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RESUMO

A antracnose é considerada uma importante doenca do pimentdo (Capsicum
annuum L.) no Estado de Pernambuco e em varias partes do mundo, causando perdas
significativas a producdo de frutos para comercializagdo. Ac¢des voltadas para medidas
preventivas como o controle alternativo, sdo de grande relevancia por meio da
exploracdo de compostos secundarios presentes em plantas medicinais com atividade
antimicrobiana. O presente trabalho teve por objetivo, avaliar a eficiéncia de extratos
vegetais brutos no controle da antracnose em pimentdo, bem como analisar a
estabilidade do controle dos tratamentos promissores em relagcdo a.diferentes
concentragbes dos extratos, concentragdes do inoculo e isolados do patdgeno e,
temperaturas. Na selecao preliminar foram utilizadas 16 espécies vegetais para obtencao
de extratos aquosos e etanolicos. Os extratos aquosos de alho (Allium sativum L.),
malva (Malva sp.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe.) propiciaram redugdes
superiores a 97% nos niveis de severidade. O maior valor de CL5 foi constatado para o
extrato de alho (3,5%), enquanto o menor valor de CLs foi verificado com a aplicacéo de
extrato de gengibre (2,1%). A menor taxa de reducdo da eficiéncia do controle (TRE) da
antracnose com o incremento do indculo do patégeno ocorreu no extrato de alho. Com
relacdo a diferentes isolados de C. gloeosporioides, foi constatada interacdo significativa
entre os tipos de extratos e os isolados do patdgeno. Os extratos vegetais foram eficientes
no controle da doencga nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C, enquanto nas temperaturas 10,
15 e 35 °C néo houve doenca. Nao houve diferencas nas eficiéncias dos extratos de alho
e gengibre, enquanto o extrato de malva apresentou a menor eficiéncia a 20 °C, diferindo
das outras temperaturas, bem como dos demais extratos nessa temperatura. Os
resultados obtidos nesse estudo indicam o grande potencial de utilizacdo do extrato de
alho a 6% no controle da antracnose em pimentdo, considerando sua estabilidade em

diferentes situacdes.

Palavras-chave: Capsicum annuum, Allium sativum, Malva sp., Zingiber officinale,

Colletotrichum gloeosporioides



ABSTRACT

Anthracnose is considered an important disease of bell pepper (Capsicum annuum L.) in
the state of Pernambuco and in various parts of the world, causing significant losses for fruit
commercialization. Actions directed to preventive measures such as alternative control, are of
great importance through the exploration of secondary compounds present in medicinal plants
with antimicrobial activity. This study aimed to, assess the efficiency of crude extracts in the
control of anthracnose in bell pepper, and analyze the control stability of promising treatments
in relation to different extract, inoculum, temperature and pathogen isolates concentrations. In
preliminary selection, 16 plant species were used in order to obtain aqueous and hidroalco6lico
extracts. The aqueous extracts of garlic (Allium sativum L.), Mallow (Malva sp.), and ginger
(Zingiber officinale Roscoe.) showed greater than 97% reductions in disease severity levels. The
greatest value of CL75 was found for the garlic extract (3.5%), while the lowest value of CL75
was verified with the application of the ginger extract (2.1%). The lowest rate of efficiency
reduction of the anthracnose control (TRE) with the pathogen inoculum increase occurred with
garlic extract. With regard to different C. gloeosporioides isolates, significant interaction was
found between the different extracts and isolates of the pathogen. The plant extracts were effective
in controlling the disease in temperatures of 20, 25 and 30 ° C, while temperatures in the 10, 15
and 35 ° C there was no disease. There were no differences in the efficiencies of garlic and
ginger extracts, while the extract of hollyhock had the lower efficiency at 20 ° C, differing from
the other temperatures, and other extracts at this temperature. The results obtained in this study
indicate the great potential for use of the garlic extract (6%) in anthracnose control of bell

pepper, considering its stability in different situations.

Key words: Capsicum annuum, Allium sativum, Malva sp., Zingiber officinalle,

Colletotrichum gloeosporioides.
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INTRODUCAO GERAL

O género Capsicum L. pertence a familia Solanaceae e inclui tanto pimentas
doces como quentes. Este género inclui 27 espécies, sendo cinco domesticadas,
cultivadas em diferentes partes do mundo - C. annuum L., C. chinense Jacg., C.
frutescens L., C. baccatum L. e C. pubescens Ruiz & Pav. - e 22 espécies selvagens,
distribuidas ao redor do seu centro de origem (DE WITT; BOSLAND, 1993;
BOSLAND; VOTAVA, 1999). A maioria das pimentas cultivadas comercialmente é C.
annuum e inclui as pimentas malagueta mexicana, pimenta quente da Africa e Asia,
além de diversas cultivares de pimenta doce (pimentdo), que estdo em expansdo em
regibes temperadas da Europa e América do Norte (PICKERSGILL, 1997).

O continente americano € o centro de origem do género Capsicum, enguanto 0s
centros de diversidade podem variar conforme a espécie. O centro de diversidade de C.
annuum var. annuum inclui o México e a América Central, o de C. frutescens inclui as
terras baixas do sudeste brasileiro até a América Central e as Antilhas (indias
Ocidentais), no Caribe, o de C. baccatum var. pendulum inclui a Bolivia, onde ocorre a
maior diversidade, e o sudeste brasileiro, enquanto o e de C. chinense, a mais brasileira
das especies domesticadas, é a Bacia Amaz6nia (DE WITT; BOSLAND, 1993).

O Brasil possui ampla diversidade de espécies de Capsicum, com destaque para
C. annuum var. annuum; C. bacccatum var. pendulum; C. chinense e C. frutescens
(REIFSCHNEIDER, 2000). Contudo, o cultivo é baseado em C. annuum, que apresenta
maior variabilidade em decorréncia da troca de genes entre plantas da mesma espécie ou
entre espécies diferentes desse género, atraves da polinizacdo cruzada, pela acdo do
vento, insetos polinizadores ou até mesmo pela acdo do homem, resultando numa
grande variabilidade genética e numa diversificacdo enorme de variedades (CASALI;
PADUA; BRAZ, 1984).

O pimentdo (C. annuum) é uma das mais importantes hortalicas cultivadas,
sendo seus frutos consumidos no ponto de maturacdo comercial, além de utilizados na
indUstria alimenticia para producdo de pigmentos (REIFSCHNEIDER; RIBEIRO,
2004).

A China e a India tém mais de 1.000.000 ha cultivados com Capsicum,

especialmente a pimenta malagueta, usada como condimento. Em outros paises


http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm#annuum#annuum
http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm#pendulum#pendulum
http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm#chinense#chinense
http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm#frutescens#frutescens

12

asiaticos, como na Coréia, € uma importante cultura, onde a producéo anual tem sido
estimada em 1,4 bilhdes de ddlares (KIM; PARK, 1988; SHIN et al., 1999).

A maioria dos estados brasileiros produz pimentdo, sendo estimado que 13.000
ha sejam cultivados, alcangando producdo de 280.000 ton de frutos para o
processamento de molhos, conservas e outras formas de preparo, responsaveis por um
mercado de 3 milhdes de dolares ao ano (CARVALHO; BIANCHETTI; HENZ, 2003).
A maior producdo estd concentrada nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais,
responsaveis pelo plantio de 5.000 ha. e producdo de 120.000 ton de frutos
(REIFSCHNEIDER; RIBEIRO, 2004). A produtividade média da cultura é de 40 a 60
t/ha enquanto que a produtividade em cultivo protegido chega a 180 t/ha (FILGUEIRA,
2000).

No Estado de Pernambuco, os municipios de Camocim de Sdo Félix, Gravata,
Jodo Alfredo, Ch&d Grande e S&o Joaquim do Monte s&o os principais fornecedores de
pimentdo a Central de Abastecimentos (CEASA-PE) de Recife (CEASA-PE, 2008).
Inexistem informacdes sobre a quantidade de pimentdo comercializada na CEASA-PE,
mas na Central de Abastecimentos de S&o Paulo (CEAGESP) foram comercializadas
38.089 ton em 2005 e 22.980 ton até o més de julho de 2006 (FNP, 2007).

A pimenteira € uma planta exigente em calor, sensivel a baixas temperaturas e
intolerante a geadas, por isso deve ser cultivada preferencialmente nos meses de alta
temperatura, condi¢cdo que favorece a germinagdo, o desenvolvimento e a frutificacao,
obtendo-se assim, um produto de alto valor comercial com menor custo de produgédo
(FILGUEIRA, 2000). As temperaturas médias mensais ideais situam-se entre 21°C e
30°C, sendo que a média das minimas ideal é 18°C e das maximas em torno de 35°C.
Temperaturas acima de 35°C prejudicam a formacdo dos frutos e baixas temperaturas
inviabilizam a producéo, provocando a queda de flores e frutos, além de influenciar
negativamente no vigor e coloragdo dos frutos, reducdo do valor comercial,
estiolamento de folhas maduras, murcha de partes jovens e crescimento lento. Estes
fatos sdo facilmente verificados quando se comparam plantios sob protecdo pléastica e
em campo aberto. Na regido Nordeste, o plantio na estacdo chuvosa deve ser evitado por
dificultar o preparo do solo, tratos culturais e o controle fitossanitario
(REIFSCHNEIDER, 2000).

O ciclo da cultura e o periodo de colheita sdo afetados diretamente pelas
condicBes climaticas e pelos tratos culturais como adubacdo e irrigacdo, incidéncia de

pragas e doencas, e adocao de medidas de controle fitossanitario. De uma maneira geral,
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as primeiras colheitas séo feitas a partir de 90 dias ap0s a semeadura para as cultivares
mais precoces, e apés 120 dias para as mais tardias. O ponto de colheita ideal é
determinado visualmente, quando os frutos atingem o tamanho maximo de crescimento
e o formato tipico de cada espécie, com a cor especifica demandada pelo mercado
(CORREIA, 1984).

Novas técnicas de producdo vém sendo aplicadas no cultivo de pimentdo no
Brasil, como a substituicdo de cultivares por hibridos aumentando sua produtividade.
Apesar dos cuidados e da inclusdo de novas tecnologias ao sistema de producdo, varias
pragas e doengas sdo extremamente limitantes a produgdo e causam perdas
significativas a cultura. A antracnose é uma doenca comum do pimentdo no Brasil, pois
apresenta ocorréncia generalizada, especialmente quando o periodo de cultivo coincide
com chuvas e a incidéncia de clima quente e imido. Nestas circunstancias, a antracnose
é altamente destrutiva e causa perdas de até 100% na producdo de frutos (AZEVEDO et
al., 2005; 2006).

A antracnose em C. annuum foi relatada pela primeira vez por Halsted, em 1890
e duas espécies de fungo foram descritas como agentes causais, Gloeosporium
piperatum E. & E. e Colletotrichum nigrum E. & H. Entretanto, em 1957 Von Arx
redescreveu essas duas espécies como sinonimias de Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc. (PARK, 2005).

A antracnose € considerada uma importante doenca do pimentdo em Varias
partes do mundo, tais como Coréia (PARK; KIM, 1992; YOON; PARK, 2001), india
(SHARMA et al., 2005), Indonésia (VOORRIPS et al., 2004), Tailandia
(PAKDEEVARAPORN et al., 2005), China (SHIN et al., 1999), Taiwan (CHANG;
CHUNG, 1985; MANANDHAR; HARTMAN; WANG, 1995) e Estados Unidos da
América (MARVEL, 2003).

Na Cor¢éia, as perdas anuais causadas pela antracnose tém sido estimadas em 100
milhGes de dolares, sendo que na década de 1980 essas perdas aumentaram em média de
10% (PARK, KIM; 1992; SHIN et al., 1999). Em 1998, chuvas frequentes no sul da
Flérida favoreceram a ocorréncia da antracnose em frutos de pimentdo, sendo
constatado que cerca de 10-20% dos frutos foram severamente afetados (ROBERTS;
PERNEZNY; KUCHAREK, 2001).

Inexistem informacdes precisas sobre as perdas causadas pela antracnose na

producéo brasileira de pimentdo, mas a ocorréncia dessa doenga tem causado perdas
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variaveis entre 35% e 70% nos campos de producdo do estado da Virginia, Estados
Unidos da América (ALEXANDER; MARVEL, 2002).

A antracnose em pimentdo é causada por varias espécies de Colletotrichum
Sacc. (AZEVEDO et al., 2006; KOIKE; GLADDERS; PAULUS, 2006). Em alguns
paises, a podriddo seca de frutos causada por C. capsici € amplamente disseminada,
capaz de causar perdas que variam entre 10 e 75%, que juntamente com C.
gloeosporioides, constituem principais agentes causais da antracnose nos tropicos da
Asia. Também tém sido identificados C. acutatum Simmonds, C. coccodes (Wallr.) S.
Hughes, C. dematium (Persoon & Fries) Grove, C. gloeosporioides e Glomerela
cingulata (Stonem.) Spauld. & von Schrenk] infectando frutos de pimentdo na Coréia
(PARK; KIM; 1992; OH; KIM; KIM, 1999; AHN et al., 2004), C. gloeosporioides, C.
capsici (Syd.) E. J. e G. cingulata em Taiwan (OH; KIM; KIM, 1999;
PAKDEEVARAPORN et al., 2005), e C. coccodes, C. gloeosporioides e C. acutatum
nos Estados Unidos (IVEY; NAVA-DIAZ; MILLER, 2004). No Brasil, a antracnose do
pimentdo tem sido atribuida a C. gloeosporioides (LOPES; AVILA, 2003;
KUROZAWA; PAVAN; KRAUSE-SAKATE, 2005; TOZZE JR.; MELLO;
MASSOLA JR., 2006) e C. acutatum (TOZZE JR.; MELLO; MASSOLA JR., 2006). A
primeira espécie € o principal agente da antracnose do pimentdo em Pernambuco
(XAVIER FILHA; MICHEREFF, 2006), a exemplo do constatado em outras regides
brasileiras (PEREIRA, 1995; HALFELD-VIEIRA et al.,, 2004, PEREIRA, 2005;
TOZZE JR.; MELLO; MASSOLA JR., 2006) e em outros paises (PARK; KIM, 1992;
ALEXANDER; MARVEL, 2002).

Colletotrichum gloeosporioides (teleomorfo: G. cingulata) € um ascomiceto
homotélico, pertencente a subdivisdo Ascomycota, ordem Phyllachorales, classe
Pyrenomycetes e familia Phyllachoraceae (SUTTON, 1980). As caracteristicas
morfologicas que identificam o género Colletotrichum sdo a conidiomata acervular,
freglientemente com setas, as quais apresentam hifas estéreis de coloracdo escura, nao
ramificada e com parede espessa; a presenca do apressorio através do aumento do
volume com paredes espessas na extremidade do tubo da hifa ou do peg, para unir o
fungo a superficie do hospedeiro antes da penetracdo do tecido. A reproducéo sexual é
via esporos enddgenos (ascosporos), originados no interior de ascas e agamicamente por
esporos formados sobre ramificacdes do micélio (conidioforos) ou no interior de corpos
frutiferos denominados acérvulos. Os conidios nos acérvulos estdo envolvidos por uma

matriz mucilaginosa constituida de polissacarideos e proteinas soliveis em agua, que 0s
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protegem da dissecacdo e aumenta a eficiéncia de germinagdo e penetracdo no tecido
hospedeiro (PERFECT et al., 1999).

Existem indicios de que C. gloeosporioides apresenta especializagdo quanto a
espécie de solanacea, pois em estudo da variabilidade patogénica de isolados de C.
gloeosporioides por meio de inoculagdes cruzadas em frutos, com isolados de jilo
(Solanum gilo Radd.), pimentdo e berinjela (Solanum melongena L.), isolados de jild
apresentaram maior agressividade para frutos desta espécie e de berinjela. Os isolados
de pimentdo foram mais agressivos para a sua espécie e para berinjela, e os isolados de
berinjela apresentaram menor agressividade para as trés solanaceas. Deste modo, 0s
autores concluiram que os isolados de C. gloeosporioides provenientes de jilo, pimentéo
e berinjela apresentaram, em maior ou menor grau, adaptacdo para as espécies
hospedeiras. Os sintomas induzidos por isolados do patégeno provenientes do seu
respectivo hospedeiro foram mais severos do que quando inoculados em outros
hospedeiros (FERNANDES; SANTOS; RIBEIRO, 2002).

Em campos de producdo de pimenta na Coréia foi relatada a predominancia de
90% das infeccOes atribuidas a C. gloeosporioides, 0 mais virulento entre as cinco
espécies de Colletotrichum constatadas durante o maior periodo de infec¢do (PARK;
KIM, 1992). Posteriormente, os isolados de C. gloeosporioides foram classificados em
estirpes G ou R, baseado na patogenicidade para frutos verdes ou vermelhos. A estirpe
G causou sintomas de antracnose em ambos os frutos, mas a estirpe R somente em
frutos de pimenta vermelha (KIM; OH; YANG, 1999).

As sementes constituem-se na fonte de indculo responsavel pela introducéo do
patdgeno em areas indenes (KUROZAWA,; PAVAN; KRAUSE-SAKATE, 2005). O
patdgeno pode persistir em hospedeiros alternativos como tomate, batata, berinjela, jild
e pepino, e também em plantas cultivadas e invasoras. Ciclos secundarios da antracnose
desenvolvidos durante a estacdo de cultivo se originam de esporos produzidos sobre 0s
frutos e cultivos continuos de pimentdo podem aumentar drasticamente a quantidade de
indculo. A disseminacdo do in6culo ocorre por respingos de agua de chuva ou de
irrigacdo por aspersdo, associados ao vento. A severidade da antracnose do pimentdo
aumenta com alta umidade relativa do ar e periodos de chuva, além da irrigacdo por
aspersdo, que favorece o desenvolvimento da antracnose pela duracdo do periodo de
molhamento (MONTEIRO; COSTA; ZAMBOLIM, 2000; LOPES; AVILA, 2003;
CERKAUSKAS, 2004).



16

O processo inicial de infeccdo em frutos de pimentdo por C. gloeosporioides
inclui a germinacdo de conidios e producdo de tubos germinativos com apressorio
adesivo na superficie do hospedeiro (MANANDHAR; HARTMAN; WANG, 1995). As
condigdes ideais de temperatura para infecgdo do fungo sdo entre 20°C e 24°C, alta
umidade relativa do ar e periodos de chuvas, sendo fundamental a presenca de agua
livre na superficie do fruto para germinacdo dos esporos e penetracdo (AZEVEDO et
al., 2006; KOIKE; GLADDERS; PAULUS, 2006). Apos a inoculacdo, a germinacédo
dos esporos na superficie de frutos de pimentdo pode ocorrer dentro de 2 horas
(MARVEL, 2003). Diferentes tipos de mucilagem sio secretados e auxiliam na
ancoragem de tubos germinativos e apressorios. Adicionalmente, muitos grupos de
proteinas também podem ser produzidos com o objetivo de aumentar a ligacdo dessas
estruturas a superficie do hospedeiro (CAVALCANTI, 2007).

A forca mecénica exercida pelo apressorio somente é possivel com a
melanizacdo dessa estrutura, 0 que propicia a rigidez suficiente ao rompimento da
cuticula. A melanina € um dos mais bem conhecidos produtos do metabolismo
secundario dos fungos, apresentando um papel critico na penetragdo do tecido
hospedeiro. Muitos fungicidas, como o triciclazol, inibem especificamente a enzima
redutase envolvida na biossintese do dihidroxinaftaleno (DHN), que apos a
polimerizacdo forma a melanina. Portanto, a reducdo da severidade de doencas causadas
por Colletotrichum spp. por esses fungicidas € consequéncia da inibicdo da formacéo de
melanina nos apressorios (KUBO et al., 1985). Pesquisas recentes evidenciaram a
completa inibicdo da melanizacdo do apressorio de Colletotrichum kahawae, patdgeno
causador de doencas em grdos de café (CBD), pelos compostos catequina e
epicatequina, presentes no epicarpo de frutos de café (CHEN et al., 2006).

A primeira barreira a ser ultrapassada pelos patdgenos vegetais consiste na
cuticula que tem como principal constituinte a cutina, um polimero onde 0s monémeros
estdo unidos por ligacdes éster (KOLATTUKUDY et al., 1995). As cutinases sdo
esterases que apresentam no sitio ativo residuos de serina, histidina e aspartato, capazes
de catalisar a hidrélise das ligacdes éster, desagregando o polimero. Evidéncias indicam
a participacdo de cutinases, hidrofobinas, lectinas, glicoproteinas e integrinas nesse
processo. O papel dessas enzimas e proteinas consiste na retirada ou na degradacédo de
ceras lipofilicas que recobrem a superficie do hospedeiro (CHEN et al., 2007).

A hifa trofica que forma da hifa de infeccdo interage com o exocarpo e tecidos

do hospedeiro, estabelecendo a colonizacdo intercelular e intracelular, levando ao
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desenvolvimento de lesbes (BAILEY et al., 1992). Durante o avan¢o do crescimento
das hifas do fungo, ocorre a producdo de substancias toxicas, capazes de matar as
células vegetais como a produgéo e secrecdo de fitotoxinas que tém sido reportadas em
diversas espécies de Colletotrichum. Essas fitotoxinas sdo classificadas como sendo
toxinas nao-especificas ao hospedeiro, visto que podem atuar sobre diferentes espécies
dos mais variados géneros (BAILEY et al., 1992).

Uma vez que os tecidos vegetais tenham sido colonizados com sucesso pelas
espécies de Colletotrichum, o patégeno altera seu comportamento para a necrotrofia,
alimentando-se de nutrientes que exsudam da célula. As células danificadas do
hospedeiro apresentam aumento ao volume e decréscimo na densidade do citoplasma,
dilatacdo do reticulo endoplasmatico e lamela de cloroplastos e aumento da fragilidade e
permeabilidade da membrana plasméatica. Sob condi¢bes ambientais e fisiologicas
favoraveis a suscetibilidade, uma grande proporc¢édo de células colonizadas pode morrer
antes de ser observado qualquer sintoma macroscépico da antracnose (LOPEZ, 2001).

O aparecimento dos sintomas da antracnose em pimentdo pode ocorrer durante o
desenvolvimento da cultura ou em pos-colheita (BLACK et al., 1991), os quais podem
ser observados em todas as partes da planta de pimentdo, mas apenas os frutos exibem
sintomas tipicos. Nestes, a infeccdo tem inicio pelo aparecimento de pequenas lesdes
circulares e deprimidas que rapidamente se expandem sem diametro definido e
apresentam o centro com uma coloracdo negra, podendo muitas vezes atingir as
sementes (KUROZAWA; PAVAN; KRAUSE-SAKATE, 2005). Quando a umidade
relativa esta muito alta, pode-se observar a formagdo de uma massa de coloracdo rosea
ou alaranjada, que sdo os esporos do fungo produzidos juntos a uma mucilagem que 0s
envolve inibindo sua germinagédo, onde a liberacdo ocorre somente com a presenca de
um filme de 4gua (LOPES; AVILA, 2003).

Para o controle da antracnose do pimentdo sdo recomendadas medidas
integradas, destacando-se: escolher a area de plantio com boa drenagem; utilizar
sementes sadias, com a realizagdo de tratamento com fungicidas ou tratamento térmico
com agua a 52°C por 30 minutos; evitar o plantio de tomate, batata, berinjela, jilé e
cucurbitaceas como culturas para rotacdo; efetuar o plantio em épocas secas e menos
favoraveis ao ataque do patégeno; reduzir o adensamento no plantio para aumentar a
aeragdo entre as plantas; fazer uma adubacédo equilibrada, sem excesso de nitrogénio;
evitar irrigacdo por aspersdo, pois favorece a disseminagdo do patdégeno na area, dando

preferéncia ao sistema de gotejamento; controlar plantas daninhas, pois podem ser
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hospedeiras do fungo; coletar e destruir restos culturais; realizar a rotagdo de culturas
por pelo menos um ano, utilizando gramineas; efetuar pulverizacdo preventiva com
fungicidas registrados para a cultura desde o inicio da frutificacdo; embalar os frutos
colhidos, apenas, quando estiverem secos; expor os frutos para comercializacdo em
locais arejados (MONTEIRO; COSTA; ZAMBOLIM, 2000; BERKE et al., 2003,
LOPES; AVILA, 2003; CERKAUSKAS, 2004; KOIKE; GLADDERS; PAULUS,
2006). Inexistem cultivares e hibridos comerciais de pimentdo com bons niveis de
resisténcia a antracnose em nivel mundial (PARK, 2005).

A aplicagdo de fungicidas é, hd muitos anos, o mais difundido método de
controle da antracnose do pimentdo no Brasil, sendo possivel o uso de fungicidas
registrados como produtos a base de clorotalonil, mancozeb, azoxistrobina e cobre, mas
nem sempre € possivel evitar as epidemias e a perda de eficiéncia de varios principios
ativos tem sido relatada (PEREIRA, 1995; FERNANDES; SANTOS; RIBEIRO, 2002;
AZEVEDO et al., 2006). A adocdo continua do controle quimico pode acarretar o
surgimento de patdgenos resistentes aos produtos utilizados, além da contaminacdo de
alimentos e do ambiente, intoxicacdo de homens e animais, ressurgimento de algumas
doengas e de outras, antes consideradas secundarias, tornando-se importantes (GHINI;
KIMATI, 2000).

Nos ultimos anos, com a introducdo de varios hibridos e plantios
predominantemente no periodo de inverno, a importancia da antracnose vem
aumentando nas areas produtoras de pimentdo do Agreste de Pernambuco, bem como as
dificuldades no seu controle pelos metodos convencionais (XAVIER FILHA;
MICHEREFF, 2006).

A necessidade de métodos mais seguros, eficientes, econémicos e ndo poluentes
tém estimulado a busca de métodos alternativos de controle de doencas de plantas
cultivadas por meio do controle bioldgico, da inducéo de resisténcia em plantas e do uso
de produtos alternativos ao controle quimico (STANGARLIN et al., 1999). No controle
de problemas fitossanitarios, os agricultores de forma empirica, preparavam e
utilizavam na lavoura seus préprios produtos oriundos de espécies vegetais existente em
sua propriedade. Entretanto, com as facilidades no uso dos agrotoxicos, aqueles
produtos foram quase que totalmente abandonados e hoje, muitos deles sdo
denominados de alternativos (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).

A agricultura alternativa tem usado, de forma empirica, os extratos de plantas

para o controle de doengas e pragas, por considerar a relativa inocuidade desses
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produtos, os quais sdo, muitas vezes, feitos de forma caseira e pulverizados nas
lavouras. Um grande numero de plantas apresenta propriedades antifingicas em seus
extratos. Essas propriedades sdo dependentes de uma série de fatores inerentes as
plantas, como 6rgao utilizado, idade e estagio vegetativo, bem como fatores do
ambiente como o pH do solo, estacdo do ano e diferentes tipos de estresse também
devem ser observados. A eficiéncia do produto também depende da espécie envolvida,
do tipo de doenca controlada e dos processos tecnologicos utilizados na obtencéo e
manipulagéo do extrato (SILVA et al., 2005).

Um extrato vegetal pode ser entendido como o produto obtido pela passagem de
um solvente, como a agua ou o alcool etilico atraves da planta moida ou nao, de modo a
se retirar os principios ativos nela contidos (STADNIK; TALAMINI, 2004).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos, obtidos a partir de plantas
medicinais conhecidas, tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatdgenos, tanto por sua acdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de
composto(s) com caracteristica de elicitor(es). O fracionamento dos metabdlitos
secundarios dessas plantas, bem como a determinagdo da atividade bioldgica dessas
moléculas, com respeito a atividade elicitora ou antimicrobianos podera contribuir para
a aquisicdo de maiores conhecimentos que reforcem sua possivel utilizacdo como um
método alternativo de controle de doencas de plantas (SCHWAN-ESTRADA, 2002).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos, fragoes,
latex, Oleos essenciais e proteinas de origem vegetal produzidos pelas plantas como uma
consequiéncia do metabolismo secundario sdo altamente enriquecidos em compostos de
isopreno, denominados de terpenos ou terpendides, os quais sdo reconhecidos
empiricamente ha séculos e foram comprovadas cientificamente apenas ha poucos anos
(JANSEN; SCHEFFER; BAERHEIM, 1987). Em muitos casos, esses metabolitos
secundarios produzidos por plantas atuam no seu mecanismo de defesa contra a acdo de
microorganismos, insetos e herbivoros. Esses compostos pertencem a varias classes
distintas de substancias quimicas como alcal6ides, ligninas, flavandides, cumarinas,
benzendides, quinonas, xantonas, lactonas, esteroides e terpendides (DI STASI, 1996;
COWAN, 1999).

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 0leos essenciais de
plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba, india,

México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na
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utilizacdo de plantas medicinais. No Brasil, entretanto, apesar da rica biodiversidade, até
2005 sO existiam disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 20
familias, com atividade positiva, incluindo espécies nativas e exdéticas (DUARTE et al.,
2005).

As propriedades antimicrobianas de extratos de plantas provenientes de varias
especies tém sido comprovadas por afetar o desenvolvimento flngico in vitro e in vivo
(MONTES-BELMONT et al., 2000; BOWERS; LOCKE, 2000). Crescimento micelial,
formacdo e germinacdo de esporos, e infeccdo podem, as vezes, serem estimulados ou
inibidos por extratos de plantas (BAUTISTA-BANOS et al., 2000).

Extratos brutos de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), alecrim-pimenta (Lippia
sidoides Cham.), arruda (Ruta graveolens L.), babosa (Aloe vera (L.) Burm. F.),
carqueja (Baccharis trimera Less.), cravo-da-india (Syzigium aromaticum L.), erva
cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, eucalipto (Eucalyptus citriodora Hoock),
gengibre (Zingiber officinale Roscoe), goiabeira vermelha (Psidium guayava var.
pomifera L.), horteld-pimenta (Mentha piperita L.), manjerona (Origanum majorana
L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), milfolhas (Achillea millefolium L.), orégano
(Origanum vulgare L.), pitanga (Stenocalyx michelli Linn.), poejo (Mentha pulegium
L.) e romd (Punica granatum L.), ttm sido utilizados para estudos de inibicdo de
crescimento micelial e esporulacdo de fungos fitopatogénicos (SCHWAN-ESTRADA,
2002).

Avaliagdes foram realizadas verificando o efeito fungicida de extratos aquoso de
folhas de maca (Malus domestica Mill.), folhas e sementes de mamé&o (Carica papaya
L.) no desenvolvimento in vitro de C. gloeosporioides (BAUTISTA-BANOS, 2003).
Além disso, o efeito antifungico de extratos aquosos e etanolicos de Alpinia galanga L.
Willd. e Elettaria cardamomum Maton. foi observado por Yulia, Shinpton e Coventry
(2006) contra C. gloeosporioides em estudos in vitro, oriundo de frutos de Pimenta-do-
reino (Piper nigrum L.)

Vaérios estudos j& foram realizados para avaliar a eficiéncia de extratos de
plantas no controle da antracnose em frutos causada por C. gloeosporioides, embora
nenhum envolvendo pimentdo. Como exemplo, extrato aquoso de folhas de hortela-
pimenta incorporado em BDA, a partir da concentracdo de 200 ppm, demonstrou efeito
inibitdrio sobre C. gloeosporioides, agente de podriddo em maméo (Carica papaya L.)
(RIBEIRO; BEDENDO, 1999). O crescimento micelial e a germinacéo de conidios de

C. gloeosporioides, agente de antracnose em manga, foram totalmente inibidos por
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extratos de Adenocalyma alleaceum Miers e Bougainvillea spectabilis Willd.
(PRABAKAR et al., 2003). Extrato de cravo-da-india inibiu em 100% o crescimento
micelial e a germinagéo de esporos de um isolado de C. gloeosporioides causador de
antracnose em goiaba (Psidium guajava L.) (ROZWALKA, 2003), bem como aplicado
a 2,5% em frutos propiciou os melhores resultados na reducdo da doenca
(ROZWALKA et al., 2008).

A familia Malvaceae, inclui a malva-rosa (Malva sp.) uma erva mucilaginosa
levemente adstringente, citada na literatura etnofarmacolégica como medicacdo capaz
de suavizar as irritacdes dos tecidos e inflamacgdes. A anélise fitoquimica registrou a
presenca de 10-20% de mucilagem em suas folhagens (LORENZI; MATOS, 2002).
Proteinas heterdlogas de Malva parviflora L. foram caracterizadas por Wang e Bunkers
(2000), com atividade antifangica contra Fusarium graminearum Schwabe,
posteriormente Wang et al. (2001), purificaram trés outras proteinas com espectros de
atividades antimicrobianas diferenciadas para Phytophthora infestans (Mont.) de Bary e
Fusarium graminearum.

O gengibre é uma planta pertencente a familia das Zingiberaceae, natural do Sul
da Asia (MATOS, 2002). E uma erva rizomatosa, ereta, com cerca de 50 cm de altura
apresentando rizoma ramificado com cheiro e sabor picante. Produtos de gengibre tais
como Oleos e resinas, sdo internacionalmente comercializadas para 0 uso em
processamentos farmacéutico e alimenticio. E usado tradicionalmente pela medicina
chinesa no tratamento de dor de cabeca, ndusea e resfriado, além de dor muscular,
artrite e reumatismo (DEDOQV et al., 2002). Sua andlise fitoquimica mostrou a presenca
de 1 a 2,5% de 6leo volatil em cuja composicdo sdo encontrados citral, cineol, borneol e
0s sesquiterpenos zingibereno e bisaboleno, além de um 6leo-resina rico em gingerois -
substancias que sdo responsaveis pelo sabor forte e picante - possui 0 gingerol e o
shogaol que séo potentes molusquicidas (RUSLAY et al., 2007).

A familia Liliaceae é constituida de 500 espécies, entre os quais o alho (Allium
sativum L.), se diferenciando em aparéncia, cor e sabor, mas se aproximam no contetdo
bioquimico e fitoquimico. O alho é uma erva bulbosa de cheiro forte e caracteristico.
Originaria provavelmente da Europa, é largamente cultivada em todo 0 mundo para uso
como condimento de alimentos, além de ser usado na medicina tradicional desde a mais
remota antiguidade para evitar ou curar males (MATOS, 2000). O principio
antibacteriano do alho foi identificado por Cavallito, em 1944, como dialil trisulfito, e

tem recebido o nome de alicina, que é formada pela descompartimentalizacdo celular
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quando os tecidos sdo danificados com a acao da alicina-liase, possuindo acao antiviral
e bactericida. Dentre os modos de acdo da alicina, sdo citados a inibicdo de enzimas
essenciais no processo de infeccdo do patdégeno (MIRON et al., 2000). O efeito
inibitério do extrato de alho tem sido demonstrado para uma extensa gama de fungos
(OBAGWU; KORSTEN, 2003), dentre eles C. gloeosporioides (TANSEY;
APPLETON, 1975; IMTIAJ et al., 2005; PERAZA; CHAN; RUIZ. 2005; OGBEBOR;
ADEKUNLE; ENOBAKHARE, 2007; VENKATARAVANAPPA; NARGUND,
2007).

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes em
extratos ou 0Oleos essenciais de plantas medicinais podem constituir, ao lado da indugéo
de resisténcia, em mais uma forma potencial de controle alternativo de doencas em
plantas cultivadas (BIZI, 2006). O fracionamento e a determinacdo da atividade
biologica de moléculas existentes nos extratos brutos com atividade elicitora ou
antimicrobiana poderdo contribuir para a aquisicdo de maiores conhecimentos que
reforcem sua possivel utilizacdo como um método alternativo de controle de doencas de
plantas (STANGARLIN et al., 1999).

A selecdo de novas espécies vegetais a partir do conhecimento prévio de seu uso
na medicina popular regional aumenta a chance da descoberta de componentes bioativos
com propriedades fungicidas. No entanto, estudos quimicos aprofundados e a
elaboracdo de produtos naturais seguros e com controle de qualidade sdo necessarias
para que o Brasil possa fazer uso de forma consistente de sua rica biodiversidade. H&
registros de que até 2005, menos de 1% da flora medicinal brasileira foi estudada em
profundidade, fazendo com que haja um campo aberto para estudos multidisciplinares
aplicados na geracéao de tecnologias seguras (SILVA et al., 2005).

Os extratos caseiros apresentam algumas limitacGes, como a falta de controle de
qualidade, a baixa estabilidade dos compostos organicos presentes nas solucdes e 0 ndo
monitoramento de possiveis substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da
decomposigéo dos produtos durante sua manipulacdo. Limitagdes como essas fazem
com que seja necessaria a investigacdo mais aprofundada dos extratos de plantas, bem
como o desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnoldgico, para que tanto
produtores quanto consumidores possam ter segurancga na utilizacdo de extratos brutos
(SILVA et al., 2005).

O uso eficaz de medidas alternativas de controle € viavel quando sdo conhecidos

os fatores que afetam o desenvolvimento das doencas, principalmente aqueles
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relacionados ao “triangulo de doengas” (ambiente, hospedeiro e patdgeno). A interacdo
desses fatores fornece as bases para a determinacdo de estratégias de controle de
doengas (MAFFIA; MIZUBUTI, 2005).

E indiscutivel a importancia da antracnose do pimentdo para a agricultura
brasileira e mundial e a pesquisa tem se voltado para alternativas de controle dessa
enfermidade sobre diversos hospedeiros com a utilizacdo de extratos e 6leos de plantas.
Diante disso, a presente dissertacdo teve como objetivos avaliar a eficiéncia de extratos
de plantas no controle da antracnose em pimentdo bem como, analisar a estabilidade do
controle dos tratamentos promissores em relacdo a diferentes concentragdes dos extratos,

concentracdes do indculo e isolados do patdgeno e, temperaturas.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the efficiency of plant extracts to control pepper anthracnose caused by Colletotrichum
gloeosporioides, and to analyze the control stability of the best treatments in relation to different extract
concentrations, inoculum concentrations, pathogen isolates and temperatures. In the preliminary screening among
the 16 plant species evaluated including aqueous and ethanolic extracts, the best were aqueous extracts of garlic,
mallow and ginger which reduced more than 97% of disease severity. Garlic extract required the highest
concentrations to reduce severity in 75% (CLs) when compared with ginger and mallow extracts but differed from
them showing the best efficiency stability in relation to different inoculum concentrations and isolates of C.
gloeosporioides, besides to keep more than 90% efficiency at 20-30 .

Key words: Capsicum annuum, Colletotrichum gloeosporioides, plant extracts, plant disease control
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INTRODUCAO

A antracnose ¢ uma importante doenga do pimentdo (Capsicum annuum L.) no Brasil (Azevedo et al.,
2005; 2006;) e em varias partes do mundo (Marvel, 2003; Park, 2005). Em condigdes de clima ameno a
quente e épocas chuvosas, quando ndo sdo adotadas medidas adequadas de controle, as perdas de
producdo de frutos podem chegar a 100% (Kurozawa et al., 2005; Azevedo et al., 2006).

Em pimentdo a antracnose ¢ causada por varias espécies de Colletotrichum Sacc., mas no Brasil tem sido
atribuida principalmente a C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Kurozawa et al., 2005; Azevedo et
al., 2006), embora o envolvimento de C. acutatum Simmonds tenha sido comprovado recentemente
(Tozze Jr. et al., 2006).

Os sintomas da antracnose podem ocorrer durante o desenvolvimento da cultura no campo ou em pos-
colheita, mas somente os frutos exibem sintomas tipicos. Nestes, a infec¢do tem inicio pelo aparecimento
de pequenas lesoes circulares e deprimidas que rapidamente se expandem sem didmetro definido. Quando
a umidade relativa estd muito alta, pode ser observada a formag¢ao de uma massa de coloragdo rdsea ou
alaranjada, que sio os esporos do fungo produzidos juntos a uma mucilagem (Lopes & Avila, 2003).

Os danos causados pela antracnose em pimentdo podem ser minimizados quando sdo adotadas medidas
de manejo integrado, dentre as quais o uso de sementes sadias de origem conhecida e a aplicacdo de
fungicidas registrados. No entanto, nem sempre ¢ possivel evitar as epidemias e a perda de eficiéncia de
varios principios ativos tem sido relatada (Fernandes et al., 2002; Pereira, 2005; Azevedo et al., 2006).
Além disso, inexistem cultivares e hibridos comerciais de pimentdo com bons niveis de resisténcia a
antracnose em nivel mundial (Park, 2005). Portanto, hd necessidade da investigacdo de novas alternativas
de controle para o estabelecimento de um programa de manejo integrado da doengca.

A necessidade de métodos mais seguros, eficientes, econdmicos € nao poluentes t€ém estimulado a busca
de métodos de controle de doengas de plantas alternativos ao uso de produtos quimicos (Stangarlin et al.,



36

1999). De forma empirica, os extratos de plantas t€m sido utilizados em sistemas de produgdo agricola
alternativa para o controle de doencas de plantas, os quais sdo, muitas vezes, produzidos de forma caseira
a partir de materiais disponiveis na propriedade e pulverizados nas lavouras (Silva et al., 2005). Extratos
brutos de plantas que possuem compostos secundarios vém sendo investigados quanto ao potencial de
controle de fitopatdgenos, destacando-se alguns com comprovadas propriedades antimicrobianas que
afetam o desenvolvimento fungico in vitro e in vivo (Montes-Belmont et al., 2000; Schwan-Estrada,
2002).

Varios estudos ja foram realizados para avaliar a eficiéncia de extratos de plantas no controle da
antracnose em frutos causada por C. gloeosporioides, embora nenhum envolvendo pimentdo. Como
exemplo, extrato aquoso de folhas de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), incorporado em BDA, a partir
da concentra¢do de 200 ppm, demonstrou efeito inibitorio sobre C. gloeosporioides, agente de podridao
em mamao (Carica papaya L.) (Ribeiro & Bedendo, 1999). O crescimento micelial e a germinagdo de
conidios de C. gloeosporioides, agente de antracnose em manga, foram totalmente inibidos por extratos
de Adenocalyma alleaceum Miers e Bougainvillea spectabilis Willd. (Prabakar et al., 2003). Extrato de
cravo-da-india (Syzigium aromaticum L.) inibiu em 100% o crescimento micelial ¢ a germinagdo de
esporos de um isolado de C. gloeosporioides causador de antracnose em goiaba (Psidium guajava L.)
(Rozwalka, 2003), bem como aplicado a 2,5% em frutos propiciou os melhores resultados na reducio da
doenga (Rozwalka et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de extratos brutos de plantas no controle da antracnose em
pimentdo, bem como analisar a estabilidade do controle dos tratamentos promissores em relacdo a
diferentes concentragdes dos extratos, concentra¢des do indculo e isolados do patégeno e, temperaturas.

MATERIAIS E METODOS

Espécies vegetais

Foram utilizadas 16 espécies vegetais. As plantas utilizadas foram selecionadas baseadas na medicina
popular e na literatura quanto ao potencial de atividade antimicrobiana contra fitopatdégenos. As espécies
utilizadas como extratos aquosos foram: erva cidreira (Melissa officinalis L.), manjerona (Origanum
majorana L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), malva (Malva sp.), mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.), losna (Artemisia abisinthium L.), alho (Allium sativum L.), gengibre (Zingiber
officinale Roscoe.) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.). As espécies utilizadas como extratos
hidroalcodlicos foram: créoton selowii (Croton selowii Baill.), créton micans (Croton Micans Muell.),
vernonia brasileira (Vernonia herbacea Vell.), vernonia brasileira (caule), pereiro do sertdo
(Aspidosperma pyrifolium Mart.), pereiro do sertdo (casca), leucena (Leucena leucocephala De Wit.),
protium (Protium bahianum Daly) e calabura (Muntigia calabura L.), totalizando 18 tratamentos. As
partes das plantas utilizadas foi bulbo, casca, caule, folha, inflorescéncia e rizoma. As sete primeiras
espécies foram coletadas numa area de producdo orgéanica no municipio de Cha Grande (PE), as trés
subseqiientes obtidas na Central de Abastecimento de Pernambuco (CEASA-PE) e as demais cedidas pelo
Laboratoério de Produtos Naturais Bioativos do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural
de Pernambuco.

Preparacao dos extratos aquosos e hidroalcodlicos

Para obtengao dos extratos aquosos, apos a coleta o material vegetal foi submetido ao desfolhamento e as
folhas distribuidas em bandejas para a redugdo do teor de umidade. Decorridos 5 dias de manutencdo das
bandejas a temperatura de 30+2 °C e 55+5% de umidade relativa do ar, as folhas foram trituradas em
liquidificador industrial por 5 minutos para obtengdo do extrato aquoso na concentragdo desejada.
Utilizou-se 200g de folhas trituradas de cada espécie, as quais foram imersas em 1000 mL de agua
destilada e esterilizada, durante trés dias consecutivos ao abrigo da luz. Posteriormente, esse extrato foi
filtrado em camada dupla de gaze e acondicionado em frascos de vidro envolvidos em papel aluminio e
mantidos por 30 dias a temperatura de 25+2 °C.
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Para obten¢do do extrato de alho, gengibre e cravo-da-india foram utilizados 200g de bulbos, rizoma e
inflorescéncia, respectivamente, os quais foram pesados e triturados em liquidificador industrial para
1000 ml de agua destilada e esterilizada, sendo posteriormente filtrados em camada dupla de gaze. Esses
extratos foram preparados momentos antes de cada bioensaio.

Para obtenc¢ao do extrato hidroalcoolico, folhas, cascas e caule de cada espécie vegetal foram previamente
secas em estufa com aeracdo (45 °C), trituradas, pesadas e acondicionadas em recipiente com etanol. O
tempo de contato das folhas trituradas com solvente (etanol) foi de 24 horas. Para se obter a concentracdo
desejada de 1% de solu¢@o hidroalcodlica, foi pesado 1 mg de extrato bruto, solubilizado com etanol
adicionado de 100 mL de agua.

Fitopatdgeno e preparo do indculo

Em todos os experimentos foram utilizados isolados monospéricos de C. gloeosporioides, obtidos de
frutos de pimentdo apresentando sintomas tipicos de antracnose, coletados em plantios comerciais do
Estado de Pernambuco. O indculo fingico foi produzido em placas de Petri contendo meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA), mediante incubagdo por 10 dias a 25+2 °C, sob alternincia luminosa (12h
claro/12h escuro). As suspensdes de esporos foram preparadas pela adigdo de 20 mL de agua destilada
esterilizada a superficie das culturas, raspagem com escova de cerdas macias, filtragem em camada dupla
de gaze e ajuste da concentracdo em hemacitometro.

Selecgéo preliminar de extratos brutos visando o controle da antracnose do pimentao

Frutos sadios de pimentdo (cv. Atlante), no estadio de maturagdo comercial, foram lavados e
desinfestados pela imersdo em NaClO 0,05% por 5 minutos e secagem em camara asséptica. Cada fruto
foi marcado na superficie em quatro pontos eqiiidistantes, onde foram efetuados quatro ferimentos de
aproximadamente 3 mm de profundidade com o auxilio de uma almofada com alfinetes desinfestados e
realizada atomizagdo de 20ul de solucdo do extrato vegetal na concentracdo desejada de 20% para
extratos aquosos e 1% com extratos etandlicos, suplementada com Tween 20 (0,05%). Duas horas apos,
os ferimentos foram inoculados com 20 pl da suspensdo de conidios (2x10° conidios mL") de C.
gloeosporioides (CFM-729), suplementada com Tween 20. A testemunha consistiu da atomizagdo com
agua destilada esterilizada suplementada com Tween 20 e posterior inoculagdo com a suspensdo de
conidios do patdégeno. Apds a inoculacdo, os frutos foram mantidos por 24 horas sob elevada umidade
relativa (=90%), em camara tmida constituida de bandejas plésticas contendo quatro camadas de papel
toalha umedecidas com100 mL de 4agua destilada esterilizada, acondicionadas em sacos de polietileno. O
contato dos frutos com a agua foi evitado pela colocagdo de cada fruto sobre uma tampa de placa de Petri
esterilizada. As bandejas foram mantidas a 2542 °C e sob alternincia luminosa (12h claro/12h escuro). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repetigdes, sendo cada repeticdo
constituida de trés frutos.

A avaliacdo foi efetuada aos sete dias apos a inoculagdo, pela analise da severidade da antracnose em
cada ponto inoculado, determinando-se a area lesionada externa pela mensuracdo do comprimento da
lesdo em dois sentidos diametralmente opostos. Com os dados de severidade da doenga na testemunha
(STE) e nos tratamentos com aplicagdo dos extratos aquosos e hidroalcoolico (STR), foi calculada a
eficiéncia na redugdo da severidade da doenca (EFI), onde EFI = ((STE — STR) / STE) x 100. Os dados
de EFI obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Duncan
(P=0,05).

Influéncia da concentracdo dos extratos aquosos de alho, gengibre e malva na eficiéncia do controle
da antracnose do pimentéo

A influéncia das concentragdes dos extratos aquosos de alho, gengibre e malva, que demonstraram maior
eficiéncia no controle da antracnose na selecdo preliminar, na eficiéncia do controle da antracnose, foi
avaliada em dois experimentos independentes. No primeiro, os extratos foram aplicados nas
concentracdes de 6%, 10%, 16% e 20%, sendo esta ultima utilizada na sele¢@o preliminar. Nao havendo
diferencas entre a maxima e a minima concentragdo quanto a eficiéncia no controle da antracnose, a
menor dosagem foi utilizada como base no segundo experimento, onde os extratos foram aplicados nas
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concentragdes de 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1%, 3% e 6%. Em ambos os experimentos, os demais
procedimentos foram os mesmos adotados na selecdo preliminar. O delineamento em ambos os
experimentos foi inteiramente casualizado com seis repeti¢cdes, sendo no primeiro em arranjo fatorial 3x4 e
no segundo em arranjo fatorial 3x7. Os dados de EFI obtidos no segundo experimento foram utilizados para
estimar a concentracdo de extrato suficiente para reduzir em 75% a severidade da doenga (CL7s), pela
analise de regressdo linear simples, tendo Ln (concentragdo de extrato) como variavel independente e EFI
como varidvel dependente. Os dados de CL;s foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05).

Influéncia da concentracédo do inéculo do patégeno na eficiéncia do controle da antracnose do
pimentéo pelos extratos aquosos de alho, gengibre e malva

Utilizando os mesmos procedimentos da selecdo preliminar e os extratos aquosos de alho, gengibre a
malva na concentracdo de 6%, foi avaliada a influéncia de cinco concentragdes do inoéculo do patogeno
(1x101, 1x10%, 1x10% 1x10° e 1x10° conidios mL'l) na eficiéncia do controle da antracnose em frutos de
pimentdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3x5, com seis
repeticdes. Os dados de EFI foram submetidos a analise de regressao linear simples, tendo concentragdo de
indculo do patdogeno como variavel independente e EFI como varidvel dependente. A redugdo da eficiéncia
do controle (TRE) foi estimada pelo pardmetro b da equagdo de regressdo. Os dados de TRE obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05).

Influéncia do isolado de C. gloeosporioides na eficiéncia do controle da antracnose do pimenté&o pelos
extratos aquosos de alho, gengibre e malva

Os extratos aquosos de alho, gengibre e malva a 6% foram avaliados quanto a eficié€ncia no controle da
antracnose induzida em rela¢do a sete isolados C. gloeosporioides: CFM-727, CFM-729, CFM-730,
CFM-905, CFM-1070, CFM-1073 ¢ CFM-1076. Os extratos foram aplicados na concentragdo de 6% e os
isolados do patdogeno inoculados na concentragio de 2x10° conidios mL"'. Os demais procedimentos
foram os mesmos adotados na sele¢do preliminar. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3x7, com seis repetigoes. Os dados de EFI obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05).

Influéncia da temperatura na eficiéncia do controle da antracnose do pimentdo pelos extratos
aquosos de alho, gengibre e malva

Os extratos aquosos de alho, gengibre ¢ malva foram avaliados quanto a eficiéncia no controle da
antracnose em relagdo as temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C. Os extratos foram aplicados na
concentragio de 6% e apods a inoculagdo do patogeno na concentragdo de 2x10° conidios mL™”, as
bandejas contendo os frutos foram mantidas em incubadoras tipo BOD nas diferentes temperaturas, sob
alternancia luminosa (12h claro/12h escuro). Os demais procedimentos foram os mesmos adotados na
selecdo preliminar. Os dados de EFI obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (P=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa entre os extratos brutos quanto aos niveis de eficiéncia do controle da
antracnose do pimentao. Dentre os 18 tratamentos avaliados na seleg@o preliminar, os extratos aquosos de
alho, malva e gengibre destacaram-se dos demais, propiciando redugdes superiores a 97% nos niveis de
severidade e diferindo dos demais tratamentos. Por outro lado, o extrato aquoso de cravo-da-india
apresentou a menor eficiéncia, com redugdo de apenas 30,5% na severidade da antracnose do pimentdo.
Os demais extratos aquosos e hidroalcolicos apresentaram comportamento intermediario, com eficiéncias
de controle variando de 41,5% (créton selowii) a 87,7% (losna) (Figural).

O efeito inibitorio do extrato aquoso de alho incorporado em BDA, apartir da concentracdo 200 ppm tem
sido demonstrado inibi¢do de crescimento micelial sobre C. gloeosporioides (Ribeiro & Bedendo, 1999) e
a germinagdo de esporos quando incubados com extrato de alho a 7,5%, ocasionando uma inibigdo de
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78,5% (Venkataravanappa & Nargund, 2007). Outro aspecto importante ¢ que ndo existe relato de
qualquer efeito prejudicial do alho ao homem ou ao meio ambiente, além da preparagdo do extrato ser
simples e ndo requerer equipamento sofisticado (Obagwu & Korsten, 2003). Ndo foram constatados
estudos envolvendo o controle da antracnose com extrato de malva, mas o extrato de gengibre apresentou
efeito inibitorio sobre C. gloeosporioides em relagdo ao crescimento micelial (Rozwalka et al., 2008). A
baixa eficiéncia do extrato de cravo-da-india no controle da antracnose em pimentdo contrasta com os
resultados obtidos por Rozwalka (2003) no controle da antracnose em goiaba que alcangou inibicdo de
100% no crescimento de C. gloeosporioides.

Quando os extratos de alho, gengibre e malva foram aplicados em diferentes concentragdes para
determinagdo da concentragdo suficiente para reduzir em 75% a severidade da doenca (CL;s), houve
diferenca significativa entre os extratos (Tabela 1). O extrato de alho apresentou o maior valor de CLjs,
indicando a necessidade da aplicagdo em maior concentragdo que os demais extratos para atingir 0 mesmo
nivel de controle. O menor valor de CL;s foi constatado com a aplicagdo de extrato de gengibre, pois
aplicado na concentragdo de apenas 1,4% pode reduzir em 75% a severidade da doenca (Tabela 1). O
resultado obtido para extrato de alho assemelha-se ao constatado por Win et al. (2007) em relagdo a C.
musae (Berk. et Curt.) Arx., pois esse extrato apresentou valores de DLs, superiores aos demais na inibigdo
da germinagdo conidial e do crescimento micelial.

Na avaliacdo da estabilidade do controle propiciado pelos extratos de alho, gengibre e malva em fungdo da
concentragdo do indculo de C. gloeosporioides, o extrato de alho apresentou a menor taxa de redugdo da
eficiéncia do controle (TRE) da antracnose em frutos de pimentdo com o incremento do inoculo do
patogeno (2,0x10° EFI unidade de indculo™), enquanto o extrato de malva evidenciou a maior taxa de
reducdo da eficiéncia (Tabela 1). A estabilidade da eficiéncia do extrato de alho em funcdo da
concentracdo do inoculo do patdogeno ¢ um aspecto essencial no manejo da antracnose em pimentdo, pois
indica que esse extrato pode ser efetivo em diferentes niveis de pressdo de inoculo. Além disso, o maior
valor de CL;s associado a menor TRE indica que nem sempre o tratamento que necessita de menor
quantidade de extrato ira apresentar a melhor eficiéncia no controle da doenga em diferentes
concentracdes de inoculo do patdégeno, como constatado em relagdo a podriddo peduncular da banana
(Musa acuminate L.) causada por C. musae (Win et al., 2007).

Quando avaliada a eficiéncia dos extratos no controle da antracnose do pimentfo causada por diferentes
isolados de C. gloeosporioides, foi constatada interagao significativa entre os tipos de extratos e os isolados
do patogeno. Todos os extratos apresentaram eficiéncias varidveis em funcao do isolado do patégeno. O
extrato de alho apresentou menor variagdo na eficiéncia de controle (71,8% a 94,3%), o extrato de gengibre
de 48,1% a 91,1%, enquanto o extrato de malva de 6,4% a 86,0%. Quando considerado cada isolado
separadamente, para a maioria dos isolados os extratos de alho e gengibre apresentaram os maiores niveis de
eficiéncia e ndo diferiram significativamente entre si, enquanto o extrato de malva apresentou o menor nivel
de eficiéncia, com excecgdo do isolado CFM-729 (Tabela 2). As diferengas nos niveis de controle da doenga
induzidos por diferentes isolados, quando um mesmo extrato ¢ aplicado, indica a possibilidade de existéncia
de variabilidade entre os isolados do patéogeno. Como na utilizagdo de qualquer medida de controle ¢
importante considerar a variabilidade do patdogeno e a estabilidade da medida em fungdo da variabilidade
existente (Brown, 1998), a menor variacdo nos niveis de eficiéncia apresentada pelo extrato de alho em
relacdo aos diferentes isolados de C. gloeosporioides ¢é relevante, pois indica um maior potencial de
estabilidade do controle sob diferentes populagdes do patdgeno.

Nao houve desenvolvimento de sintomas da antracnose nos frutos de pimentio nas temperaturas de 10, 15 ¢
35 °C, motivo pelo qual na comparagdo da eficiéncia dos extratos aquosos no controle da doenga foram
consideradas somente as temperaturas de 20, 25 e 30 °C. A interagdo entre as temperaturas € 0s extratos
avaliados foi significativa. Nao foram constatadas diferengas nas eficiéncias dos extratos de alho e gengibre
quando os frutos foram armazenados as temperaturas de 20, 25 ¢ 30 °C, se mantendo em niveis superiores
a 90%, enquanto o extrato de malva apresentou a menor eficiéncia a 20 °C, diferindo das outras
temperaturas, bem como dos demais extratos nessa temperatura (Tabela 3). Temperaturas entre 25 ¢ 28 °C
sdo consideradas as mais propicias para o crescimento de C. gloeosporioides (Vinnere, 2004; Tozze Jr. et
al., 2006) e indugdo da antracnose em frutos de solanaceas (Azevedo et al., 2006; Koike et al., 2006). A
menor eficiéncia apresentada pelo extrato de malva a 20 °C pode indicar que necessita de maior
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temperatura para que sua acao antimicrobiana seja ativada, enquanto os outros dois extratos sdo estaveis
em diferentes temperaturas favoraveis para inducdo e desenvolvimento da doenga.

No presente estudo foram selecionados os extratos brutos mais promissores para o controle da antracnose
em pimentao, bem como avaliada a influéncia de varios fatores na estabilidade da eficiéncia do controle.
No entanto, os metabolitos responsaveis pela supressao da doenga nao foram investigados.

Os resultados obtidos nesse estudo indicam o extrato de alho (6%) no controle da antracnose em
pimentdo, considerando sua estabilidade em diferentes situagdes. No entanto, conforme destacado por
Silva et al. (2005), os extratos caseiros apresentam algumas limita¢des, como a falta de controle de
qualidade, a baixa estabilidade dos compostos orgénicos presentes nas solu¢des e 0 ndo monitoramento de
possiveis substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da decomposicao dos produtos durante
sua manipulagdo. Limitagdes como essas fazem com que seja necessaria a investigagdo mais aprofundada
dos extratos de plantas, bem como o desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnoldgico, para que
tanto produtores quanto consumidores possam ter seguranga na utilizacao de extratos brutos.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de extratos brutos de plantas no controle da antracnose
em pimentdo causada por Colletotrichum gloeosporioides, bem como analisar a estabilidade do controle
dos tratamentos promissores em relacdo a diferentes concentracdes dos extratos, concentracbes do
in6culo e isolados do patdgeno e, temperaturas. Dentre as 16 espécies de plantas avaliadas na selecao
preliminar, incluindo extratos aquosos e etandlicos, destacaram-se 0s extratos aquosos de alho, malva e
gengibre ao propiciarem reducdes superiores a 97% nos niveis de severidade da doenga. O extrato de
alho exigiu maior concentracéo para reduzir em 75% a severidade da doenca (CL;s) quando comparado
aos extratos de gengibre e malva, mas se destacou destes ao apresentar a maior estabilidade do nivel de
eficiéncia em relagcdo a diferentes concentracdes do indculo e isolados de C. gloeosporioides, além de
manter a eficiéncia superior a 90% nas temperaturas entre 20 e 30 °C.
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Figura 1 — Eficiéncia de extratos aquosos — EA (20%) e extratos hidroalcolicos — EH (1%) no controle da

antracnose em frutos de pimentao (cv. Atlante). Barras indicam as médias de seis repetigdes e
as linhas os respectivos desvios padroes (C.V. = 12,5%). Medias com a mesma letra nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 1 — Concentragdo dos extratos aquosos de alho, gengibre e malva suficientes para reduzir em 75% a
severidade da antracnose em frutos de pimentdo (CL7s) e taxa de reducao na eficiéncia do
controle da doenga (TRE) em fun¢do da concentragdao do inoculo de Colletotrichum
gloeosporioides.

Extrato CLs(%)" TRE (EFI unidade de in6culo™)?
Alho 35a 0,000018 ¢

Gengibre 1,4c¢c 0,000025 b

Malva 2,1b 0,000031 a

CV. (%)= 11,4 13,2

'Estimada pela anélise de regressdo linear simples, tendo Ln (concentragdo do extrato) como variavel
independente e EFI como variavel dependente.

*Estimada pelo parimetro b da equagdo de regressdo simples, tendo concentragio de indculo do
patdégeno como variavel independente e eficiéncia no controle como variavel dependente.

2Média de seis repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 2 — Influéncia da isolados de Colletotrichum gloeosporioides na eficiéncia do controle da
antracnose do pimentdo pelos extratos aquosos de alho, gengibre ¢ malva (6%).

Isolado Eficiéncia de controle (%)"

Alho Gengibre Malva
CFM-727 80,6 abcA’ 79,9 aA 69,7 bB
CFM-729 94,3 aA 91,1 aA 86,0 aA
CFM-730 82,2 abcA 48,1 cB 19,9 deC
CFM-905 71,8 cA 64,6 bA 27,5 deB
CFM-1070 91,1 aA 83,6 aA 6,4 ¢B
CFM-1073 83,7 abcA 87,5 aA 11,2 eB
CFM-1076 83,1 abcA 84,6 aA 51,7 cB

C.V. (%)= 14,9

! Calculada considerando a severidade da doenga na testemunha (STE) e nos tratamentos com aplicagdo
dos extratos aquosos (STR), onde EFI = ((STE — STR) / STE) x 100.

> Média de seis repetigdes. Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maitscula na linha
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 3 — Influéncia da temperatura na eficiéncia do controle da antracnose do pimentdo pelos extratos
aquosos de alho, gengibre e malva (6%).

Temperatura Eficiéncia de controle (%)"
Alho Gengibre Malva
20 94,6 aA 95,3 aA 72,0 bB
25 94,7 aA 93,0 aA 91,3 aA
30 100,0 aA 95,7 aA 96,0 aA

C.V.(%)=10.8

! Calculada considerando a severidade da doenga na testemunha (STE) e nos tratamentos com aplicagdo
dos extratos aquosos (STR), onde EFI = ((STE — STR) / STE) x 100.

> Média de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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CONCLUSAO GERAL

1. O extrato aquoso bruto de alho tem grande potencial de utilizacdo no controle da

antracnose em frutos de pimentéo.
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