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RESUMO

A cebolinha, ¢é uma hortalica bastante conhecida e utilizada pela populacdo brasileira.
Durante o seu cultivo, as plantas ficam expostas a doengas causadas por fungos e bactérias.
Dentre as doengas de origem flngica, destaca-se a antracnose, causada por fitopatdgeno do
género Colletotrichum, de facil disseminacdo e sobrevivendo parasitando vegetais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os extratos, obtidos a partir das plantas Picrolema sprucei, Piper
marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa e Laportea aestuans, no controle de
antracnose da cebolinha. O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia e em casa de vegetacdo da Faculdade de Ciéncias Agrérias, Universidade
Federal do Amazonas, onde foram realizadas caracterizacdo morfoldgica e identificacdo
molecular de Colletotrichum sp. associados a antracnose da cebolinha; obtencdo e avaliacdo
dos (EBA) Extratos Brutos Aquosos; obtencdo e avaliacdo das fracGes hexanicas, acetato-
etilicas e metandlicas dos extratos vegetais; avaliacdo do efeito dos extratos fracionados no
crescimento micelial (ICM) e Porcentagem de Inibicdo de Esporulacdo (PIE). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), quando constatada significancia, por intermédio
do teste F, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. No ensaio in vitro com o extrato bruto aquoso (EBA), o menor valor de ICM
foi obtido com os tratamentos Piper marginatum e Picrolema sprucei. Quanto a PIE, 0 maior
valor foi obtido a concentracdo de 50%, sendo que o EBA de Croton cajucara apresentou
maior inibicdo da esporulacdo do fitopatdgeno. Ja para o ensaio in vitro com 0s extratos
fracionados, o menor valor de ICM foi obtido com a fragdo acetilica de Curcuma longa.
Quanto a PIE, o maior valor, foi obtido com a fracdo metandlica de Picrolema sprucei. No
ensaio in vivo, os extratos de Piper marginatum e Picrolema sprucei apresentaram melhor
desempenho no controle da severidade da doenca.

Palavras Chave: Colletotrichum sp., controle alternativo.



ABSTRACT

The chives, is a vegetable well known and used by the Brazilian population. During their
cultivation, plants are exposed to diseases caused by fungi and bacteria. Among the diseases
of fungal origin, the anthracnose, caused by phytopathogen of the genus Colletotrichum, of
easy dissemination and surviving parasitizing vegetables stands out. The objective of this
work was to evaluate the extracts obtained from the plants Picrolema sprucei, Piper
marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa and Laportea aestuans, in the control of
anthracnose of chives. The experiment was carried out in the Laboratory of Microbiology and
Phytopathology and in a greenhouse of the Faculty of Agrarian Sciences, Federal University
of Amazonas, where morphological characterization and molecular identification of
Colletotrichum sp. associated with anthracnose of chives; Obtaining and Evaluating (EBA)
Aqueous Crude Extracts; obtaining and evaluating the hexane, acetate-ethylic and methanolic
fractions of plant extracts; evaluation of the effect of fractionated extracts on mycelial growth
(ICM) and Esporulation Inhibition Percentage (PIE). The data were submitted to analysis of
variance (ANOVA), when the significance was verified, through the F test, the means were
compared by the Tukey test at the 5% probability level. In the in vitro test with crude aqueous
extract (EBA), the lowest ICM value was obtained with the treatments Piper marginatum and
Picrolema sprucei. As for PIE, the highest value was obtained at a concentration of 50%, and
the EBA of Croton cajucara presented greater inhibition of sporulation of the phytopathogen.
As for the in vitro assay with fractionated extracts, the lowest ICM value was obtained with
the acetylic fraction of Curcuma longa. As for PIE, the highest value was obtained with the
methanolic fraction of Picrolema sprucei. In the in vivo assay, the extracts of P. marginatum
and Picrolema sprucei showed better performance in controlling the severity of the disease.

Key words: Colletotrichum sp., alternative control.
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1. INTRODUCAO

A cebolinha (Allium fistulosum L.) é uma hortalica amplamente conhecida e aceita
pela populagdo brasileira, utilizada como condimento no preparo de alimentos, principalmente
nas regides Norte e Nordeste do pais (SOUZA et al., 2015).

Por se tratar de uma hortalica de facil cultivo, a cebolinha em grande parte ainda é
cultivada de forma tradicional, em canteiros a céu aberto e em casas de vegetacdo. As altas
temperaturas associadas a alta umidade relativa do ar sdo fatores favoraveis a disseminacédo de
diversos fitopatdgenos, em plantas cultivadas, no estado do Amazonas. Dessa forma, as
plantas ficam expostas a diversos fatores bidticos e abidticos (CARDOSO e BERNI, 2012) e
pode ser afetada por doencas causadas por fungos e bactérias, que podem ser limitantes ao
cultivo se medidas de controle adequadas ndo forem adotadas.

Dentre as doencas de origem fungica, destaca-se a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum sp., que é um fitopatdgeno de facil disseminacdo, sobrevive parasitando
vegetais ou como saprofita (SANTANA et al., 2016). A doenca apresenta como principal
sintoma manchas necroticas pardas que se estendem ao longo de toda a folha (SANTANA et
al., 2016). Apesar de ocorrer em todo 0 mundo, sua maior severidade é registrada nas regifes
tropicais e subtropicais, devido as temperaturas elevadas e alta umidade relativa do ar, que sdo
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do fitopatdgeno, limitando o cultivo de diversas
culturas.

Embora o uso de fungicidas seja a op¢do mais comum e, geralmente eficiente, no
controle de doencas na agricultura, o uso incorreto destes produtos pode favorecer a selegédo
de variantes resistentes, ter efeito nocivo na salde humana devido a alta toxicidade, periodo
longo de degradacdo, e eventual poluicdo ambiental (SILVA et al., 2017; TRIACA et al.,
2018). A busca por produtos naturais que diminua o uso de fungicidas quimicos surge como
uma alternativa para a mitigacéo desses problemas, visando um sistema agricola sustentavel.

O presente estudo teve como objetivo avaliar 0s extratos vegetais obtidos a partir das
plantas Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa e Laportea

aestuans no controle de antracnose da cebolinha.
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2. OBJETIVOS

GERAL
Avaliar o efeito dos extratos de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton

cajucara, Curcuma longa e Laportea aestuans no manejo da antracnose da cebolinha.

ESPECIFICOS
Avaliar o efeito do extrato vegetal bruto e fracionado de Picrolema sprucei, Piper
marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa e Laportea aestuans no desenvolvimento de

Colletotrichum sp. in vitro.

Avaliar o efeito dos extratos vegetais brutos na severidade dos sintomas da antracnose

da cebolinha in vivo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DA CEBOLINHA

A cebolinha comum (Allium fistulosum, L.), originaria da Asia, € um condimento
muito apreciado pela populacdo brasileira. As plantas dessa espécie sdo bianuais, apresentam
folhas cilindricas e fistulosas, com 0,30 a 0,50 m de altura e coloracédo verde-escura.

A espécie produz pequeno bulbo conico, envolvido por pelicula rosea, com
perfilhamento e formagéo de touceira, sua propagacdo pode ser feita por sementes, ou por
divisdo de touceiras (bulbinhos), adapta-se a uma ampla faixa de temperaturas, amenas em
torno de 25° C ou altas, em torno de 40° C, com cultivares adaptadas aos tropicos. Apresenta
melhor producdo em solos com pH entre 6,0 a 6,5. A cultivar tradicional no estado do
Amazonas de A. fistulosum ¢ a “Todo Ano” Nebuka, com coloracdo verde-clara e boa
capacidade de perfilhamento. (FILGUEIRA, 2013).

A cebolinha é uma cultura importante que contribui para a qualidade de vida dos
agricultores, uma vez, que o envolvimento da mé&o-de-obra familiar proporciona uma
condig&o para sustentabilidade na propriedade (FERREIRA e CASIMIRO, 2011).

De acordo com o Idam (2017) no estado do Amazonas foram produzidos 273.577,40
mil macos de cebolinha da cultivar Todo Ano, em 256,94 hectares com uma producao
equivalente a 68,394 ton.ha, sendo cultivada principalmente por agricultores familiares.
Quanto a comercializacdo, é vendida principalmente em macos pelos supermercados e feiras
locais.

No municipio de Manaus, foi registrada a producdo equivalente a 30.000,00 macos de
cebolinha em uma éarea estimada em 50 hectares e no municipio de Iranduba a producao

equivalente a 75.000,00 macos em uma area estimada em 125 hectares (IDAM, 2017).

As cultivares de cebolinha comercializadas sdo Nebuka Todo Ano, preferida pelos
agricultores familiares da regido por possuir boa capacidade de perfilhamento, e Natsuyo.
Existem relatos feitos por agricultores familiares da hortalica, que essa cultivar possui curto
tempo de prateleira, o que diminui sua preferéncia por agricultores locais (area produtora de

hortalicas folhosas de Manaus-Am, Comunidade Nova Esperaga, bairro Valparaiso).
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3.2 PROBLEMAS FITOSSANITARIOS DA CULTURA DA CEBOLINHA

A producdo de cebolinha é afetada por doencas de diferentes etiologias como fungos
e bactérias, dentre estas destacam-se a alternariose, também conhecida por Mancha-purpura
causada pelo fungo Alternaria porri (Ellis) Cif.,, o fungo prefere condicGes de altas
temperaturas e alta umidade relativa do ar, sendo uma doenga amplamente disseminada, que
causa perdas severas em Aliaceas cultivadas em regifes tropicais e subtropicais, ocasionando
necrose em suas folhas fistulosas.

A alternariose apresenta como principal sintoma manchas de colora¢do purpura
delimitadas em formato de olho-de-pombo, nas folhas de espécies do género Allium, tais
como A. cepa (cebola), A. sativum (alho) e A. fistulosum (cebolinha) (WORDELL FILHO et
al., 2006). Os métodos empregados no controle da alternariose da cebolinha séo o corte baixo
e a eliminacdo dos restos culturais doentes (PEREIRA e HOMECHIN, 1996).

Halfeld et al. 2008 relatam a ocorréncia da podriddo mole da cebolinha, causada pela
bactéria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, apresenta como principais
sintomas exsudacao bacteriana na regido entre o tecido lesionado e sadio.

A antracnose da cebolinha é ocasionada pelo fungo Colletotrichum sp. que pertence
ao filo dos Ascomicetos, sua reproducao é dividida em duas fases, a fase sexual, teleomorfa,
onde o fungo é denominado de Glomerela sp. e as estruturas reprodutivas sdo os conidios e
hifas. Ja na fase assexual, ou anamorfa, o fungo recebe a denominacdo de Coelomyceto e suas
estruturas reprodutivas Sao 0s ascOsporos.

A doenca apresenta como principal sintoma manchas necréticas pardas que se
estendem ao longo de suas folhas fistulosas. Essas lesdes apresentam pequenos corpos de
fruificacdo, os acérvulos, desenvolvidos em anéis concéntricos, referentes aos corpos de
frutificacdo do fungo. As plantas secam completamene, a medida que a doenca evolui Santana
et al (2016).

No estado do Amazonas o fungo Colletotrichum associado a cebolinha, foi descrito
pela primeira vez como Colletotrichum sp, por Lourd (1993), no municipio do Careiro.E
como Colletotrichum spaethianum (Allesch.), por Santana et al (2016) como C.
theobromicola (Delacroix) e C. truncatum (Schwein.), por Matos et al (2017), sendo possivel
a ocorréncia de mais de uma especie do fungo associada a esta doenca.

A consulta ao sistema Agrofit revelou que ndo ha fungicida registrado para
antracnose em cebolinha Agrofit (2017), mesmo assim, ha relatos de agricultores familiares
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que fazem uso do fungicida Dithane por conta prépria na tentativa de controle da doenca (area
produtora de hortaligas folhosas de Manaus-AM, Comunidade Nova Esperaga, bairro

Valparaiso).

3.3 MANEJO ALTERNATIVO DE FITOPATOGENOS ATRAVES DO USO DE
EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais obtidos a partir das plantas aromaticas ou medicinais exercem
acdo antimicrobiana, agindo diretamente sobre o patdgeno, por possuirem compostos
bioativos que exercem acdo fungistatica, inibem o crescimento micelial e a germinacdo dos
conidios. Ja a ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas é proporcionada através dos
metabolitos secundarios, que ativam a rota metabdlica das plantas hospedeiras a produzirem
todos o0s mecanismos de defesa, inclusive, as fitoalexinas (SCHWANESTRADA,
STANGARLIN; CRUZ, 2008; STANGARLIN et al., 2008).

Essa acdo ativadora de mecanismos de defesa foi verificada por Moura et al. (2014),
ao avaliarem a atividade indutora de fitoalexinas e a propriedade antifungica do hidrolato que
é o liquido resultante da extracdo de (Baccharis trimera), a diferentes concentragdes sobre a
germinacdo de esporos de Pseudocercospora vitis, Cercospora kaki e Hemileia vastatrix. A
atividade indutora de fitoalexinas foi avaliada em mesocotilo de sorgo e em colilédones de
soja. A atividade antifingica foi avaliada sobre a germinacdo de esporos de
Pseudocercospora vitis, Cercospora kaki e Hemileia vastatrix O hidrolato ndo induziu a
producdo de fitoalexinas em soja, mas promoveu esta atividade em sorgo a partir da
concentracdo de 50%.

Reis et al. (2016) avaliaram a atividade antifingica dos extratos aquosos e das fracdes
diclorometanicos e metanolicos de Duroia macrophylla e Duroia saccifera, coletada na
reserva florestal A. Ducke, em Manaus, AM,a partir da coleta das plantas foram preparados
extratos aquosos e diclorometanicos metanolicos. Quanto a planta D. saccifera, o extrato
diclorometanico dos galhos foi o mais ativo frente as espécies fdngicas. JA 0s extratos
metanolicos e diclorometanico das folhas de D. macrophylla foram os mais ativos contra
Candida sp.

A acdo fungistatica de extratos vegetais foi constatada com a pesquisa de Andrade et
al. (2018) realizaram a analise fitoquimica de cascas de Byrsonima crassifélia e avaliaram seu
potencial antifungico do extrato etandlico sobre o crescimento micelial de Fusarium solani e

Sclerotinia sclerotiorum. As concentracdes de 800 e 1600 inibiram 38% o0 crescimento
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micelial de F. solani, para S. sclerotiorum a melhor concentracdo foi de 2400 ug, reduzindo
37,5%. O potencial antifungico atribuido a casca da planta apds a analise fitoquimica é
atribuido a compostos fenolicos e derivados de triterpenos.

Souza et al. (2017) avaliaram o efeito dos extratos vegetais contra Lasiodiplodia
theobrome. Foi avaliado o crescimento micelial do patégeno pelo método de difusdo em é&gar
in vitro. Os extratos vegetais foram testados nas concentracfes de 10, 20 e 30%. Para
avaliacdo do efeito direto dos extratos de Angico, Umburana e Quebra-faca sobre o
crescimento de Lasiodiplodia theobrome. Foi utilizada como testemunha (ADE) agua
destilada esterilizada. No ensaio em casa de vegetacao, para avaliar os extratos vegetais como
indutores de resisténcia cachos de videira da cultivar Italia foram submetidos aos mesmos
tratamentos e inoculados ap6s quatro horas com Lasiodiplodia theobrome. Os resultados
mostraram que o0s extratos de Anadenanthera macrocarpa e Commiphora leptophloeos nas
concentragdes de 30%, inibiram o crescimento micelial in vitro em 61,66% e 60%
respectivamente. Portanto, os extratos testados ndo foram eficientes em inibir a incidéncia e a
severidade da doenca.

A cebolinha também pode ser utilizada como espécie vegetal que proporcione acao
antimicrobiana. Na pesquisa de Mostafa et al. (2018), seu composto bioativo foi revelado
como saponina, isolaram alliopiroside, composto de saponina em Allium fistulosum e seu
papel no mecanismo de defesa contra Fusarium oxisporum. Para obterem uma visdo
molecular da via de biossintese da saponina de Allium foi sequenciado o RNA de alto
rendimento da raiz, bulbo e folha de Allium fistulosum. Uma compreensdo dos compostos de
saponina e genes relacionados com a biossintese facilitaria o desenvolvimento de plantas com
conteddo Unico de saponinas e mais resisténcia a doencas.

Chang et al. (2016) avaliaram as atividades antibacterianas, de todas as partes de
Allium fistulosum, extraidas a partir do vinho de arroz. Os resultados mostraram que 0s
extratos comerciais de vinho de arroz e Allium fistulosum continham 28,3 — 95,9 pL/mL de
alcina e exibiram atividade antibacterianas significativas. As atividades antibacterianas foram
testadas contra quatro bactérias, através do teste de difusdo em &gar. Todos 0s extratos
apresentaram atividade antibacteriana contra Bacilus subtilis e Staphylococus aureus e

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
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3.4 ESPECIES VEGETAIS UTILIZADAS COMO BIOFUNGICIDAS

3.4.1 Picrolema sprucei Hook.f

A espécie Picrolema sprucei Hook.f, conecida popularmente como Caferana é
pertencente a simaroubaceae. Sendo uma planta originaria da América tropical, (SIMAO et
al., 1991; SARAIVA et al., 2002). A espécie caracteriza-se pelo conteudo de substancias
amargas, responsaveis por suas propriedades medicinais (FERNANDO e QUINN, 1992;
MUHAMMAD et al., 2004).

Devido a diversidade fitoquimica da Caferana, ela pode ser caracterizada como uma
fonte promissora de moléculas bioativas com potencial para ser usada na pesquisa. Desde
guando a primeira estrutura quassindide foi isolada, em 1961, o crescente interesse em
espécies da familia simaroubaceae somente aumentou e resultou no isolamento e identificacdo
de mais de 200 quassindides atualmente conhecidos (CURCINO VIEIRA e BRAZ-FILHO,
2006).

A Caferana € usada tradicionalmente para o tratamento da malaria e como inseticida
(SIMAO et al., 1991; ARRIAGA et al ., 2002; MUHAMMAD et al., 2004; SARAIVA et al.,
2006; SILVA et al., 2010). Ainda n&o existe trabalho que comprove a acdo antimicrobiana do
quassindide composto bioativo da Caferana, com resultado significativo.

3.4.2 Piper marginatum Jacq.(capeba)

A espécie Piper marginatum (capeba) é pertencente a Piperaceae, sendo uma planta
amplamente distribuida em toda a América do Sul. Estudos fitoquimicos com espécies de
Piper revelaram uma grande diversidade de metabolitos secundarios, com acdo antifungica
(REIGADA et al., 2007; JOHNNY et al., 2011).

A acdo antifingica dos metabdlitos secundérios de Piper marginatum vem sendo
comprovada com pesquisas desenvolvidas com a espécie. Johnny et al. (2011) avaliaram
diferentes espécies vegetais e verificaram que o extrato bruto de folhas de P. betle, a doses
muito baixas (0,01 pg mL-1), apresentou maior atividade antifungica na inibicdo do
crescimento micelial de C. capsici, agente causal da antracnose do pimentdo. Para os autores
0s metabolitos secundarios afetam de forma distinta os diversos fitopatdgenos.

Sanchez et al. (2011) avaliaram a atividade antifungica do Oleo essencial de Piper

marginatum contra microorganismos de importancia no meio agricola. O 6leo essencial foi
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obtido por hidrodestilagéo, utilizando-se o equipamento de Clevenger.O rendimento do seu
6leo essencial foi determinado e sua composi¢do quimica foi revelada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. O efeito antifingico do 6leo foi testado contra
Alternaria solani. Seu 0leo essencial € constituido por compostos oxigenados e dentro deles
0s principais componentes sdo isosofrol e notosmirnol.O éleo apresentou efeito fungistatico
contra Alternaria solani.

Para Araujo et al. (2014) o extrato metandlico obtido da folha de P. marginatum
coletada em Pernambuco, Brasil, foi avaliado quanto a atividade antifungica contra o fungo
fitopatogénico Colletotrichum scovillei, que causa antracnose no pimentdo. O extrato
metandlico apresentou uma inibicdo dose-dependente do crescimento micelial, alcangando
50% de inibi¢cdo com uma concentracdo de 750 ug / mL. Embora o extrato metandélico tenha
sido fracionado por cromatografia em coluna e uma fracdo significativamente ativa foi

separada, 0s compostos antiflngicos ativos ainda precisam ser identificados.

3.4.3 Croton cajucara Benth. (sacaca)

Croton cajucara, pertencente a euphorbiaceae tem sido uma importante planta
medicinal tradicional no Brasil. Ocorre amplamente na regido da floresta amazonica
brasileira, onde é popularmente conhecida como "sacaca". (HIRUMA et al., 2007; PERAZZO
et al., 2007).

Sdo conhecidos dois morfotipos de C. cajucara: "sacaca" branca e "sacaca"
vermelha, identificadas principalmente por cor de folhas jovens e vapores (CHAVES et al.,
2006). Os oleos essenciais do morftipo branco sdo ricos em linalol, enquanto os do morfétipo
vermelho sdo ricos em 7-hidroxicalamenen. O 6leo essencial rico em linalol das folhas de C.
cajucara mostrou ser muito téxico para Leishmania amazonensis e Candida albicans (ROSA
etal., 2013; ALVIANO et al., 2005).

Azevedo et al. (2013) avaliaram os 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo de
folhas do morfotipo vermelho de Croton cajucara contra Staphylococus aureus, Enterococus
faecalis, Mycobacterium tuberculosis, M. smegmatis, Mucor circinelloides e Rhizopus oryzae
0s autores constataram que os O6leos ricos em 7-hidroxicalameneno apresentaram alta
atividade antimicrobiana, com CIM equivalente a 4,76 x 10 3 pug / mL para MRSA, 4,88 ug /
mL para M. tuberculosis , 39,06 pug / mL para M. smegmatis e 0,152 pug / mL para R. oryzae e
3,63 x 10 8 pg / mL para M. circinelloides .
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Azevedo et al. (2014) isolaram o 7- hidroxicalameneno de Croton cajucara com 98%
de pureza. A CIM de Créton cajucara contra Cilindrospora de Absidia, Cunninghamella
elegans, Mucor circinelloides, Mucor circinelloides f. circinelloides, Mucor mucedo, Mucor
plumbeus, Mucor ramosissimus, Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzae e Syncephalastrum
racemosum variaram de 19,53 a 2500 pg / mL. J& a medicacdo de referéncia anfotericina B,
apresentou CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e quivalente a 0,085 pg / mL a 43,87 pug /
mL.O 7- hidroxicalameneno alterou a diferenciacdo dos esporos e o contetdo lipidico
total. Analises ultraestruturais por microscopia eletrénica de tramsmissdo revelaram auteracdes

significativas na estrutura celular de R. Oryzae.

3.4.4 Curcuma longa L.

A espécie Curcuma longa é uma erva perene, pertencente as zingiberaceae possui
rizoma espesso e elipsoidovato, com cortex laranja no seu interior, (CHUAKUL, 2000). A
planta é conhecida popularmente com o nome de Acafrdo, sendo originaria da India
(CHATTOPADHYAY, 2004). A espécie é insoltvel em agua e degrada-se sob condi¢bes
alcalinas e de luz (CHANG e CHEN, 2015).

Gupta et al. (2015) testaram as fracdes dos rizomas de Curcuma longa contra
Staphylococus aureus. ObservacGes ao microscopio eletrénico de varredura revelaram que o
patdgeno tratado com o extrato fracionado de Curcuma longa apresentou deformidade
morfolégica, com auséncia parcial da membrana citoplasmatica, que leva a ruptura celular.
Para os autores, a capacidade dos extratos fracionados inibirem o crescimento do patégeno em
teste € um indicio do seu amplo espectro potencial antimicrobiano, que pode ser usado no
gerenciamento de infeccBes microbianas.

Almeida et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana da Curcuma na forma de
pé da curcumina disponivel no comércio, dos pigmentos curcumindides purificados e dos
6leos essenciais de Curcuma longa. A atividade antimicrobiana in vitro foi determinada pelo
método de difusdo em agar. Somente o extrato etandlico da bisdesmetoxicurcumina
apresentou atividade antimicrobiana contra B. subtilis. JA& o 6leo essencial da Curcuma
apresentou atividade antimicrobiana contra o B. subtilis, S. choleraesuis, E. coli, A. niger e S.
cerevisiae, sendo que essa atividade aumentou em funcdo do aumento da concentracdo. Os
halos de inibicdo, obtidos com o 6leo essencial, foram significativos, quando comparados aos
antibidticos, cloranfenicol e anfotericina, mostrando que o dleo essencial da Curcuma é um

agente antimicrobiano em potencial.

21



3.4.5 Laportea aestuans (Gaud)

A espécie Laportea aestuans, pertencente a Urticaceae, possui  sindbnimos
como Fleurya aestuans e Fleurya aestuans. A planta é uma erva daninha e aparece em
cultivos novos e pousio. E uma planta herbacea de 1,5 m de comprimento, difundida nos
tropicos africanos e asiaticos. Apresenta como composto bioativo em seu 6leo essencial o
salicilato de metila, responsavel por sua acdo antimicrobial.

Oloyede et al. (2013) isolaram e caracterizaram 0s compostos bioativos da fracdo n-
hexana de L. aestuans, o ensaio antimicrobiano foi realizado pelo método de difusdo em &gar.
A AC (Analise Cromatografica) mostrou 65,23% de inibicdo a 1 mg/mL, no teste de
tiocianato férrico. A AC também inibiu o crescimento microbiano significativamente quando
comparado com Tioconazol, que sdo padrbes antifingicos.A presenca do derivado Chrysen-2-
ol em L. aestuans que ndo é tdxico e possui atividade antimicrobiana.

Oloyede et al. (2016) determinaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de
Laportea aestuans através da cromatografia gasosa para determinar o nivel toxico dos 6leos
essenciais. Os autores realizaram o teste de letalidade, um bioensaio para a purificacdo de
produtos naturais bioativos. O efeito antimicrobiano foi realizado em outros para estimar o
potencial de Laportea aestuans contra determinados microorganismos, porque a planta é

considerada um agente antimicrobiano eficaz na pratica da medicina tradicional.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos isolados, culturas monospéricas e preservacao dos isolados

Os isolados de Colletotrichum sp. foram obtidos a partir de plantas de cebolinha
naturalmente infectadas, com sintomas da antracnose em areas de cultivo nos municipios de
Manaus (3°06'06" S/ e 60°0129” W) e Iranduba (03°17'05" S/ e 60°11'10" W) no estado do
Amazonas. As amostras coletadas foram analisadas no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas.

O isolamento do fungo foi realizado de forma indireta de acordo com Alfenas et al.
(2016), onde folhas infectadas foram lavadas em &gua corrente e com auxilio de um bisturi,
sendo obtidos fragmentos foliares de 5 mm?2 da area de transicdo entre o tecido lesionado e

sadio, os quais foram submetidos a desinfestacdo superficial em alcool 70%, durante 30
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segundos, hipoclorito de sédio 2% por 30 segundos, seguida de trés lavagens em agua
destilada esterilizada. Os fragmentos foram depositados de forma equidistantes em placas de
Petri, contendo meio de cultura AA (17 g de agar, 1 L de agua destilada) e mantidos a
temperatura ambiente (£ 26° C) durante 48 horas. Ao surgirem os primeiros fragmentos de
hifa no meio de cultura, estes foram repicados para novas placas contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar: 200 g de batata 17 g de Dextrose e 17 g de Agar), para a individualizagio das
colonias.

Para obter uniformidade genética, foram obtidas culturas monoconidiais de cada
isolado. Foi preparada uma suspensdo de conidios a partir de coldnias com dez dias de
cultivo, contendo esporulacdo do patdgeno, na qual foi adicionada 50 mL de agua destilada
esterilizada e com o auxilio de um pincel de cerdas macias foram removidos 0s esporos da
colénia. A solucdo foi recolhida em um béquer de 50 mL e uma aliquota de 100 pl foi
utilizada para realizar a diluicio seriada até 10, em microtubos contendo 900 pl de &gua
destilada esterilizada. Foi feita a inoculagdo de 100 pl da suspensdo da ultima diluicdo em
placas contendo meio AA e incubadas em BOD em temperatura de 27° C durante 24-48h. Ao
observar a germinacdo dos conidios no meio de cultura, estes foram repicados para placas
contendo meio BDA para o desenvolvimento das coldnias monospdricas. Os isolados obtidos
foram mantidos em tubos de ensaio contendo o0 meio BDA inclinado em incubadora BOD em
temperatura de 27° C e preservados pelo método de Castelani (CASTELLANI, 1939).

4.2. Caracterizacdo morfoldgica e identificagio molecular de Colletotrichum sp.
associado a antracnose da cebolinha

A identificacdo morfoldgica de Colletotrichum sp. foi baseada no tamanho e no
formato de 50 conidios e 50 apressorios de cada isolado, escolhidos aleatoriamente, a partir de
colénias com 15 dias de crescimento. Para a caracterizagdo morfoldgica e morfométrica dos
conidios, foi preparada uma suspensdo na concentracdo de 10° conidios.mL? para cada
isolado e foram confeccionadas Iaminas de microscopia semipermanentes para observacdo em
microscopio optico Zeiss, sob objetiva de 40 vezes.

Para a caracterizagdo morfométrica dos apressorios foi utilizada a técnica de
microcultivo onde, uma aliquota de 100 pl de uma suspensao de esporos na concentracao de
10° conidios.mL™?, foi depositada sobre cubos de 5 mm?2 de meio agar agua, dispostos em
uma placa de Petri previamente esterilizada e forradas com papel de filtro umedecido. O

inoculo foi coberto com laminulas de microscopia, durante 8 dias. A germinacdo dos
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conidios foi interrompida com solucdo de lactofenol com azul de algoddo 1%, e 0s apressorios
foram observados em microscépio dptico Zeiss, sob objetiva de 100 vezes.

As medidas de comprimento e largura de conidios e apressorios foram obtidas atraves
de imagens capturadas por camera digital acoplada ao microscopio optico Zeiss, utilizando o
software ZEN (Zeiss®). Os valores de tamanhos e formatos de conidios e apressorios
observados foram comparados com as descri¢fes das espécies de Colletotrichum, propostas
por Damm et al. (2009).

4.2.1 ldentificacdo molecular

Extracdo de DNA para identificacdo da espécie

Para a obtencdo do DNA genbémico, culturas monospdricas dos isolados foram
cultivados em erlenmayer de 250 mL contendo meio de cultura BD (Batata-Dextrose), sob
agitacdo continua a 120 rpm durante cinco dias a +26 °C. O micélio produzido foi coletado
por filtragem a vacuo em filtro Milipore® com membrana de 0,45 um de porosidade, em
ambiente asséptico (camara de fluxo laminar), e em seguida, foi armazenado a temperatura -4
°C em geladeira, envolvido em papel aluminio, at¢ o momento da extracdo. O DNA foi
extraido utilizando o kit de extracdo da Zymo Research® de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A concentragdo e a qualidade do DNA foi determinada utilizando-se
espectrofotdbmetro (ND — 1000, Nanodrop) e em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio 1% e visualizado em transiluminador ultravioleta (UV) usando-se marcador de 50 pb

(New England Biolabs). Os DNAs foram ajustados para uma concentragéo final de 20 ng/mL"
1

PCR e Sequenciamento

Para a identificagdo molecular dos isolados de Colletotrichum foram amplificadas as
regides gendmicas parciais do espacador interno transcrito do rDNA (ITS), gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta-tubulina (TUB2) (Damm et al. 2009). Os primers
utilizados para as amplificacGes foram ITS3 e ITS4 para regido ITS (White et al. 1990),
GDF1 e DR1 para GAPDH (Guerber et al. 2003) e BT2Fd + BT4R (Woudenberg et al., 2009)
para beta-tubulina. A reacdo em cadeia de polimerase foi realizada de acordo com o protocolo
do kit PuReTagTM Ready-To-GoTM PCR beads (GE Healthcare®) e as condic¢des de cada
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corrida foram feitas de acordo com as descritas por Damm et al. (2009; 2012). As reacgdes de
PCR foram verificadas em gel de agarose (1,5%) e as bandas foram comparadas com o
marcador de peso molecular de 1KB DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA). Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) e sequenciados pelo método de Sanger no Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM) da UFAM.

Edicéo das sequéncias e analises filogenéticas

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento Sanger foram analisados com
0 programa SegAssem® (Hepperle 2004) para obtencdo da sequéncia consenso. As
sequéncias de cada gene foram alinhadas através da funcdo Muscle, implementada no
Programa MEGA?7 (Kumar, Stecher, e Tamura 2016). Sequencias representativas de cada
grupo monofilético presentes no trabalho de Damm et al. (2009) foram usadas como material
de referéncia para a construcdo das arvores filogenéticas, os quais estdo depositadas no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnological Information).

As filogenias foram construidas a partir de analises individuais dos genes e andlise
concatenada das 3 regides génicas usando os metodos de Méaxima verossimilhanca (ML)
programa MEGA7. O melhor modelo de evolucdo de nucleotideos sob o critério de
informacdo de Akaike (AIC) para cada conjunto de dados foi estimado a partir da analise feita
no software Model Test 3.7 (Posada 2008). A visualizacdo das arvores filogenéticas foi feita
com o software FigTree v1.4.3 disponivel em http://tree.bio.ed.ac.uk/software/.

4.3. Avaliacdo dos (EBA) de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara,
Curcuma longa e Laportea aestuans no crescimento micelial e producdo de conidios em

isolados de Colletotrichum sp.

Foi avaliado o efeito do (EBA) extrato bruto aquoso das folhas de Picrolema sprucei,
Piper marginatum, Croton cajucara, rizomas de Curcuma longa e as plantas inteiras de
Laportea aestuans, sobre o crescimento micelial e a inibicdo da germinacédo dos esporos de
Colletotrichum sp.

As espécies vegetais foram coletadas pela manha, no Setor Sul da Universidade
Federal do Amazonas, (latitude 3° 6’ 0,8 S, longitude 59° 58 26” W). Foram montadas
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exsicatas das plantas que apresentaram estruturas reprodutivas e essas estdo depositadas sobre
namero de herbario 11.413 do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Ufam.

As espécies vegetais foram selecionadas, obedecendo-se aos critérios da abundancia e
sanidade, a coleta foi feita durante os meses de dezembro e julho e transportadas ao
Laboratorio de Fitopatologia da Ufam, onde foram lavadas em agua corrente e apos perderem
0 excesso de umidade, foram desidratado em estufa de circulagdo de ar a 40° C, durante 48
horas. Apos desidratadas as espécies vegetais foram trituradas em liquidificador para a
obtencdo das plantas na forma de po.

Para o preparo do extrato bruto aquoso (EBA) foram utilizados 100 g de cada espécie
vegetal na forma de p6 e foi adicionado 1000 mL de agua destilada esterilizada, a mistura foi
mantida em repouso, ao abrigo da luz envolvido em papel aluminio a temperatura de 27 ° C,
durante 48 horas. Apos este periodo, foi realizada a filtragem, em gaze e papel de filtro
esterilizados, os extratos foram recolhidos em béqueres e adicionados ao meio de cultura
BDA.

Os (EBA) foram adicionados ao meio de cultura BDA, nas concentracdes de
10,20,30,40 e 50%, para o preparo da mistura, a concentracdo de 10%, foi adicionado 10 mL
de (EBA), com auxilio de proveta, ao erlemayer com capacidade para 100 mL, mais 90 mL do
meio de cultura BDA.Para as demais concentragdes, houve mudancga na quantidade do (EBA)
e do meio de cultura.

A mistura foi autoclavada a 120 ° C, durante 15 min e ao atingir temperatura ambiente,
foi vertida em placas de Petri de 9 cm de didmetro, ao centro de cada placa foi adicionado um
micélio do fitopatdgeno de 0,5 cm de didametro (CELOTO et al. 2011).

As placas foram incubadas em BOD a 27° C e submetidas a avaliacdes dos diametros
das colénias em sentido longitudinal e ortogonal até que um dos tratamentos atingisse todas as
bordas da placa, com auxilio de paquimetro digital.

Os experimentos foram montados separadamente para cada espécie vegetal, em
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos (5 concentracdes do EBA) e
cinco repeticdes, sendo cada unidade experimental uma placa de Petri. Como testemunha,
foram utilizadas placas contendo somente o meio de cultura BDA e o micélio do
fitopatdgeno.

Com as medidas dos didmetros das colonias foi calculado do o indice de crescimento

micelial (ICM), de acordo com a férmula de Salgado et al. (2003).
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=%, %, .15
ICM =284+ 5+ 42X,

Onde:

ICM = indice de crescimento micelial;

C= crescimento micelial da colénia na primeira, segunda e Ultima avaliacéo e

N= numero de dias necessarios para o crescimento micelial atingir a bordas da placa.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a partir de resultado
significativo para o teste F realizou-se o teste de médias e as diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa
Assistat 7.7 Beta.

Imediatamente apds o ensaio anterior, foram coletados 0s esporos das placas nas quais
foi avaliado o crescimento micelial, adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada as
placas e com auxilio de um pincel de cerdas macias, os esporos foram liberados na solucao,
pipetou-se uma aliquota de 20 pl dessa solucéo e adicionou-se a ldminas de microscopia semi-
permanentes em trés gotas para quantificacdo dos conidios feita pelo método de contagem em
gota.

A porcentagem de inibicdo da esporulacdo foi obtida pela formula: PIE =
[(esporulacédo da testemunha — esporulacdo do tratamento) /esporulacdo da testemunha] x 100
(FERNANDES et al, 2015).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a partir de resultado
significativo para o teste F aplicou-se o teste de médias as diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa
Assistat 7.7 Beta.

4.4. Obtencao dos extratos vegetais fracionados, avaliacdo do efeito dos extratos vegetais

fracionados no crescimento micelial e na producao de esporos de Colletotrichum sp.

Os extratos vegetais fracionados foram obtidos utilizando-se os solventes hexano,
acetato de etila e metanol, os quais possuem polaridades crescentes.Para o fracionamento, 100
g do material vegetal de cada espécie vegetal seca e triturada foi submetida a maceragdo em
400 mL de hexano, durante 48 h em capela de exaustdo de gases, seguido de filtragem em
filtro Milipore® acoplado a bomba de vacuo e armazenado em recipiente estéril e ao abrigo
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da luz, envolvido em papel aluminio, a temperatura ambiente, em capela de exaustdo de
gases.

Ao residuo remanescente foi adicionado 200 mL de hexano, durante 24 h, quando
novamente foi filtrado. Este mesmo procedimento foi repetido para os demais solventes de
polaridades crescentes acetato de etila e metanol, com as mesmas 100 g de cada espécie
vegetal utilizadas no inicio do procedimento.

As fracdes obtidas, no estado liquido, foram rotaevaporadas em rotaevaporador da
FISATOM, a 50 rpm a temperatura de 45°C, no Laboratério de Abertura de Amostra e
Ensaios Quimicos (LAEQ) da Central Analitica de Quimica da Ufam, obtendo-se as fragdes
concentradas denominadas hexanica (FHex), acetato-etilica (FACEt) e metandlica (FMet).

A fracdo metandlica de Picrolema sprucei apresentou maior rendimento em
comparacdo com as demais fragdes das espécies vegetais.

Extratos fracionados (FHex, FACEt e FMet) de cada espécie vegetal, na proporcao de
0,0005 mg, foram dissolvidas em 0,5 pl de dimetil sulfoxido (DMSO), adicionados ao meio
de cultura BDA a uma concentracgdo de 5 mg/mL™.

A mistura foi autoclavada a 120 ° C, durante 15 minutos e ao atingir temperatura
ambiente foi vertida em placas de Petri de 9 cm de diametro. No centro de cada placa, foi
adicionado um disco de micélio do fitopatégeno Colletotrichum sp. de 0,5 cm de didmetro
com dez dias de crescimento. As placas foram incubadas em BOD a 27° C e submetidas a
avaliacdo do diametro das coldnias no sentido longitudinal e ortogonal, com auxilio de
paquimetro digital, até que um dos tratamentos atingisse as bordas da placa. A avaliacdo
crescimento micelial foi realizada conforme descrito no item 4.3.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5 X
3), sendo 5 espécies vegetais e 3 solventes, com cinco repeticdes, sendo cada unidade
experimental uma placa de Petri. Como testemunha foram usadas placas contendo o meio de
cultura BDA e o micélio de Colletotrichum sp. Adicionalmente foi realizado um controle com
a adicdo de DMSO na placa contendo meio BDA e o micélio do fitopatogeno.

Imediatamente ap6s o0 ensaio anterior, foram coletados os esporos das placas nas quais
foi avaliado o crescimento micelial, adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada as
placas e com auxilio de um pincel de cerdas macias, os esporos foram liberados na solugéo,
pipetou-se uma aliquota de 20 ul dessa solucéo e adicionou-se a laminas de microscopia semi-
permanentes em trés gotas para quantificacdo dos conidios feita pelo método de contagem em

gota.

28



A porcentagem de inibicdo da esporulacdo foi obtida pela féormula: PIE =
[(esporulacédo da testemunha — esporulagéo do tratamento) /esporulacgdo da testemunha] x 100
(FERNANDES et al, 2015).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e a partir de resultado
significativo para o teste F aplicou-se o teste de médias as diferencas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa
Assistat 7.7 Beta.

4.5. Avaliacdo do extrato bruto aquoso (EBA) de Picrolema sprucei, Piper marginatum,
Croton cajucara, Curcuma longa e Laportea aestuans na severidade da antracnose em

plantas de cebolinha

Foi avaliado o efeito do EBA das cinco espécies vegetais, na severidade da antracnose
em plantas de cebolinha em casa de vegetacdo. O experimento foi realizado no Setor de

Producéo da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Ufam.

Semeadura

Sementes de cebolinha da cultivar “Todo Ano” (NEBUKA) japonesa, foram
adicionadas a bandejas de isopor proprias para semeadura com 128 células, em cada célula foi
adicionado 2 sementes contendo o substrato comercial Vivatto slim plus®, constituido de
casca de pinus bio-estabilizada, vermiculita, moinha de carvdo vegetal, agua e espuma
fenolica, as plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo na area de producédo da faculdade

de ciéncias agrarias, onde foram monitoradas e receberam irrigacdo diariamente.

Transplante

Trinta dias ap6s a semeadura, procedeu-se o desbaste e as melhores mudas foram
transplantadas para copos de plasticos com capacidade para 500 mL. Antes do plantio foi
realizada a andlise de solo da amostra de terrico retirada para cultivo das plantas, a correcéo
da acidez e adubacdo foi feita mediante resultado da anélise. A mistura que compunha os
copos descartaveis, foi composta de terri¢o, adicionado a 200 g/m?2 de calcério e 10 L/m? de
cama de aviario. As plantas mantidas em casa de vegetacdo foram monitoradas e receberam

irrigacao diariamente.
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Teste de patogenicidade

Quando as cebolinhas completaram dois meses de idade, suas folhas foram coletadas
e levadas ao Laboratdrio de fitopatologia, onde foram lavadas e adicionadas a placas de Petri
com 15 cm de diametro, previamente forradas com papel de filtro esterilizado.

Estas folhas foram submetidas a avaliacbes em dias alternados, até que surgisse a

lesdo da antracnose, para confirmacéo do teste de patogenicidade.
Aplicacéo por aspersdo dos extratos vegetais e solucdo de indculo

Quando as cebolinhas mantidas em casa de vegetacdo completaram trés meses de
idade e cinco folhas definitivas, receberam a aplicagdo foliar de 20 mL de (EBA) a uma
concentracdo de 50% das espécies vegetais e apds quarenta e oito horas, foram inoculadas por
aspersdo com solugdo de indculo na concentragdo de 10° conidios/mL™?, a solugdo foi
preparada adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada em placas de Petri, em
isolados de Colletotrichum sp. com 10 dias de crescimento.

Com auxilio de um pincel de cerdas macias, os conidios foram liberados na solucéo,
que foi recolhida em béquer, onde foi adicionada uma gota de Tween 80 e agitada. A
concentracdo de indculo foi ajustada para 10° conidios/mL™* em camara de Neubauer. As
plantas foram inoculadas por asperséo, utilizando-se um aplicador manual e em seguida foram

submetidas a cdmara Umida durante 48 horas.
Avaliac6es dos niveis de severidade de cebolinhas com sintoma de antracnose

Ao término desse periodo, as cebolinhas foram submetidas a sete avaliacbes em dias
alternados. Essas avaliacOes basearam-se na severidade da doenca que foi quantificada,
segundo a escala diagramatica com cinco niveis de severidade 1%, 5%, 20%, 50% e 80%,
descrita por Azevedo (1997). Com os dados de severidade foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) de acordo com formula de Campbel e Maden (1992),
onde:

AACPD = Z (Befies) (2, —t)
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Sendo:
n = é 0 numero de observacoes.
Xi = ¢ a severidade da doencga na “i”- ésima observacéo;

ti= ¢ o tempo em dias na “i”’- ésima observacéo.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(cinco espécies vegetais) e cinco repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida de
trés plantas. A testemunha constou de plantas de cebolinha pulverizadas com solugéo de
indculo e dgua destilada esterilizada.

Foi realizada a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Assistat versdo 7.7 Beta.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfolégica e identificagdo molecular de isolados de Colletotrichum
sp.

Os isolados de Colletotrichum sp. obtidos de plantas de cebolinha apresentaram
coldnia com micélio de coloragdo branca a cinza.O centro das colénias apresentou coloracéo
alaranjada devido a presenca de mucilagem caracteristica da producdo de conidios do género
Colletotrichum, com estruturas de coloracdo negra, representando acérvulos de onde
surgiram os conidios hialinos, de formato falciforme, com um septo transversal medindo entre
15a 20 um de comprimento e 3,4 a 4,5 um de largura, (Figura 1 A e B).

Os apressorios foram visualizados solitarios e em grupos, de coloracdo marrom
escuro, devido a presenca de melanina, e formato lobado ou irregular, de modo geral, 0s
apressorios foram oriundos de hifas, medindo de 15,7 a 38,01 um de comprimento e 7,05 a

28,4 um de largura (Figura 1 C).
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Figura 2. Aspecto morfoldgico de Colletotrichum sp. associado a antracnose em plantas de
cebolinha. A) Colbnia de meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar). B) Conidios de
formato falciforme. C) Apressorios melanizados originados de hifas.

A identificacdo de espécies deste género é dificil devido a ampla variagdo das
caracteristicas morfoldgicas, sendo estas delimitadas usando-se poucos caracteres como
tamanho e forma de conidios e apressorios e caracteristicas das colénias, como textura e
coloracdo. A grande plasticidade morfologica é um reflexo da grande variabilidade genética
que ocorre neste género, além da forte influéncia do ambiente em alguns caracteres como a
formacdo de setas e producdo de conidios (Menezes 2002). Vale ressaltar que estudos
relacionados com especificidade fisioldgica em uma gama de plantas hospedeiras ainda séo

bastante importantes para a descri¢ao das espécies (Sutton 1992; Bentes e Costa-Neto, 2011).
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Figura 2. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca das espécies de Colletotrichum construida
da concatenacdo das regides gendmicas parciais do espacador interno transcrito rDNA (ITS),
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-tubulina(TUB2). Os valores de bootstrap sao

indicados na arvore. Isolados com o cédigo UFAM foram usados no presente trabalho.

Fonte: A autora (2019).

Sequéncias parciais dos genes ITS, GAPDH e B-tubulina dos isolados UFAM Col 2,
UFAM Col 5, UFAM Col 4, UFAM Col 3 e UFAM Col 6, revelaram identidade de 99 % para

0s trés genes com sequéncias de Colletotrichum spaethianum.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

A espécie foi identificada causando antracnose em cebolinha no Amazonas por

Santana et al. (2016). No entanto Matos et al. (2017) relataram mais duas outras espécies,

C.truncatum e C.theobromicola também associados a antracnose em cebolinha no estado, o

que indica a ocorréncia de um complexo de espécies nessa planta hospedeira.
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5.2 Efeito dos (EBA) de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara,
Curcuma longa e Laportea aestuans no crescimento micelial e producéo de conidios em

isolados de Colletotrichum spaethianum.

A avaliagdo dos EBA no crescimento micelial revelou que ndo houve diferenga
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, para os tratamentos com Curcuma
longa, Croton cajucara e Laportea aestuans, nas diferentes concentracdes avaliadas. Os EBA
de Piper marginatum e Picrolema sprucei, apresentaram menor ICM nas concentracdes de 40
e 50%, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 1).

Quanto a porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE), a concentracdo de 10%
apresentou menor PIE para todos os tratamentos, e na concentracdo de 50% foi observado a
maior PIE, sendo que o EBA de Croton cajucara apresentou maior inibi¢cdo da esporulacéo
do fungo (Tabela 1).
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Tabela 1. Indice de crescimento micelial (ICM) e porcentagem de inibicdo de esporulagio (PIE) de Colletotrichum spaethianum cultivado em

meio contendo diferentes concentragdes de extrato bruto aquoso de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa e

Laportea aestuans

Espécie Vegetal

% Caferana Piper Croton Curcuma Laportea
ICM PIE ICM PIE ICM PIE ICM PIE ICM PIE
0 3,59a 0d 2,22 a Of 2,40 a of 3,17 a 0d 3,10a Oc
10 2,96 b 1510c 260a 753e 219a 3098e 292a 11,17¢ 2,75a 20,34b
20 2,85b 3093b 243a 1586a 2,17a 4346d 265a 1865b 258a 31,17 a
30 3.06b 30,98b 285a 27,19c¢ 239a 7444c 269a 27,74 b 303aa 3517a
40 1,94b 3404b 197b 30,37b 237 a 8218b 236a 2593b 32la 3928 a
50 1,75b 40,79a 150b 4540 a 2,08 a 89,62a 262a 3763 a 283a 4293a
CV (%) 14,97 14,58 14,97 10,22 14,97 32,06 14,97 2,94 14,97 26,79

ICM dado em cm; PIE dado em %.

Valores seguidos de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: A autora 2019.
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A presenca dos metabolitos secundarios de Piper marginatum isosafrole e
nathosmirnol podem ser os responsaveis pela inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum spaethianum cultivado em meio contendo EBA a concentracdo de 50%.
Pesquisas como a de Sanchez et al. 2011 determinaram a composi¢do quimica do 6leo
essencial de Piper marginatum avaliaram a atividade e antifingica contra Alternaria solani.
Seu rendimento foi determinado e sua composi¢do quimica foi investigada por cromatografia
gasosa e espectrometria de massa. O efeito antifungico do seu 6leo essencial foi determinado
em Alternaria solani. O Oleo essencial & constituido principalmente por compostos
oxigenados com isosafrole e nathosmirnol como os principais componentes. O d4leo
apresentou efeito antifungico contra Alternaria solani corroboram com esses resultados.

Chaves et al. 2018 avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de folhas
de Piper marginatum. O 6leo essencial foi analisado por cromatografia gasosa e sua atividade
antifungica foi analisada contra R. oryzae. Os principais componentes de P. marginatum
foram propiopiperona (13,2%) e 6-3-careno (11,3%). A propiopiperona apresentou atividade
antifangica contra Cladosporium cladosporioides e C. sphareospermum. Pode-se afirmar que
0 Oleo essencial de Piper marginatum apresenta acdo fungistatica significativa contra os

esporos de Rizopus oryzae.

A presenca de compostos bioativos quassinoides em Picrolema sprucei podem ser 0s
responsaveis pela inibicdo da germinacdo dos conidios. Contudo, ndo existe pesquisa
publicada com resultado significativo que comprove a acao fungistatica de Picrolema sprucei.
Sobre essa planta ha apenas a revisdo de Alves et al 2014 onde sdo enfatizadas as diversas
atividades bioldgicas atribuidas pela medicina popular e por estudos cientificos a planta
amazonica Picrolema sprucei Hoof. F. Maior énfase é dada aos conhecimentos atuais sobre 0s
principais componentes quimicos encontrados nessa espécie, da classe dos quassindides:

sergeolida, neosergiolida, isobruceina e 1,5-desacetil.

A presenga de compostos bioativos no morfotipo branco de Croéton cajucara linalol
ou 7- hidroxicalameneno do morfotipo vermelho podem ser os responsaveis pela inibicdo da
germinacdo dos conidios. Essa atividade antimicrobiana de Croton cajucara vem sendo
elucidada em algumas pesquisas, como a de Azevedo et al. 2013 avaliaram a eficacia dos
Oleos essenciais em relacdo a atividade antimicrobiana contra microosganismos
fitopatogénicos demostrando significativas zonas de inibi¢do. Entre 0os microorganismos

testados, os 6leos essenciais ricos em 7 — hidroxicalameneno foram mais eficazes contra
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M.smegmatis, Mucor circinelloides e Rhizopus oryzae, foi possivel observar que os
6leos ricos em 7-hidroxicalameneno apresentaram atividade antimicrobiana com CIM de
39,06 ug / mL para M. smegmatis e 0,152 ug / mL para R. oryzae e 3,63 x 10 pg / mL para M.
circinelloides.

Chaves et al. 2012 investigaram a eficacia dos 0leos de quarenta individuos de dois
morfotipos de Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), sacaca branca e sacaca vermelha. Os
6leos essenciais das folhas desses morfotipos séo ricos em linalol e 7-hidroxicalameneno. A
eficacia dos oleos de quarenta individuos de um banco de germoplasma quanto a atividade
antimicrobiana contra Staphylococus aureus e Candida albicans foi investigado pelo método
de difusdo em &gar. Foram observadas zonas de inibicdo expressiva para ambos 0S
microorganismos testados. Os 0leos essenciais ricos em 7_hidroxicalameneno foram mais
eficazes contra Staphylococus aureus, enquanto os ricos em linalol atuaram inibindo Candida

albicans.

A anélise estatistica do ensaio in vitro com EBA, difundidas em meio de cultura
BDA, adicionado ao fitopatdgeno Colletotrichum spaethianum revelou menor ICM para as
espécies vegetais Picrolema sprucei e Piper marginatum.

Quanto a PIE, o maior valor foi observado com o EBA de Croton cajucara. Esses
extratos vegetais proporcionaram acao fungistatica sobre o fitopatogeno Colletotrichum
spaethianum in vitro.

E possivel que a inibicdo do crescimento micelial e inibicdo da germinagio dos
conidios tenha ocorrido devido a acdo dos compostos bioativos quassindides em Picrolema
sprucei, metabdlitos secundarios de Piper marginatum e bioativos de Croton cajucara. Na

fase in vitro do experimento com EBA das espécies vegetais avaliadas.

5.3 Efeito dos extratos fracionados de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton
cajucara, Curcuma longa e Laportea aestuans sobre o crescimento micelial e producéo de

conidios de Colletotrichum spaethianum.

A avaliagdo dos extratos fracionados no crescimento micelial revelou que ndo houve
diferenca significativa pelo teste de Tukey 5%, para as fragOes de Laportea aestuans, Croton
cajucara e Piper marginatum. A fracdo acetilica de Curcuma longa apresentou menor ICM,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 2).
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Quanto a (PIE) Porcentagem de Inibicdo da Esporulacdo, a fracdo acetilica de
Laportea aestuans apresentou menor valor de (PIE) e a fracdo metandlica de Picrolema

sprucei apresentou maior valor de (PIE).
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Tabela 2. Indice de crescimento micelial (ICM) e porcentagem de inibicdo de esporulacdo (PIE) de Colletotrichum spaethianum cultivado em

meio contendo fragcBes hexanica, acetato etilica e metandlica de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara, Curcuma longa e

Laportea aestuans.

Concentracédo de Extrato Fracionado em meio de cultura BDA

Espécie BDA BDA+DMSO FHex + DMSO FACEt + DMSO FMet + DMSO

Vegetal ICM PIE ICM PIE ICM PIE ICM PIE ICM PIE
Caferana 3,59 a 0d 2,96 b 0d 3,92Db 69,67 b 3,64c 48,23 d 524a 97,99 a
Piper 2,22 a 0d 2,60 a 0d 4,36 b 37,87d 492 b 75,29 b 6,05 a 51,17c¢
Créton 2,40 a Ob 2,19a Ob 4,80 b 94,70 a 490 b 83,52 a 5,64 a 60,46 b
Curcuma 3,17a 0d 2,92 a 0d 6,05 a 45,86 C 1,78d 56,58 ¢ 524 a 42,93 d
Urtiga 3,10a Oc 2,75a Oc 4,39b 93,52 a 6,52 a 7,05¢e 491 a 9,99 e

CV (%) 13,78 2,61 13,78 2,71 13,78 2,61 13,78 2,61 13,78 2,61

ICM dado em cm; PIE dado em %.

Valores seguidos da mesma letra na linha n&o diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: A autora 2019.
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A acdo fungistatica do bioativo de Curcuma longa vem sendo elucidada em pesquisas
como a de Teles et al. 2019 avaliaram a composic¢éo quimica, a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de Curcuma longa. O principal composto do 6leo essencial de Curcuma
longa foi tumerona A CIM demonstrou atividade antimicrobiana significativa do o6leo
essencial de Curcuma longa contra Staphylococus aureus equivalente a 83,3 + 14,43 pg / ml.
O oleo essencial de Curcuma longa diminuiu a producdo de nitrito em macréfagos peritoniais,
mas ndo em células infectadas por Leishmania. A composic¢do quimica do 06leo essencial de
Curcuma longa esta diretamente associada a sua potencial acdo bioldgica, como atividade
antimicrobiana. Curcuma longa apresentou uma potente atividade antileishmania contra
amastigotas, promastigotas e intracelulares de Leishmania amazonenses, embora essa
atividade ndo esteja ligada ao 6xido nitrico, ja que o 6leo essencial de Curcuma longa inibe
sua producao.

Apesar de a fracdo hexanica de Laportea aestuans ter apresentado menor valor de PIE,
seu composto bioativo salicilato de metila revelado no 6leo essencial de Laportea aestuans
em outra pesquisa comprovou acdo fungistatica. Essa acdo antimicrobiana direta da Urtiga foi
comprovada por Oloyede et al 2014 os autores extrairam o Oleo essencial de Laportea
aestuans a urtiga por hidrodestilacdo, o processo de extracdo revelou que seu 6leo essencial é
composto por bioativo salicilato de metila, seu 6leo possui atividade antimicrobiana
significativa, a qual pode ser comprovado por meio do ensaio in vitro do extrato bruto e das
fracdes de todas as partes da planta Laportea aestuans (Gaud) realizado através do método de
difusdo em &gar contra 4 fungos (Candida albicans, Aspergilus niger, Rhizopus stolon e
Penicilium notarum). Onde todos os extratos demonstraram efeito antimicrobiano de amplo
espectro, quando comparados com tioconazol.

A presenca de compostos bioativos quassindides em Picrolema sprucei podem ser 0s
responsaveis pela inibicdo da esporulacdo de Colletotrichum spaethianum, contudo, néo
existe pesquisa com resultado significativo que comprove a acdo fungistatica de Picrolema
sprucei.

A anélise estatistica do ensaio in vitro com o extrato fracionado das 5 espécies
vegetais, difundidas em meio de cultura BDA, adicionado ao fitopatdgeno Colletotrichum
spaethianum revelou menor ICM para a fragao acetilica de Curcuma longa.

Quanto a PIE, o maior valor foi observado com a fragdo acetilica de Laportea
aestuans. Essa fragdo proporcionou agdo fungistatica sobre o fitopatdgeno Colletotrichum

spaethianum in vitro.
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E possivel que a inibicdo do crescimento micelial e inibicdo da germinagdo dos
conidios tenha ocorrido devido a a¢do dos compostos bioativos curcumindides em Curcuma

longa e quassinoides de Picrolema sprucei, das fragdes das duas espécies vegetais avaliadas.

5.4 Efeito dos extratos vegetais de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara,
Curcuma longa e Laportea aestuans na severidade da antracnose em plantas de
cebolinhas.

A avaliagdo da severidade da antracnose em plantas de cebolinha tratadas com os
(EBA) Extrato Bruto Aquoso revelou que ndo houve diferenca estatistica significativa em
plantas tratadas com os extratos vegetais em estudo, no entanto, plantas tratadas com extrato
de Piper marginatum apresentaram menor severidade da doenca e (AACPD) area abaixo da
curva de progresso da doenca, seguido das plantas tratadas com o extrato vegetal de
Picrolema sprucei. Nos tratamentos com Curcuma longa e Croton cajucara foi observado o
aumento da intensidade da doenca, em comparacdo com a testemunha (Tabela 3).

E possivel que a acdo antiflingica proporcionada pela aplicacdo foliar do extrato
vegetal de Piper marginatum seja atribuida aos metabdlitos secundarios presentes na espécie
vegetal (Azevedo et al. 2014), pois estes metabolitos secundarios ativam a rota metabdlica das
plantas hospedeiras, ativando todos os seus mecanismos de defesa, inclusive as fitoalexinas
(AGRIOS et al. 2005).

Gurjar et al. 2012 complementa esses estudos de estratégias alternativas de controle
para reduzir a dependéncia a fungicida sintético, através das plantas com capacidade de
sintetizar metabdlitos secundarios como fendis, acidos fendlicos, quinonas, flavonas,
flavonoides, flavondis, taninos e cumarinas. Os componentes com estrutura fenolica, como
cavacrol, eugenol e timol sdo altamente ativos contra o patdgeno. Estes grupos de compostos
possuem efeito antimicrobiano e atuam como mecanismo de defesa das plantas contra
microorganismos, como indutores de resisténcia.

Sobre espécies do género Piper ha relatos na literatura, sobre compostos identificados
e comprovados como antimicrobianos. Assim como o trabalho realizado por Araujo et al
2014, avaliaram o efeito dos extratos de Piper marginatum contra o fitopatdgeno
Colletotrichum scovilei do pimentdo, como o extrato metanolico de Piper marginatum foi o
mais ativo, ele foi submetido ao fracionamento biomonitorado, a fragdo a concentragéo de 1,5
ppm inibiu o crescimento micelial de C. scovilei de forma mais eficiente que o fungicida

mancozeb.
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Quanto a acdo antiflngica da caferana, ainda ndo ha trabalho que comprove essa acéo,
no entanto Clark (1937) isolou os primeiros quassindides e os identificou como quassina e
neoquassina. Ja para Curcino Vieira e Braz-Filho, 2006 a espécie Picrolema sprucei,
conhecida popularmente pelo nome de caferana, € pertencente a simarubaceae, essa familia
possui como caracteristica ser fonte de moléculas bioativas, consideradas fontes promissoras

de pesquisa.

Tabela 3. Severidade da antracnose (Colletotrichum spaethianum) e &rea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) em plantas de cebolinha (Allium fistulosum) tratadas com
extrato bruto aquoso de Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara, Curcuma
longa e Laportea aestuans

Espécie vegetal Severidade da antracnose (%)* AACPD
Picrolema 43,0a 154,0a
Piper 38,5a 134,6a
Croton 66,0a 230,1a
Curcuma 69,0a 241,5a
Laportea 47,0a 195,0a
Testemunha 53,0a 185,5a

*dados sdo a média de dois experimentos. Para Niveis de Severidade cv =
41,07 %. Para AACPD cv = 39,44 %.
Fonte: A autora 2019.

O nivel de severidade das plantas tratadas com (EBA) de Croton cajucara foi mais
elevado que o controle, essa elevacdo no nivel de severidade é explicada com a pesquisa
realizada por Araujo et al. 2013 investigaram a possivel variacdo dos constituintes quimicos
de Oleos essenciais de folhas de Croton heliotropiifolius e avaliaram sua atividade
antibacteriana. Seu 06leo essencial foi analisado por cromatografia gasosa. Os
microorganismos utilizados foram Bacillus cereus, Enterococus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella entérica, Serratia marcescens, Shigella flexneri e
Staphylococus aureus. Colheita de 250 g de folhas foi realizada pela manh4, variando de trés

meses de acordo com as estagdes do ano verédo, outono, inverno e primavera.

Os constituintes quimicos identificados foram os mesmos em todas as amostras. O -

cariofileno € o principal constituinte em todas as amostras e sua porcentagem foi equivalente
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a 46,99% no inverno, 43,85% na primavera, 41,04% no verdo e 28,61% no outono, seguido
de bibyclogermacrene, germacreno-D, limoneno e 1,8-cineole. Sesquiterpenos estavam em
maiores propor¢cdes em todas as amostras. A explicagdo mais provavel para haver [3-
cariofileno em maiores propor¢des no 6leo essencial, no periodo de maiores temperaturas, €
que esse composto é um sesquiterpeno e sua perda para 0 meio ambiente ocorre de forma
mais natural que os monoterpenos, que s&é0 compostos com menor peso molecular e evapora
mais rapidamente. Seguindo um raciocinio semelhante, o monoterpeno 1,8-cineol foi
encontrado em maior proporc¢do durante o outono 16,31%, exatamente a estagao em que o f-

cariofileno estava em menor proporcao.

As plantas tratadas com (EBA) de Curcuma longa também apresentaram maior nivel
de severidade que as plantas controle. Essa alteracdo é explicada pelo de que a espécie
Curcuma longa é insoltvel em agua (CHANG e CHEN, 2015), sendo assim, podemos afirmar
que a agua nado € o solvente mais indicado para extrair o bioativo predominante na espécie
vegetal.

A presenca de compostos bioativos em Curcuma longa como o0s curcunindides:
tumerona, atlantona e zingiberona, podem ser os responsaveis pela inibicdo da germinacéo
dos conidios. Algumas observacdes foram feitas por Gupta et al 2015 quando testaram
extrato aquoso e fracdes obtidas a partir de Eter de petréleo, benzeno, cloroférmio e metanol
do rizoma de Curcuma longa contra S. aureus. Onde foram feitos testes de suscetibilidade
antimicrobiana das diferentes fracbes do rizoma de Curcuma longa contra S.aureus e
mostraram que todas as fraces do rizoma de C. longa séo eficientes contra isolados de S.
aureus, mostrando faixas de inibicdo entre 9 e 21 mm. Puderam constatar que as diferentes
fracdes foram agentes antimicrobianos mais eficazes que o extrato bruto de Curcuma longa.

De modo geral, 0s extratos vegetais produzem metabolitos secundarios, responsaveis
por ativar a rota metabdlica das hospedeiras, ativando todos os seus mecanismos de defesa,
inclusive as fitoalexinas.

Na revisdo de Surprata 2016, o autor afirma que o uso de extratos vegetais como
agentes de biocontrole através de plantas superiores de origem tropical podem produzir
substancias antimicrobianas diversas. Substancias como flavonoides alcaloides e terpenoides
sdo os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas com acdo de defesa quimica contra
doencas. O autor cita diversos exemplos, dentre eles a aplicacéo de extratos de folhas de Piper
betle e extrato de raiz da Alpinia galanga contra Fusarium oxysporum e Pseudomonas

solanacearum no campo, controlou significativamente a doenca da murcha da bananeira, 0
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extrato de folhas de Piper caninum reduziu significativamente a intensidade da doenga do
arroz, ocasionada por Pyricularia oryzae em condigdes de campo.

Danila et al. 2014 os extratos vegetais inibiram significativamente a porcentagem da
podriddo do inhame branco ocasionada por Lasiodiplodia theobromae, Aspergilus niger,
Rhizoctonia solani, Penicilium oxalicum, Sclerotium rolfisii e Fusarium oxysporum in vivo. A
andlise fitoquimica dos extratos da casca de Oryza sativa e Quercus phillyraeoides revelaram
a presenca de alguns metabdlitos secundarios alcaldides, flavondides, saponinas, taninos,
acido ferulico, flobataninas, terpendides, fenois, antraquinona e acido pirolenhoso.

As espécies vegetais Picrolema sprucei, Piper marginatum, Croton cajucara,
Curcuma longa e Laportea aestuans devem ser utilizadas como fungicidas naturais no manejo
da antracnose (Colletotrichum spaethianum) em cebolinha (Allium fistulosum), seus
compostos bioativos e metabolitos secundarios possuem potencial de acao fungistatica, a qual
foi comprovada através dos ensaios in vitro desta pesquisa. Quanto a sua acao no controle da
doenca in vivo, os metabolitos secundarios presentes nas espécies vegetais, quando aplicados
em hospedeiras, ativam todos os mecanismos de defesa pos-formados, proporcionando menor

nivel de severidade da doenca antracnose.
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6. CONCLUSOES

Os extratos brutos aquosos de Piper marginatum, Picrolema sprucei e Croton
cajucara apresentaram efeito inibidor significativo do crescimento micelial e esporulacédo de

Colletotrichum spaethianum in vitro indicando potencial para 0 manejo da doenca.

A fracdo acetilica de Curcuma longa apresentou menor ICM, j& a fragdo metandlica de
Picrolema sprucei apresentou maior valor de PIE no ensaio in vitro com extratos fracionados,
indicando a presenca de moléculas com potencial para o controle de Colletotrichum

spaethianum nesta fracéo vegetal.

No controle in vivo da antracnose da cebolinha, os extratos brutos aquosos de Piper
marginatum e Picrolema sprucei reduziram a severidade da doenca, apresentando menor
AACPD, podendo ser estes extratos uma alternativa ecolédgica para 0 manejo da doenca em

campo.
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ANEXQOS

Anexo 1 — Resumo da andlise de variéncia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulagéo do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Picrolema sprucei.

FV GL QM F
Tratamento 5 1124,49642 82,5564**
Residuo 24 13,62095

Total 29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Anexo 2 — Resumo da anélise de variancia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulagéo do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Croton cajucara.

FV GL QM F
Tratamento 5 882,59798 21,1338**
Residuo 24 41,76245

Total 29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Anexo 3 — Resumo da andlise de variancia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulagéo do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Curcuma longa.

FV GL QM F
Tratamento 5 6036,36673 2436,7733**
Residuo 24 2,47720

Total 29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Anexo 4 — Resumo da andlise de variancia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulacédo do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Piper marginatum.

FV GL QM F
Tratamento 5 1370,58362 295,5611**
Residuo 24 4,63723

Total 29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Anexo 5 — Resumo da anlise de variéncia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulagéo do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Laportea aestuans.

FV GL QM F
Tratamento 5 1254,43777 22,0503**
Residuo 24 56,88974

Total 29

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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Anexo 6 — Resumo da analise de variancia para a variavel (ICM) indice de Crescimento
Micelial do ensaio in vitro com (EBA) Extrato Bruto Aquoso de Picrolema sprucei, Curcuma
longa, Piper marginatum, Croton cajucara e Laportea aestuans.

FV GL QM F
Tratamento 29 1,11988 7,5097**
Residuo 120 0,14913

Total 149

**significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Anexo 7 — Resumo da anélise de variancia para a variavel (PIE) Porcentagem de Inibicdo da
Esporulacdo de Colletotrichum spaethianum nas fracBes hexanicas, acetate-etilicas e
metanolicas de Picrolema sprucei, Curcuma longa, Croton cajucara, Piper marginatum e
Laportea aestuans.

FV GL QM F

Espécies vegetais 4 4529,52414 1959,9726**
Solventes 2 1892,66756 818,9771**
Espécies x Solventes 8 4213,70530 1823,3145**
Tratamentos 14 3972,36243 1718,8829**
Residuo 60 2,31101 -

Total 74 - -

**significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Anexo 8 — Resumo da analise de variancia para a variavel (ICM) Indice de Crescimento
Micelial de Colletotrichum spaethianum nas fracdes hexanicas, acetate-etilicas e metanolicas
de Picrolema sprucei, Curcuma longa, Croton cajucara, Piper marginatum e Laportea
aestuans.

FV GL QM F
Espécies vegetais 4 4,12719 9,4872**
Solventes 2 5,77240 13,2690**
Espécies x Solventes 8 8,13044 18,6894**
Tratamentos 14 6,64979 15,2859**
Residuo 60 0,43503 -
Total 74 - -

**significativo ao nivel de 1% pelo teste F.
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Anexo 9 — Resumo da anélise de variancia para a variavel Nivel de Severidade do ensaio in
vivo com (EBA).

FV GL QM F
Tratamento 5 766,62720 1,6282ns
Residuo 24 470,85067

Total 29

Ns nao significativo.

Anexo 10 — Resumo da andlise de variancia para a variavel (AACPD) Area Abaixo da Curva
de Progresso da Doenga do ensaio in vivo com (EBA).

FV GL QM F
Tratamento 5 8666,44068 1,5411ns
Residuo 24 5623,44037

Total 29

Ns néo significativo.
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Anexo 11 — Resultado da anélise de solo para instalagdo do experimento em casa de

vegetacao.

Analise quimica

pH —Acidez ativa (CaCly) 6.5
H + Al-Acidez potencial(SMP) (cmolc 1.3
dm®)
P- Fosforo (Mehlich-1) (mgdm™) 200
K — Potassio (cmolc dm) 266
Al — Aluminio (KCI) (mgdm) 0
Ca — Calcio (mgdm™) 6.6
Mg — Magnésio (mgdm®) 1,3
MO — Matéria organica (colorimetria) 2,4
(dag Kg™)
t — Cap. de troca de catios efetiva (cmolc 8,58
dm) (mgdm®)
T — Cap. de troca de cétios a pH 7 9,88
(mgdm3)
SB — Soma de bases (mgdm) 8,58
V — Saturacdo por bases (%) 86,84
m — saturacdo por aluminio (%) 0

Andlise de solo realizada no Laboratério de solos da Ufam.
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