/AcEtO 5:5
(300 mL)], FH6 [AcEtO 1:0 (500 mL)]. A FAE foi empacotada com Hex/AcEtO 9:1 (400 mL)
e, sobre a superficie da coluna, foi acrescentada uma pastilha (a pastilha foi preparada utilizando
silica gel misturda a FAE de C. longa diluida em metanol) contendo 13,2 g da FAE (a FAE foi
misturada na silica gel utilizando como dissolvente metanol), formando uma camada de 0,5 cm
de altura. A eluicdo foi realizada na seguinte frequéncia: FAEL1 [Hex/AcEtO 9:1 (400 mL)],
FAE2 [Hex/AcEtO 8:2 (300 mL)], FAE3 [Hex/AcEtO 7:3 (300 mL)], FAE4 [Hex/AcEtO 5:5
(300 mL)], FAE5 [AcEtO/MeOH 9:1 (300 mL)], FAE6 [MeOH 1:0 (500 mL)]. As amostras
foram coletadas em Erlenmeyer e concentradas em rotaevaporador (801 Rota Evaporador

Fisatom) a 50 rpm e temperatura de 45 °C, obtendo-se as diferentes fracGes da FH e FAE.

12,5 Atividade antifungica das FH e FAE

As fracBes obtidas por cromatografia a vacuo FH-1, FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6,
FAE-1, FAE-2, FAE-3, FAE-4, FAE-5, FAE-6, foram avaliadas sobre o crescimento micelial
do Colletotrichum sp. Em placas de cultura de células de 24 pogos com capacidade para 3,5 mL
(K12-024, Kasvi, Brasil) foram acrescentados 3 mL de meio de cultura BDA contendo
suspensdo de esporos na concentragdo de 10° conidios.mL™ e 500 pug.mL™ das fracdes, diluidas
em 200 pL Dimetilsulfoxido (DMSO).

O experimento foi realizado com doze tratamentos e trés repeticbes, sendo 0s
tratamentos as FH-1, FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-1, FAE-2, FAE-3, FAE-4, FAE-5,
FAE-6. Os controles foram meio de cultura BDA, BDA acrescido de DMSO e fungicida Nativo

(Trifloxistrobina-Tebuconazol, Bayer, Suica), na dose de 1,5 uL.mL™ adicionado ao meio de
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cultura BDA. A avaliacdo foi ao olho nu pela presenca ou auséncia do crescimento micelial de
Colletotrichum sp., no sexto dia ap0ds a instalagdo do experimento, quando o controle BDA
acrescido de DMSO colonizou o poco da placa de cultura de células. As fragGes que inibiram
o crescimento fungico foram selecionadas para o teste de concentragdo inibitéria minima
(CIM).
12.6 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das fragdes hexanicas
(FH) e de acetato de etila (FAE) de Curcuma longa

As fracdes que inibiram o crescimento micelial (FH2, FH3, FH4, FH5, FH6, FAEZ2,
FAE3) foram selecionadas e avaliadas para concentragdo inibitéria minima (CIM). Solugdes
estoques contendo 1000 pg das fragbes FH2, FH3, FH4, FH5, FH6, FAE2, FAE3 foram diluidas
em 400 pL DMSO. Concentragdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 pug.mL™ das fracdes
foram obtidas através da diluicdo em 10 mL de meio de cultivo BDA contendo 300 uL de
suspensdo de esporos na concentracdo de 10° conidios.mL™. Aliquotas de 2 mL do meio BDA
foram depositadas em pocos de placas de cultura celular, capacidade de 3,5 mL e 24 pogos

(K12-024, Kasvi, Brasil), cultivados durante seis dias.

O experimento foi realizado em esquema fatorial 7 x 6, sendo o primeiro fator sete
fracdes (FH2, FH3, FH4, FH5, FH6, FAE2, FAE3) e 0 segundo fator seis concentrac6es (500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 pg.mL™), com cinco repeticdes, sendo os controle meio de cultura
BDA, BDA diluido em DMSO e fungicida Nativo (Trifloxistrobina-Tebuconazol, Bayer,
Suica), na dose de 1,5 pL.mL?. A avaliacdo foi ao olho nu pela presenca ou auséncia do
crescimento micelial de Colletotrichum sp., no sexto dia trés dias apds o micelio colonizar o
poco das placas de cultura celular do controle BDA contendo DMSO. A CIM foi considerada
a menor concentracdo do extrato fracionado que inibiu o crescimento visual de Colletotrichum
sp. (AVANCO et al., 2017).

12.7  Andlise quimica por ionizacdo quimica a pressao atmosférica acoplado a
espectrometria de massas (APCI-MS) das FH e FAE de Curcuma longa
Solugdes estoque (1mg.mL?) das amostras FH2, FH3, FH4, FH5, FH6, FAE2 e FAE3,
foram preparadas em metanol. Aliquotas (5 pL) dessas solucdes foram diluidas a 5 pg.mL?, e
analisadas por infusdo direta no espectrometro de massas. Todos 0s espectros de massas foram
registrados em modo de monitoramento continuo utilizandoo equipamento TSQ Quantum
Access, equipado com fonte de APCI (Atmospher Pressure Chemical lonization) e operando

no modo positivo e negativo de aquisi¢do para as analises de espectrometria de massas (MS).
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Os espectros foram obtidos a partir da média de pelo menos 10 espectros adquiridos. As
amostras foram infusionadas na fonte de APCI através da bomba seringa do equipamento (10

pL.min™). Os espectros MS/MS foram obtidos a partir da aplicacdo de energia de 25 a 35 eV.

12.8  Anélises por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-
MS)

As amostras foram diluidas em diclorometano (1mg.mL™?) e analisadas por CG-EM.
Para a analise em CG foi utilizada uma coluna DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25 um) e temperatura
programada de 60 a 240 °C com um gradiente 3°C/min. Hélio foi utilizado como gas de arraste
com fluxo de 0,80 mL / min. O modo de injecdo foi split com razdo 1:50, com o injetor a 250°C
e o volume de injecdo 1puL. Os espectros de massas da CG foram obtidos em uma faixa de
deteccdo de massa/carga (m/z) 40-600. Para obtencdo do indice de retengéo foi injetada uma
série homologa de hidrocarbonetos (C8-C30). Os indices de retencdo foram calculados
utilizando a equagéo de Van der Dool-Kratz (DOOL; KRATZ, 1963). Os constituintes foram
identificados com base nos calculos dos indices de retencdo e comparados aos espectros da
literatura de Adams, (2007).

12.9 Fracéo hexanica (FH) de Curcuma longa na incidéncia da antracnose em frutos
destacados de pimenta-de-cheiro.

Frutos de pimenta-de-cheiro foram coletados em propriedades de agricultores
localizados no Ramal Boa Esperanca (Rodovia BR 174 km 120, Presidente Figueiredo-AM,
Brasil). Os frutos foram lavados em agua corrente e desinfestados em alcool 70% por cinco
min, hipoclorito de sodio 1,5% por 2 min seguido de lavagem em agua destilada esterilizada.
Foram depositados trés frutos em caixas plasticas tipo Gerbox, previamente lavadas e
desinfestadas com alcool 70% e esterilizadas em luz ultravioleta (UV) durante 20 min, e
forradas com camada dupla de papel de filtro esterilizado, umedecido com 10 mL de agua

destilada esterilizada.

Os extratos da FH de C. longa, nas concentragdes de 5 e 3 mg.mL™, foram diluidas em
200 pL Dimetilsulféxido (DMSO) e pulverizados sobre a superficie dos frutos até o ponto de
escorrimento, 48 h antes da inoculacdo de Colletotrichum sp., para avaliar o efeito preventivo.
A inoculacdo foi realizada pela aspersdo de suspensao de conidios sobre a superficie dos frutos
até o ponto de escorrimento, na concentragdo de 10° conidios.mL™. As caixas de Gerbox

contendo os frutos foram incubados em cdmara de crescimento e a avaliacdo da incidéncia da
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doenca foi feita ao olho nu pela presenca ou auséncia de sintomas da antracnose em frutos de
pimenta de cheiro, seis dias ap0ds a inoculac¢do do patégeno (WHEELER, 1969).

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos (trés
extratos vegetais) e sete repeti¢oes, sendo a unidade experimental uma caixa Gerbox contendo
trés fruto, e como tratamento controle, frutos ndo inoculados (frutos pulverizados com agua
destilada esterilizada), e frutos inoculados com o patdgeno misturado em agua contendo DMSO
na concentragdo de 40 uL.mL™.

13 RESULTADOS

13.1 Frac0es vegetais sobre o crescimento micelial, esporulacéo e germinacao dos
conidios de Colletotrichum sp

Houve efeito significativo da inibi¢cdo do crescimento micelial em 7,9%, 12,2%, 8,7%,
14,2% e 35,4% para as fracbes FAE, FH (C. cajucara), FM, FAE e FH (C. longa),
respectivamente (Tabela 1). Na avaliacdo da esporulacdo observou-se diferenca significativa
entre os tratamentos, sendo a producéo de conidios estimuladas nos tratamentos FM, FAE, FH
de C. cajucara, FM, FH de P. marginatum e FH de C. longa se comparado ao tratamento
controle BDA.DMSO, porém, ndo se observou diferenca significativa entre os tratamentos FM,
FH de C. cajucara, FAE de P. marginatum, FM, FAE de C. longa se comparado ao tratamento
controle BDA (Tabela 1). No teste da germinacéo dos conidios observou-se que A FH C. longa
inibiu 49,8% a germinacao dos conidios (Tabela 1).
Tabela 1. Efeito das fracGes metanolicas (FM), acetato de etila (FAE) e hexanica (FH) obtidas de folhas de Croton

cajucara e Piper marginatum e rizomas Curcuma longa, na inibigdo do crescimento micelial (ICM) esporulagéo
e germinagéo dos conidios do fungo Colletotrichum sp. na concentragdo de 5 mg.mL™!

. ~ Germinacéo
Tratamentos Espécies Qresplmento ICM (%) Espo_rulagagl conidios (%A))
micelial (mm) (conidios.mL™)
FM C. cajucara 46,4ab +2,4 6,3ab -
FAE C. cajucara 41,7c 7,9 6,4a 99,3a
FH C. cajucara 39,8cd 12,2 6,3ab 99,3a
FM P. marginatum 47,5a +4,8 6,8a -
FAE P. marginatum 44,5b 1,7 6,1labc -
FH P. marginatum 44,5b 1,8 6,5a -
FM C. longa 41,4cd 8,7 5,4bc 96,7b
FAE C. longa 38,8d 14,2 5,2¢ 97,9b
FH C. longa 29,2¢ 35,4 6,8a 49,8¢c
BDA 47,2ab 5,5hc 99,5a
BDA.DMSO 45,3ab 0,0 5,2¢C 99,8a
CV% 2,83 7,05 0,49

Medias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
(-) = N&o realizado; (+) = superior ao diametro do tratamento controle (BDA.DMSO); ICM = inibicdo do
crescimento micelial.
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Semelhantes resultados foram encontrados utilizando a FH de C. longa nas concentrages de 1,
3 mg.mL?, inibindo significativamente o crescimento micelial em 38,6% e 59,2% (Tabela 2).
Na avaliacdo da esporulacio para a FH de C. longa nas concentragdes de 1, 3 mg.mL™?, além
da concentracio de 5 mg.mL? observou-se diferenca significativa se comparada aos
tratamentos controle BDA e BDA.DMSO, observando-se que as concentragdes da FH de C.

longa promoveram estimulagéo da esporulacdo do que os tratamentos controle (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da fracdo hexanica (FH) de Curcuma longa sobre o crescimento micelial e esporulacdo dos
conidios de Colletotrichum sp, agente causal da antracnose em pimentas-de-cherio, avaliadas nas concentracGes
de 1,3e5mg.mL?

Tratamento Co(rrlsslnr;(]rl_a%)es Qresgimento ICM (%) Esporulacéo (Conidios.mL™)
micelial (mm)

FH 1 18,8b 38,6 7,2a
FH 3 12,5¢ 59,2 7,2a
FH 5 12,7¢c 58,3 7,2a
BDA 0 31,5a 5,8b
BDA.DMSO 0 30,6a 0,0 6,0b
C.V% 2,16 1,30

Medias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
ICM = inibicdo do crescimento micelial

13.2 Determinacao da inibicéo do crescimento micelial das subfragdes acetato de etila
(FAE) e fracéo hexanica e (FH) de Curcuma longa

As FAE e FH de C. longa por foram selecionados e subfracionadas por cromatografia a
vacuo, obtendo-se doze fracbes, FH-1, FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-1, FAE-2, FAE-
3, FAE-4, FAE-5 e FAE-6 e foram avaliados para determinar o efeito antifingico usando a
concentracio de 500 pg.mL* (Figura 1). As frages FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-2 e
FAE-3 inibiram o crescimento micelial do fungo fitopatogénico Colletotrichum sp., semelhante
ao tratamento com fungicida, porém ndo se observou inibicdo do crescimento micelial para as
fracdes FH-1, FAE-1, FAE-4, FAE-5 e FAE-6 (Figura 1).

As FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-2 e FAE-3 que inibiram o crescimento micelial
foram selecionados e utilizadas para determinar a concentracdo inibitdria minima (CIM). As
fracdes FH-2, FH-3, FH-4 e FH-5 com valores de CIM 500, 250, 500 e 500 pg.mL?, inibiram

o crescimento micelial de Colletotrichum sp.
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Figure 1. Efeito das fragBes hexanicas FH-1, FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6 e acetato de etila FAE-1, FAE-2,
FAE-3, FAE-4, FAE-5, FAE-6 de Curcuma longa, sobre o crescimento micelial de Colletotrichum sp. na
concentragdo de 500 pug.mL?. A) FH-1 (Hex 1:0); B) FH-2 (Hex/ Ac.EtO 95:5); C) FH-3 (Hex/ Ac.EtO 85:15);
D) FH-4 (Hex/Ac.EtO 7:3); E) FH-5 (Hex/ Ac.EtO 5:5); F) FH-6 (Ac.EtO 1:0); G) FAE-1 (Hex/ Ac.EtO 9:1); H)
FAE-2 (Hex/ Ac.EtO 8:2); I) FAE-3 (Hex/ Ac.EtO 7:3); J) FAE-4 (Hex/ Ac.EtO 5:5); K) FAE-5 (Ac.EtO/MeOH
9:1); L) FAE-6 (MeOH 1:0); M e P) Controle branco (BDA); N) Controle negativo (BDA.DMSO); O) Controle
positivo (Fungicida Nativo).

13.3  Perfil espectrométrico das fracdes acetato de etila (FAE) e fraces hexanicas (FH)
de Curcuma longa

O espectro APCI-EM no modo positivo ([M+H]") para FH-2 (A), FH-4 (C), FH-5 (D),
FH-6 (E) e FAE-2 (F), FAE-3 (G), que inibiram o crescimento micelial, mostram a abundancia
relativa dos ions com massa carga (m/z) 217 (Figura 2), exceto no espectro B (FH-3) com m/z
235. No espectro FAE-3 (G) foram observados trés picos com ions com m/z 369, 339 e 309
pertencentes aos curcumindides, curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina. Para
determinar se os curcuminoides estavam envolvidos na inibi¢do do crescimento micelial foram
realizadas APCI-MS no modo positivo ([M+H]") das FAE-4 e FAE-5, que ndo inibiram a
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viabilidade do crescimento micelial (Figura 1, J e K). O espectro de massas mostrou a presenca
dos ions com m/z 369, 339 e 309 corresponde aos curcuminodides, curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (Figura 3, marcados em circulos), demonstrando
que a presenca dos curcuminoides na FAE-3 (G) (Figura 2) ndo esta relacionado inibi¢do do
crescimento micelial de Colletotrichum sp., e que a inibicdo se deve principalmente a presencga

dos sesquiterpenos.
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Figure 2. Perfil espectrométrico por ionizacdo a pressdo atmosférica acoplado a espectrometria de massas (APCI-
MS) mostrando os ions no modo positivo [M+H]* para as fra¢des de Curcuma longa envolvidas na inibi¢do mo
crescimento micelial em placas de cultura de células. A) FH-2, B) FH-3, C) FH-4, D) FH-5, E) FH6, F) FAE-2 e
G) FAE-3. A caixa retangular mostra a abundancia relativa dos ions com m/z 217 e o circulo mostra a abundancia
relativa dos ions com m/z em 369 [M+H]*, 339 [M+H]" e 309 [M+H]* corespondendo aos copostos, curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina.
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Figure 3. Perfil espectrométrico por ionizacdo a pressao atmosférica acoplado a espectrometria de massas (APCI-
MS) no modo positivo [M+H]* para as fragdes ndo envolvidas na inibicdo do crescimento micelial no teste em
placas de células. A) FAE-5 e B) FAE-6. Os circulos representam a massa carga (m/z) de trés curcumindides. m/z
369 [M+H]* curcumina, m/z 339 [M+H]" demetoxicurcumina e m/z 309 [M+H]* bisdemetoxicurcumina.

13.4 Cromatograma das FAE e FH de Cur. longa

A analise dos cromatogramas por CG-EM mostrou uma mistura de componentes (A-F)
(Figura 4), e somente dois componentes maioritarios foram identificados através dos indices de
retencdo calculados com os da literatura (ADAMS, 2007), ar-turmerona (Figura 4 A e F) com
tempo de retencdo (TR) 35,71 e abundancia relativa de 30,57% (A) e 48,71% (F) e o segundo
componente ar-turmerol (Figura 4 B) com TR 33,26 e abundancia relativa de 11,51%. Os

demais componentes observados nos cromatogramas nao foram identificados.
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Figure 4. Cromatograma das fracdes hexanica e aceto de etila. A) FH-2, B) FH-3, C) FH-4, D) FH-5, E) FH6, F)
FAE-2. Os circulos mostram o tempo de retencéo dos compostos identificados ar-turmerona (35,71) e ar-turmerol
(33,26).

13.5 Controle da antracnose

A incidéncia da antracnose nos frutos que receberam tratamento preventivo com a FH

de C. longa nas concentragdes de 3 e 5 mg.mL™ foi de 33,3% e 23,8%, inferior ao do tratamento

controle negativo com 71,4% de incidéncia (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito das concentra¢Bes da Fracdo Hexanica (FH) de Curcuma longa na incidéncia da antracnose,
agente causal Colletotrichum sp., em frutos de pimenta-de-cheiro, inoculados com conidios na concentragdo de
10° conidios.mL™,

Tratamento Concentragio da FH mg.mL™* Incidéncia (%)
Controle (0) 0 0
Controle (-) 0 71,4
FH 5 23,8
FH 3 33,3
Controle (0) = inoculagdo sem patogeno; controle (-) = inoculagdo s6 com patdgeno
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14 DISCUSSAO

Pesquisas relatam que extratos fracionados sdo avaliados para o controle do
desenvolvimento de fitopatogenos, resultando na inibicdo do crescimento micelial total ou
parcialmente de diversas espécies de fitopatdgenos. Chen et al. (2018) observaram que o extrato
etandlico de C. longa na concentragio de 0,5 mg.mL?, inibiu 63,8%, 41,2% e 34,5% o
crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Fusarium graminearum, F. oxysporum e
Colletotrichum higginsianum. Macedo et al. (2018) observaram que os extratos etanolicos de
P. marginatum inibiram o crescimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum musae em
10,9% e 20,2%, usando as concentracoes de 40% e 50%. Dorneles et al. (2018) observaram que
0 extrato de C. longa inibiu 60% do crescimento micelial e 83,34% da esporulagéo do Bipolaris
oryzae causador da mancha-parda em plantas de arroz. Neste trabalho, os extratos fracionados
de C. longa, FH e FAE, mostraram a maior porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial e
da inibig&o da germinacéo dos conidios (Tabela 1 e 2), e foram selecionados e subfracionados
em cromatografia a vacuo obtendo-se as FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-2 e FAE-3, que
inibiram o crescimento micelial do Colletotrichum sp. (Figura 1), e 0s compostos ar-turmerona
com abundancia relative de 30,57% e 48,71% na FH-2 e FAE-2 e ar-turmerol com abundancia
relativa de 11,51% na FH-3 foram identificados (Figura 4), porém 0s demais componentes
majoritarios presente nas fragdes FH-2, FH-3, FH-4, FH-5, FH-6, FAE-2 ndo foram
identificados. Porém o perfil cromatografico das FH-2 e FAE-2 foram semelhates ao perfil
cromatografico observados por Ferreira et al. (2013) que identificaram trés compostos, além do

composto ar-turmerona foram identificados os compostos a-turmerona e B-turmerona.

Pesquisas relatam que 0s compostos ar-turmerona e ar-turmerol séo moléculas presentes
nos Oleos essenciais de C. longa sdo amplamente conhecidas por apresentarem atividade
antifangica contra fitopatdgenos como Fusarium solani (AKTER et al., 2019), A. flavus (HU
et al., 2017; Ferreira et al., 2013), F. graminearum (KUMAR et al., 2016). Os compostos
bioativos presentes em C. longa tem o potencial de atravessar ou acumular-se na membrana
citoplasmatica, reticulo endoplasmatico e membranas mitocondriais, provocando a ruptura e
vazamento de conteldo citoplasmatico e consequentemente inibicdo do desenvolvimento
fangico (HU et al., 2017; INGOLFSSON et al., 2014). Avanco et al. (2017) relataram 0s
compostos ar-turmerona (12,9%), a-turmerona (42,6%), B-turmerona (16%) no dleo essencial
de C. longa, inibindo 79,3% do crescimento micelial de Fusarium verticillioides, na
concentragdo de 294,9 pg.mL™, e os conidios observados em microscopia eletronica de

varredura, mostraram perda da integridade da membrana e diminuigdo da rigidez da parede
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celular. Foram determinadas as CIM das fraces FH-2, FH-3, FH-4 e FH-5 obtendo-se valores
de 500, 250, 500 e 500 pug.mL?, inibindo o crescimento micelial de Colletotrichum sp. Chen et
al. (2018) observaram que a concentracao inibitéria (CE) em Colletotrichum higginsianum e F.
oxysporum foi de 5 e 3 mg.mL™? de extratos etanolicos de C. longa. Kumar et al. (2016)
observaram que o CIM em Fusarium graminearum foi de foi de 2200 pug.mL™, e de 73,7 pug.mL"

L para F. verticillioides usando dleo essencial de C. longa (AVANCO et al., 2017).

Os extratos fracionados avaliados para o controle de Colletotrichum sp. apresentam
potencial para o controle do fitopatdgeno em condicdes in vitro, com destaque para o0 extrato
fracionado de C. longa FH, que apresentou os melhores resultados na inibi¢cdo do crescimento
micelial e inibicio da germinacdo dos conidios. E provavel que a presenca dos compostos ar-
turmerona e ar-turmerol desempenhem papel importante juntamente aos outros compostos nao
identificados, e que possivelmemte estejam interagindo para inibir o desenvolvimento de
Colletotrichum sp. Os resultados mostram que o0 uso dos exratos fracionados poderiam ser
utilizados como uma opcao econémica e ecologicamente viavel para os agricultores, ou como

compostos com interesse biotecnoldgicos para desenvolvimentos de compostos antifingicas.

O efeito preventivo da FH de C. longa nas concentracdes de 3 e 5 mg.mL™ reduziu a
incidéncia da doenca em 33,8% e 23,8%, se comparado ao tratamento controle inoculado so
com pat6geno, com incidéncia da doenca de 71,4%. E provavel que os compostos ar-turmerona
e ar turmerol identificados no extrato fracionado de C. longa FH (Figura 4) tenha efeito direto
em inibir a germinacdo dos conidios impedindo a penetracdo em frutos de pimenta-de-cheiro,
este fato pode ser confirmado pela inibicdo da germinacdo dos conidios e do crescimento
micelial de Colletotrichum sp em placas celulares (Tabela 1 e Figura 1). Pesquisas relatam que
0 uso de extratos vegetais de C. longa e de outras espécies de plantas reduzem a incidéncia e
severidade das doencas fitopatogénicas em culturas agricolas ou podem promover inducdo de
resisténcia. Bordoh et al., (2020) observaram que o extrato metandlico (70%) de C. longa na
concentracio de 10 g.L? inibiu 20% da incidéncia da antracnose em frutos de pitaya
(Hylocereus undatus) causada por Colletotrichum gloeosporioides, se comparado ao tratamento
controle, com 100% de incidéncia. Mamarabadi, Tanhaeian e Ramezany (2018), observaram
que o extrato de C. longa na concentracdo de 50 mg.mL™? reduziu em 40% a severidade da
doenca pinta-preta do tomateiro, que tem como agente causal Alternaria tenuissima. Alsahli et
al. (2108), relatam que o tratamento das sementes de girassol com extrato de C. longa a 10%,
reduziu a incidéncia em 37,3% e severidade em 23,1% da podriddo da raiz, causada por

Fusarium solani, se comparado ao tratamento que s6 foi inoculado com o patdégeno, que
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apresentou incidéncia de 55,4% e severidade de 44,3%, além disso, o0 extrato induziu
resisténcia, observando-se a sintese de proteinas relacionadas a defesa como, quitinase e
defensina. Mais estudos devem ser realizados para elucidar se a reducdo da incidéncia da
doenca em frutos de pimenta-de-cheiro é devido a presenca dos compostos, ar-turmerona, ar-
turmerol e aos compostos ndo identificados ou se € a soma do controle direto dos compostos

sobre o patdgeno somado a inducdo de resisténcia ativado pela aplicacdo do extrato no fruto.

Como descrito nos testes in vitro, 0S compostos presentes nos extratos da FH, ar-
turmerona e ar-turmerol, sdo relatados como compostos maioritarios dos éleos essenciais e para
obté-los é mais viavel através da extracdo dos 6leos essenciais de C. longa. O éleo essencial de
C. longa é conhecido como aditivo alimentar, utilizado para conferir sabor e tem efeito
antioxidante e micotoxigénica para preservacdo de alimentos (HU et al., 2017), sugerindo-se
gue uma maneira mais adequada para o controle da antracnose poderia ser através do uso do
0leo, que ndo iréd prejudicar a satde do agricultor nem dos consumidores, por tratar-se de um
produto consumivel e reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA, 2018), como
produto seguro para 0 consumo, ao invés do uso de extratos fracionados como o utilizado neste
trabalho, que ndo seria recomendavel se comparado a extracdo do Oleo essencial por
hidrodestilacdo, uma metodologia mais limpa e com menor custo para a obtencdo dos mesmos

compostos extraidas com os solventes organicos.
15 CONCLUSAO

Os extratos fracionados de Croton cajucara FAE e FH e os extratos de Curcuma longa
FM, FAE e FH inibiram o crescimento micelial de Colletotrichum sp., destacando a FH de
Curcuma longa que apresenta potencial antifungico em baixas concentracdes, como 0s
observados para CIM. Os compostos ar-turmerona e ar-turmerol foram os compostos
identificados na fragdo hexanica de C. longa. A fracdo hexanica de C. longa nas concentracfes
avaliadas reduziu a incidencia da antracnose em pimenta-de-cheiro. Os extratos de plantas tém
potencial antifungico contra o Colletotrichum sp., agente causal da antrachose em pimenta de
cheiro, e testes em condi¢bes de campo devem ser realizados para avaliar o efeito do extrato de

C. longa como opc¢do aos fungicidas.
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