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Controle alternativo da antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.)
utilizando produtos derivados de vegetais

RESUMO

A cebolinha comum (Allium fistulosum L.) € uma das principais hortalicas
utilizada na culinaria brasileira. Como toda cultura, essa planta é suscetivel as doencas
que podem causar danos e prejuizos significativos ao produtor. A antracnose foliar,
causada por Colletotrichum spp. é a principal doenca da cultura no Amazonas e 0 seu
controle por meio de produtos quimicos é muito complexo por ser uma cultura de ciclo
curto. Até a presente data, ndo existem fungicidas registrados no Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento para este patossistema. Diante desse contexto
esse trabalho teve como objetivo estudar o efeito de produtos derivados de vegetais,
como extratos brutos aquosos (EBA) de casca preciosa (Aniba canelilla (H.B.K.) Mez.)
e da pimenta longa (Piper aduncum L.); hidrolatos (HID) de pau rosa (A. rosaeodora
Ducke), macacaporanga (A. parviflora Ducke) e de pimenta longa; éleo essencial (OE)
e infusdo (IN) de pimenta longa para controlar antracnose da cebolinha. Inicialmente
foram obtidos quatro isolados de Coletotrichum spp. e sua patogenicidade confirmada.
Para elaboracdo de EBAS, 200 g de folhas foram imersas em 800 mL de agua destilada
e mantidas por 24 h em temperatura ambiente. J& os OEs e HIDs foram obtidos por
arraste a vapor através do aparelho Clevenger (1 L de agua para 100 g de folhas),
enquanto que para infusdo utilizou-se 200 g de folhas frescas imergidas em 800 mL de
agua destilada aquecida a 70 °C, mantida por trés horas em um recipiente escuro e
fechado em temperatura ambiente. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC), com oito tratamentos: T1 (EBA de casca preciosa), T2 (IN de
pimenta longa), T3 (HID de pau rosa), T4 (HID de macacaporanga), T5 (OE de pimenta
longa), T6 (HID pimenta longa), T7 (EBA pimenta longa) e T8 (testemunha-agua) com
nove repeticdes por tratamento, cada planta foi considerada uma unidade experimental.
Os derivados vegetais foram diluidos em agua destilada na concentracdo de 30% e
aplicados semanalmente por 50 dias, na parte aérea da planta. A avaliacdo consistiu
tanto na incidéncia como na severidade da doenca. A partir dos dados da incidéncia da
doenca (Yp = planta) e da severidade (Yf = folhas centrais) foram calculados as
respectivas areas abaixo da curva de progresso da doenca, AACPDp e AACPDf. Os
dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. Os produtos derivados de vegetais proporcionaram reducdo na
incidéncia da doenca, sendo os melhores tratamentos com HIDs de macacaporanga e
pimenta longa que reduziram em 54,6% e 52,4%, respectivamente. Enquanto que 0s
melhores resultados para severidade foram proporcinadas pelas: IN de pimenta longa,
HIDs de macacaporanga e pimenta longa que reduziram em 63,5%, 63% e 62,9%
respectivamente, em comparacdo com a testemunha. Os tratamentos proporcionaram
incrementos médios de 64,5% no comprimento final das plantas de cebolinha em
comparagdo com a testemunha. A partir desses resultados os HIDs de macacaporanga e
pimenta longa apresentaram potenciais controladores da antracnose da cebolinha.

Palavras chave: Oleo essencial, hidrolatos, extrato bruto, Aniba spp., Piper aduncum.



ABSTRACT

Alternative control of anthracnose in chives (Allium fistulosum L.) using vegetable-
derived products

The common chives (Allium fistulosum L.) is one of the main vegetables used in
Brazilian cuisine. The leaf anthracnose caused by Colletotrichum sp. is the major
disease of the chives culture in the Amazon. However, there are no fungicides registered
with the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply for this pathosystem. This study
aimed to report the effect of plant-derived products such as precious shell of agueous
crude extracts (Aniba canelilla (HBK) Mez.), long pepper (Piper aduncum L.),
hydrolats rosewood (A. rosaeodora Ducke), macacaporanga (A. parviflora Ducke), long
pepper, long pepper essential oil and infusion in controlling anthracnose chives, caused
by Colletotrichum sp. First, 4 isolated Colletotrichum spp. were obtained and it was
confirmed its pathogenicity, however just one isolated was used. For the preparation of
EBAs, 200 g of leaves were immersed in 800 mL of distilled water and it was kept for
24 h at room temperature. Since SOs and the HIDs were obtained by steam distillation
by Clevenger apparatus (1 L water for 100 g of leaves), while infusion was used 200 ¢
of fresh leaves immersed in 800 ml of distilled water heated to 70 °C, maintained for
three hours in a dark container and closed at room temperature. OEs and HIDs were
obtained by steam distillation by Clevenger apparatus (1 L water for 100 g of leaves),
while infusion was used 200 g of fresh leaves immersed in 800 mL of distilled water
heated to 70 °C, maintained for three hours in a dark, closed container at room
temperature. The experimental design was completely randomized (DIC), with eight
treatments: T1 (precious shell EBA), T2 (long pepper IN), T3 (rosewood HID), T4
(macacaporanga HID), T5 (pepper OE long), T6 (HID long pepper), T7 (EBA long
pepper) and T8 (control-water); nine replicates per treatment, each plant was considered
an experimental unit. The vegetable derivatives were diluted in distilled water and
applied weekly for 50 days, in all aerial parts of the plant, at a concentration of 30 %.
The evaluation consisted of computing all treatment with the absence or presence of
disease symptoms. Data from the incidence of the disease in the plant (Yp = plant) and
severity in the central leaves (YT = central leaves) were used to calculate the respective
areas under the disease progress curve, AACPDp and AACPDf. The mean data were
compared using ANOVA and Tukey's test at 5% probability. The treatments
significantly affected the health and productivity of spring onion plants. Provided
average 40% reduction in incidence of the disease in the whole plant. Highlighted, there
are treatments with HIDs of macacaporanga that inhibited 54.6% and long pepper with
52.4% inhibition and average reduction of 55.6% severity. Highlighted, long pepper
infusion that inhibited 63.5%, the macacaporanga’s HIDs that inhibited 63% and long
pepper that inhibited 62.9% compared with the control (water). Regarding productivity,
the treatment caused 64.5% Average increases in of the final width of chives leaves
compared to the witness. From these results, it is estimated that in the future,
macacaporanga’s HIDs and long pepper will be used by chives producers in the states of
Amazonas.

Keywords: Colletotrichum sp .; Allium fistulosum; vegetable products; anthracnose leaf

Vi



2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.7.
2.8.

2.9.

3.1

4.1.

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.

oo

4.1.4.

o

4.2.

SUMARIO

Pagina
INTRODUGAOD ....ooeeececeeeeseee e see et 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o, 3
Aspectos gerais sobre a cultura da cebolinha (Allium fistulosum L.) .......... 3
Antracnose na familia AHACEAE ..........covviviiiiiiiiicee e 4
Aspecto e caracteristicas de Colletotrichum Spp. ..o, 5
Identificacdo de Colletotrichum SPP. ....ocovevveie i, 7
Controle da antracnose em cebolinha (Allium fistulosum) ............ccccovveeee. 10
Controle alternativo de fitopatdgenos utilizando produtos derivados de
1V =T0 11 e L PSP T PR URUPOPPOPPRPRPRTPRON 11
Pimenta longa (Piper aduncum L.) como biodefensivo agricola ................. 12

Importancia econémica e potencial de pau rosa (Aniba rosaeodora
Ducke), casca preciosa (Aniba canelilla (H.B.K.) Mez.) e macacaporanga
(Aniba parviflora Ducke) no controle de micro-organismos
Caracteristicas gerais de Oleos essenciais e as principais formas de
Lo L Uo%- [0 USRS

OBJETIVO GERAL ...oooieiiit ettt
ODbjetivos ESPECITICOS ....vviiiieieciccieee e
MATERIAL E METODOS .......ooviveeieeeeieeeseeeeeseseese s s essnsensssnasnensnes

Isolamento e identificacdo por caracteristicas morfoldgicas e molecular
dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos de cebolinha (Alllium
FISTULOSUM L) ottt e ene s
Local de coleta das espécies de Colletotrichum. ..........cccccoocvveiiiniieeieeienn,
Obtencdo de culturas MONOSPOFICAS .......cc.ecvveiueeiieerieeie e sie e
Caracterizagdo morfocultural de isolados de Colletotrichum spp. ...............
Crescimento micelial em diferentes meios de cultura .........ccocceveevviviinnenn.
Formacdo de setores, topografia e coloracdo da colonia ..........c.ccevvevereennee.
Esporulacdo em diferentes meios de CUlturas ...........ccccoeevveveivieieece s,
Preparo de ldminas semipermanentes para estudo de morfometria de
CONTAIOS € APFESSOTIOS .....vveveciieeee ettt et re et e e nas
Caracterizagdo MOIECUIAr .........c.coveiiiiiii
Preparo do tampao de eXtraClo .........ccevveiereriieiie e
Extragdo, quantificacdo e diluicdo do DNA ...,
Identificacdo molecular de Colletotrichum Spp. .....cccovvveiiiiiiienieiecee,
Elaboracdo de Hidrolatos (HID), Extrato Bruto Aquoso (EBA), Oleo
Essencial (OE) € INFUSA0 (IN) ...ocovveiiieiie e
LOCAI A8 COIBLA ....vveveceeeciee ettt
Producéo do Oleo Essencial (OE) e Hidrolatos (HID) de pimenta longa e
1o (o= Vo0 =T o - USSR
Producdo de Extrato Bruto Aquoso (EBA) de pimenta longa e casca

13

15

17

17

18

18
18
18
19
19
20
20

21
22
22
22
24

24
25

25

vii



4.3.

4.4.

5.1

5.1.1.

5.2.

5.3.

o

0] £T03 (07 LTSS P PR RTRPRTRN
Producéo de Infusdo (IN) de pimenta longa ..........ccccoevvevviiieviecc e
Esterilizagdo dos produtos derivados de VEgetals ..........ccccovveererieveereennennn
Efeito dos produtos derivados de vegetais quanto a inibicdo de
germinacdo de conidios de quatro isolados de Colletotrichum spp. ............
Efeito dos produtos derivados de vegetais na incidéncia e severidade da
antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.), causado por
ColletOtriChUM SP. ..o
Avaliacgéo da incidéncia e severidade da antracnose foliar em cebolinha ...
Anélise biométricas das cebolinhas ...

RESULTADOS E DISCUSSAO........coiviieieieieieeieeeeess s

Identificacdo molecular dos isolados de Colletotrichum spp. cebolinha

CAITUM FISTULOSUM L) ot
Caracterizacdo morfolégica dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos
de CeDONINNG ..o s
Efeito fungitoxico dos produtos derivados de vegetais na inibi¢cdo da
germinagdo de conidios dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos de
cebolinha (Allium fistulosum L.) ...ccooovviiiiiiecce e
Efeito da aplicagdo de produtos vegetais no controle da antracnose
causado por Colletotrichum spp. e na produtividade na cultura da
cebolinha (AHTum fIStUIOSUM L.) ..ooviiiiiiiiec e
Incidéncia da antracnose em cebolinha ..o
Severidade da antracnose em cebolinha ..........ccooevieiieni i
Produtividade das plantas de cebolinhas ...........cccccoveiieiiiiccicce e,

CONCLUSAOD oo e et e e e et e e eer e e,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot er e

ANEXOS ..o

26

28
31
33
34

34

35

42

44

viii



LISTA DE TABELAS

Pagina

Tabela 1: Lista de primers utilizados para 0 sequenciamento ...........cccccvevverveenns

Tabela 2: Escala de nota para avaliar a incidéncia da antracnose em cebolinha
(Allium fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp. ........cccccvevvvieiiiie i

Tabela 3: Escala de nota para avaliar a severidade da antracnose em cebolinha
(Allium fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp. .......c.ccecveviieneicicninene

Tabela 4: Identificagio molecular de quatro isolados de Colletotrichum sp.,
oriundos de folhas com sintomas de antracnose em cebolinha (Allium fistulosum
L.), os genes utilizados e 0 acesso N0 GENBaNK ...........cccooviiiiieieiciesc s

Tabela 5: Média de producédo de conidios de quatro isolados de Colletotrichum
spp., oriundos de folhas com sintomas de antracnose em cebolinha (Allium
fistulosum L.) cultivados em trés tipos de meio de cultura (BDA, Aveia e SNA) ..

Tabela 6: Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e caracteristicas
morfocultural dos isolados de Colletotrichum spp., oriundos de cebolinha
(Allium fistulosum L.) no Estado do Amazonas, Brasil, sobre diferentes meios de
(010 ] L0 - RSSO RP PP PRSPPI

Tabela 7: Porcentagem da inibicdo na germinacdo de conidios dos isolados de
Colletotrichum spp., oriundos de cebolinha (Allium fistulosum L.) utilizando
produtos derivados de vegetais sob diferentes concentragdes .............cccevvevvervenen.

Tabela 8: Média da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (incidéncia)
da antracnose causada por Colletotrichum sp. em cebolinha (Allium fistulosum
L.) e porcentagem de controle em relacdo a testemunha ............ccccceveveiieieeneen.

Tabela 9: Média da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (severidade)
da antracnose causada por Colletotrichum sp. em cebolinha (Allium fistulosum
L.) porcentagem de controle em relacdo a testemunha ...........ccccceeveveiieceecinenenn,

Tabela 10: Média do comprimento de folhas de plantas de cebolinha (Allium
fistulosum L.) e porcentagem de desenvolvimento em comparagdo com a
TESTEIMUNNA ...ttt sttt nre s

Tabela 11: Média da largura de folhas de plantas de cebolinha (Allium
fistulosum L.) e porcentagem de desenvolvimento em comparacdo com a
LEC (=] 0 01U T SR PS SRS

24

32

32

35

37

41

43

46

49

51



LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1: Formas de apressorios utilizados para classificagdo: 1. Lobados; 2.
Levemente lobados; 3. Arredondados (Adaptado de Cox e Irwin, 1988; Sutton,
= ) ST

Figura 2: Croqui da distribuicdo do experimento para o plantio das mudas de
cebolinha (Allium fistulosum L.). As plantas Gteis localizadas no centro do
experimento (parte verde) e a bordadura (parte marrom)..........ccccceevevveveciesieennnnn

Figura 3: Fig.A e B- Manejo do solo e preparo dos canteiros; Fig. C e D- Plantio
de mudas de cebolinha (Allium fistulosum L.) .......cccovviiiiiinicccs

Figura 4: Fig.A, B, C, D e E- Sintomas da antracnose em plantas de cebolinha
(Allium fistulosum L.) causado por Colletotrichum sp. .......c.cccevevieiviveiicircee

Figuras 5: Fig.A, B, C- Sintomas da antracnose em folhas de cebolinha (Allium
fistulosum L.) causado por Colletotrichum sp.; Fig.D, E- Presenca de acervulos

Figuras 6: Fig.A, B, C- Acervalos com setas de Colletotrichum sp. em folhas de
cebolinha (Allium fistulosum L.), Fig.A e B- isolado INPA 2770 e Fig.C- isolado
INPA 2774 oot bbbttt bbb b bt ne et ens

Figuras 7: Escala Diagramatica para avaliacdo da severidade da antracnose em
cebolinha (Allium fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp. .......c.ccccvvvvveiiennne

Figura 8: Aspecto de coldnias de Colletotrichum theobromicola (INPA 1809),
cultivados por sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia
parte superior; B- topografia parte iNfErior ............coceviiiiiiiiiene e

Figura 9: Aspecto das colonias de Colletotrichum truncatum (INPA 2743),
cultivados por sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia
parte superior; B- topografia parte infErior ............ccoceveiiriiiiiiiie e

Figura 10: Aspectos das colbnias de Colletotrichum spaethianum (INPA 2770),
cultivados por sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA) ......ccccceevvenee.

Figura 11: Aspectos das colbnias de Colletotrichum spaethianum (INPA 2774),
cultivados por sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia
parte superior; B- topografia parte INferior ............cccooveveiie i

Figura 12: A e B- Setas septadas retiradas de acérvulos de Colletotrichum
spaethianum (INPA 2774), cultivados por sete dias a 25 °C em meio de Aveia .......

Figura 13: Estruturas de Colletotrichum theobromicula (INPA 1809); A-
APressOrios € B- CONIIOS. ........cccueiieiiiicie e

22

29

29

30

30

31

32

37

37

38

38

38



Figura 14: Estruturas de Colletotrichum truncatum (INPA 2743); A- Apressorios e
B- CONITIOS ..ot e e re e

Figura 15: Estruturas de Colletotrichum spaethianum (INPA 2770); A-
APressorios € B- CONIAIOS .......ciueiuriiirieieiie e

Figura 16: Estruturas de Colletotrichum spaethianum (INPA 2774); A-
APressOrios € B- CONIOS ......c.civeiieieiieie et

Figura 17: Efeito de pulverizacdo de produtos derivados de vegetais em plantas de
cebolinha (Allium fistulosum L.) infectadas por Colletotrichum sp., durante sete
semanas de producdo, em Manaus, AM. A testemunha esta ao lado esquerdo de
cada foto (Extrato Bruto Aquoso (EBA) de casca preciosa (A), Infusdo de pimenta
longa (IN) (B), Hidrolato (HID) de pau rosa (C), Hidrolato (HID) de
macacaporanga (D), Oleo Essencial (OE) de pimenta longa (E), Hidrolato (HID)
de pimenta longa (F), Extrato Bruto Aquoso (EBA) de pimenta longa (G), uma
parcela de cada tratamento (H)) ..o

Figura 18: Curva de progresso da doenga, quanto a incidéncia da antrachose em
cebolinha (Allium fistulosum L.), apds pulverizacGes dos produtos derivados de
vegetais em fUNGAD 0O TEMPO........oiuiiiriiiiieeee s

Figura 19: Curva de progresso da doenca (severidade) da antracnose em trés
folhas centrais de cebolinha (Allium fistulosum L.) infectadas por Colletotrichum
sp., apds pulverizacbes dos produtos derivados de vegetais em funcgdo do tempo......

Figura 20: Efeito dos produtos derivados de vegetais em cebolinhas infectadas
com Colletotrichum sp., apds sete semanas do plantio. (T1) extrato bruto aquoso de
casca preciosa, (T2) extrato aquaso de pimenta longa; (T3) hidrolatos de pimenta
longa, (T4) hidrolato de pau rosa, (T5) hidrolato de macacaporanga, (T6) Oleo
essencial de pimenta longa, (T7) infusdo de pimenta longa, (T8) testemunha

39

39

40

45

46

48

Xi



1. INTRODUCAO

A cebolinha comum (Allium fistulosum L.) é uma planta anual, pertencente a
familia Alliaceae, que possui numerosas folhas fistulosas e cilindricas, com
comprimento que varia de 25 e 35 cm (Agrovel, 2015). O cultivo dessa cultura é
indicado para regifes de clima ameno, porém, se desenvolve, também, em climas
tropicais (Filgueira, 2000). No Brasil, é bastante apreciada como condimento, sendo na
Regido Norte, comercializada com outras hortalicas, como o coentro (Coriandum
sativum L.) e a chicéria (Eryngum foetidum L.), esse trio € denominado de cheiro verde,
nome que pode variar dependendo da regido do pais. E utilizada como um dos
principais temperos para a elaboracdo de pratos a base de peixes, principalmente
caldeiradas, um dos pratos mais consumido pelos amazonenses (Heredia et al., 2003;
Clemente et al., 2006).

Sem duvida, a cebolinha é uma das principais hortalicas utilizada na culinéaria
brasileira. No entanto, existem varias enfermidades que podem afetar sua producao, tais
como: mancha purpura, causada pelo fungo Alternaria porri (Ell.) Cif., a queima das
pontas incitada por Botrytis squamosa (J. Walker), e a antracnose foliar ou mal das
sete voltas, causada por Colletotrichum gloeosporioides Penz. (Sacc.) (Costa e Mello,
1984). Sendo esta considerada a mais severa para a cultura na regido de Manaus, AM e
a que mais depende do uso de fungicidas para o seu controle.

Os fungos do género Colletotrichum sdo fitopatdgenos amplamente
disseminados, sobrevivem parasitando vegetais ou como sapréfita em materiais
organicos em decomposicao. Os principais sintomas causados pelo fungo nas folhas séo
lesGes circulares, deprimidas com halo de coloragdo marrom clara (Resende e Fancelli,
1997). Apesar de antracnose ocorrer em todo o0 mundo, a maior severidade é registrada
nas regides tropicais e subtropicais, limitando o cultivo de diversas plantas
economicamente importantes, como cebola (Allium cepa L.), alho (Allium sativum L.),
cajueiro (Anacardium occidentale L.), maracujazeiro (Passiflora edulis Flavicarpa
Degener). A doenca afeta a qualidade e causa perdas que podem atingir até 100% da
producdo (Costa e Mello, 1984; Cabera e Alverez, 2002; Varzia et al., 2002; Wordell
Filho et al., 2008).

O controle quimico da antracnose na cebolinha, no Brasil, € muito complexo.

Por ser uma planta de ciclo curto e explorada em pequena escala ndo existem fungicidas
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registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para este
patossistema (Agrofit, 2015). Outros métodos de controle devem ser desenvolvidos e
empregados no manejo dessa doenca. O uso de recursos naturais com atividade
antimicrobiana e até indutores de resisténcia podem ser métodos alternativos no
controle dessa enfermidade. Além disso, os produtos derivados de vegetais (6leos,
extratos e hidrolatos) tém a vantagem de ndo agredir 0 meio ambiente e a saude tanto do
agricultor como do consumidor (Souza e Resende, 2006).

Os produtos derivados de vegetais (6leos, extratos e hidrolatos) vém sendo
amplamente estudados por apresentarem em sua composicdo mdltiplas atividades,
como: inseticida, acaricida, nematicida, bactericida e fungicida. Muitos derivados
vegetais possuem substancias que podem envolver mais de um mecanismo de a¢do no
controle de doencas de plantas, como a nutricdo vegetal, atividade antimicrobiana e a
inducdo de resisténcia do hospedeiro (Franco e Bettiol, 2000; Benato et al., 2002; Carré
et al., 2002; Moreira et al., 2002; Araujo, 2014).

Celoto et al. (2011) registraram a inibicdo de 71% de crescimento micelial e
100% da germinacdo de conidios de Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx., agente
causal da antracnose na banana (Musa sp.), utilizando extrato aquoso de Momordica
charantia L. (meldo de Sdo Caetano). Venturoso et al. (2011) relataram a atividade
antifngica dos extratos bruto aquosos de alho, canela e cravo da india sobre os fungos,
Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Fusarium solani
(Snyd e Hans) e Cercospora kikuchii (Mats. e Tomoy.) Gardner.

Portanto, estudar a eficiéncia e a viabilidade do uso de produtos derivados de
vegetais para o controle alternativo de doencas de plantas € um desafio dos
pesquisadores no que tange o manejo de doencas de plantas, além de visar um sistema
agricola sustentavel. Dentro deste contexto, esse estudo teve como proposta avaliar 0s
produtos derivados de vegetais, como extratos brutos aquosos de casca preciosa (Aniba
canelilla (H.B.K.) Mez.) e pimenta longa (Piper aduncum L.), hidrolatos de pau rosa
(A. rosaeodora Ducke), macacaporanga (A. parviflora Ducke) e pimenta longa, 6leo
essencial e infusdo de pimenta longa no controle da antracnose da cebolinha, causada

por Colletotrichum spp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais sobre a cultura da cebolinha (Allium fistulosum L.)

A cebolinha (Allium fistulosum L.), pertencente a familia Alliaceae,
popularmente conhecida como cebolinha verde ou comum, € uma hortalica anual,
natural da Sibéria, semelhante a cebola, porém ndo desenvolve bem o bulbo. Na base da
haste produz um engrossamento semelhante a bulbos ovais, os quais vao formar tufos
bem fechados, onde irdo originar folhas finas de coloracdo verde-escura (Agrovel,
2015). Existe algumas cultivares de cebolinha, sendo Futonegui, Hossonegui e Todo
Ano as mais conhecidas (Filgueira, 2000).

O cultivo da cebolinha é indicado para regibes de clima ameno, com
temperaturas entre 8 e 22 °C, porém, se desenvolve bem em climas tropicais. Esta
planta necessita de solos de textura média, ricos em matéria organica, bem drenados
com pH entre 6,0 e 6,8. A colheita é realizada por meio da retirada da planta inteira que
geralmente ocorre entre 55 e 60 dias ap6s o plantio ou entre 85 e 100 dias apos a
semeadura (Filgueira, 2000).

A cebolinha é uma das principais hortalicas consumida pelos brasileiros como
condimento para elaboracdo de vérios pratos. Na regido Amazonica é muito utilizada
como condimento para o preparo de pratos a base de peixes, como, caldeiradas, um dos
pratos mais consumidos pelos amazonenses (Clemente et al., 2006). Estima-se que em
2013, o Estado do Amazonas produziu 142.747,50 mil magos de cebolinha da cultivar
Todo Ano, em 256,94 hectares, sendo cultivada principalmente por produtores da
agricultura familiar (IDAM, 2014).

Como toda cultura, a cebolinha também € suscetivel as doencas que podem
causar danos e prejuizos significativos ao produtor, como a podriddo mole, que €
provocada por Pectobacterium carotovorum subsp. Caratovorum (Jones) Hauben et al.
Apos a infeccdo por essa bacteéria, rapidamente o tecido amolece, apodrece e € invadido
por micro-organismos saproéfitas. O bulbo da planta apresenta forte impregnacdo de
odor fétido. Geralmente essa doenca esta associada ao manejo inadequado de irrigagdo
(Wordell Filho et al., 2008).

Entre as doencgas causadas por fungos, trés apresentam importancia relevante a
cultura. A mancha puarpura causada por Alternaria porri (Ell.) Cif., que secreta um
pigmento de coloragdo parpura ante da infeccdo, posteriormente infectam as folhas,
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manifestando-se pequenas manchas esbranquicadas, amareladas e ovuladas, que podem
expandir em condigdes de alta umidade (Araujo et al., 2012). As infeccGes que afetam o
pseudocaule podem alcancar o bulbo e provocar o apodrecimento do mesmo. As lesfes
maiores no centro da folha e na haste floral causam a dobra e a quebra das mesmas.
Essa doenca pode provocar perdas de até 50 % da producédo (Araujo et al., 2012).

A queima das pontas, incitada pelo fungo Botrytis squamosa (J. Walker),
apresenta pequenas manchas isoladas sobre a lamina foliar, com dimensdes de um a trés
milimetros e manifesta halos prateados na ponta das folhas, o resto do tecido permanece
verde (Wordell Filho et al., 2008). As manchas pequenas podem aumentar de tamanho,
permanecendo isoladas, porém, quando em alta densidade, causam o ressecamento da
folha ou, em condicBes favoraveis, a doenca evolui rapidamente, em forma de queima
descendente da folha (Wordell Filho et al., 2008). A queima das pontas provocado por
B. squamosa e facilmente confundida com as lesbes causadas por fitotoxidez de
agrotdxicos e danos mecanicos, o que dificulta sua identificacdo (Wordell Filho et al.,
2008).

Por ultimo a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum cicirnans e C.
gloeosporioides Penz. (Sacc.), conhecido por apresentar lesées nas folhas, com circulos
concéntricos, alongados com margem marrom clara deprimida, sendo perceptivel a
aparicdo de pequenos pontos pretos (acérvulos) distribuidos nesses circulos

concéntricos (Kim et al., 2008; Resende e Fancelli, 1997).

2.2. Antracnose na familia Alliaceae

A antracnose € uma doenca de clima tropical e sub-tropical favorecida por
frequentes precipitacdes, que causam impactos econdmicos significativos em varias
regides produtoras, por diminuir a qualidade e, consequentemente, provocar perdas no
valor comercial de até 100% (Resende e Fancelli, 1997). A enfermidade na cebola
(Allium cepa L.) teve seu primeiro relato no Brasil em 1931, sendo que, a partir de 1960
até 1964 surgiram os primeiros relatos de epidemias (Boff, 1993). Na ocasido estudos
sobre a etiologia da doenga a qual apresentou um complexo quadro sintomatoldgico
foram iniciados. Desde entdo, essa enfermidade vem sendo relatada na maioria das

regides produtoras de cebola do Brasil, embora de ocorréncia esporadica e localizada



(Wordell Filho et al., 2008).

Os sintomas mais frequentes da antracnose na cebolinha (Allium fistulosum L.),
no alho (Allium sativum L.) e na cebola € o tombamento. A infeccdo nos primeiros
meses pode também induzir o retorcimento foliar, deixando o pesco¢o mais endurecido
e de cor verde clara, conhecido como “mal das sete voltas” (Resende e Fancelli, 1997).
Caso a infeccdo ocorra mais tarde pode haver reducdo da parte aérea e emissdo de novas
raizes, fazendo com que haja o rompimento das escamas dos bulbos proximos a coroa e

tornando-os mais frageis no armazenamento (Wordell Filho et al., 2008).

2.3. Aspectos e caracteristicas de Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum, agente causal da antracnose em diversas plantas
incluindo as Alliaceas, pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Phyllachorales
(Sutton, 1992, Alexopoulos et al., 1996; Agrios, 2005). Ha varias espécies desse género
que sdo denominadas de acordo com o nome do hospedeiro: Colletotrichum
guaranicola, C. musae e C. graminicola. Algumas espécies de Colletotrichum s&o mais
especificas a determinados hospedeiros, como C. lindemuthianum em feijdo (Phaseolus
vugaris L.) e C. musae em frutos de bananeira (Musa paradisiaca L.). Existem outras
espécies que sdo polifagas, como C. gloeosporioides e C. acutatum que podem infectar
uma gama de hospedeiros (Menezes, 2002).

Este fungo pode ser encontrado nas formas saprofiticas e patogénicas e é
responsavel por provocar o sintoma da antracnose, doenca que causa danos a economia
de ocorréncia em uma ampla gama de hospedeiros (Menezes, 2002). As plantas estdo
expostas a essa doenca em todas as fases de desenvolvimento e o patdgeno pode ser
disseminado de uma planta para outra por meio de inimeros agentes do ambiente (Bo et
al., 2012). As sementes infectadas podem disseminar o patdgeno de uma area para outra
e, quando semeadas, podem infectar as plantulas, induzindo sintomas de damping-off de
pré e pos-emergéncia (Amorim et al., 2011).

Para invadir o tecido hospedeiro, este fungo utiliza estratégias que variam de
hemibiotroficos intracelular a necrotroficos subcuticular, ja& que apresenta em seu
desenvolvimento estruturas especializadas (apressorios) (Amorim et al., 2011). Com o

processo de colonizagdo nos tecidos da planta afetada, surgem os sintomas de



antracnose, visiveis em folhas, inflorescéncias e frutos, sendo a doenca mais severa em
regibes tropicais e subtropicais (Bo et al., 2012).

Colletotrichum spp. apresentam células conidiogénicas agregadas em
conidiomas (acérvulos), como, também, ramificacdes laterais do micélio. As setas e
células condiogénicas sdo homologas (Lins et al., 2007). Em determinadas condi¢des do
ambiente, as setas podem produzir conidios na sua extremidade, pois existem setas
férteis e com funcdo semelhante a de um conidi6foro fialidico (Holliday; 1980; Gunnell
e Gubler, 1992; Alexopoulos et al., 1996; Lins et al., 2007).

Os conidios variam de curvados a retos, cilindricos, de apice obtuso ou néo e
base truncada. Sdo produzidos nos acérvulos, envolvidos por uma matriz gelatinosa
(coloracdo que varia de rosa alaranjado, amarelo ou hialino) constituida de
polissacarideos e proteinas sollUveis em agua. Essa matriz protege os conidios da
dissecacdo, aumenta a eficiéncia de germinacao e penetracdo no tecido hospedeiro . Os
conidios ndo constituem estruturas de sobrevivéncia, porque sua viabilidade diminui
rapidamente. Entretanto, o micélio pode permanecer vidvel por longo periodo, em
sementes infectadas, restos de cultura ou infecgdes latentes (Mishra e Siradhana, 1979).
A disseminacdo dos conidios da-se especialmente pelo vento e respingos de chuva,
animais, insetos e ferramentas de trabalho contaminadas (Tavares, 2004; Sales Junior et
al. 2004).

A germinacdo dos conidios ocorre somente na presenca de agua livre ou em
elevada umidade. Na extremidade do tubo germinativo do conidio ha formacdo de
apressorio, estrutura que pode ser produzida na extremidade de hifas do micélio.
Durante a formacao do apressorio ha sintese de proteinas requeridas para a producao de
melanina que confere a cor escura (castanha) da estrutura, tornando-o infectivo. Em
geral, os apressorios sdo resistentes as condi¢BGes adversas do ambiente, atuando como
6rgdo de sobrevivéncia. No processo de infeccdo, o apressorio adere a superficie do
hospedeiro por meio de uma mucilagem hemiceluldsica, este emite hifas de penetracdo
e colonizacdo do tecido. Além das propriedades de sobrevivéncia, adesdo e infec¢do do
hospedeiro, os apressorios podem germinar dando origem a outros apressorios em
cadeia. Um simples tubo germinativo, também, proporciona potencial para producéo de
conidios fialidicos na sua extremidade (Menezes e Hanlin, 1996).

As colbnias de Colletotrichum spp. variam de coloracdo dependendo da espécie
ou podem variar de cor sendo da mesma espécie, geralmente apresentam cores de

micélio que variam de branco a cinza clara a cinza escuro, de amarelo a creme a rosa
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amarelado, normalmente possuem micélio aéreo (Tavares, 2004). Segundo Cruz (2014),
colonias de Colletotrichum spp. oriundas de folhas de guaranazeiro, apresentaram
coloragéo branca a creme amarelada (verso) e amarelo a creme amarelada (reverso),
com poucos setores e sem microesclerodios. A maioria das colbnias apresentaram
micélio baixo, liso e escarso ou coridceo, com reverso de coloracdo branca a creme
amarelada. Porém, outras col6nias também isoladas de folhas de guaranazeiro,
apresentaram caracteristicas distintas quanto a morfologia, com micélio aéreo mais
denso e cotonoso, de coloracdo branco acinzentado a cinza claro (verso) e branco a
cinza escuro (reverso), indicando espécies distintas. Aspectos semelhantes foram
descritos por Tozze Junior, (2012) para C. gloeosporioiodes e por Moriwaki et al.,
(2003), para C. boninense. Esse género é muito heterogéneo em meio de cultura,

especialmente quanto as caracteristicas miceliais (Tavares, 2004).

2.4. ldentificacéo de Colletotrichum spp.

Devido a alta plasticidade genética e grande dependéncia de fatores ambientais,
0s agentes patogénicos estdo sujeitos a constantes mudancas fisica-morfoldgicas e no
comportamento patogénico (Michereff, 2000). Além disso, 0 uso da especificidade
hospedeira para propdsito de identificacdo pode levar o pesquisador a negligenciar a
diferenca genética, altamente relevante, especialmente em relacdo a isolados do agente
da antracnose, uma vez que taxons, como C. acutatum, C. gloeosporioides, C.
graminicola e outros, podem infectar uma ampla variedade de plantas hospedeiras
(Sutton, 1992). Todavia, a identificacdo e caracterizacdo de espécies de Colletotrichum
tem se baseado principalmente nas diferencas das caracteristicas morfoldgicas, tais
como cor das coldnias, tamanho e forma dos conidios e apressorios, temperatura ideal
para o crescimento, taxa de crescimento, presenca ou auséncia de cerdas e existéncia do
teleomorfo Glomerella (Baxter et al., 1983; Sutton, 1992). Porém, as distin¢Ges entre
especies de Colletotrichum baseadas nessas caracteristicas atualmente é confusa,
necessitando de informagdes detalhadas sobre determinado isolado fitopatogénico.

No trabalho realizado por Bueno et al. (2005) foi constatada a variabilidade
morfoldgica de conidios de C. acutatum e C. gloeosporioides isolados de pimentdo,
pimenta e jild. Os autores relataram distingdes significativas nas dimensdes e formato
de conidios produzidos por um isolado monosporico por causa das condigdes de cultivo
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(substrato, temperatura e fonte de luz). Portanto, foi constatado que essas duas espécies
ndo podem ser distinguidas unicamente com base no tamanho e formato dos conidios.
Com isso, os cultivos dos isolados em meios artificiais, visando a identificacdo em nivel
de espécie, neste complexo grupo do Colletotrichum ressaltam a falta de informacdes
nos estudos realizados com carater de identificar espécies somente com as
caracteristicas morfolégicas e culturais (Sutton, 1992; Bezerra e Menezes, 2007; Tozze
Junior e Massola Janior, 2007). Além disso, 0os marcadores moleculares estdo sendo,
atualmente, ferramentas importantissimas no auxilio da identificacdo de espécies de
Colletotrichum (Talhinhas et al., 2002; Sharma et al., 2005; Andrade et al., 2007).

Devido a taxonomia de Colletotrichum ser confusa, tanto para as espécies
anamorficas quanto para as teleomdrficas (Glomerella), o uso combinado de
ferramentas moleculares com as técnicas morfoldgicas tradicionais é, atualmente, uma
abordagem adequada para o estudo de complexos de espécies de Colletotrichum
(Pilleggi et al., 2009). O uso de marcadores moleculares tem facilitado a caracterizacéo
e diferenciacdo genética entre individuos e populacdes de Colletotrichum (Rojas-
Martinez et al., 2008; Barguil et al., 2009; Nguyen et al., 2009; Gupta et al., 2010;
Torres-calzada et al., 2011; Figueiredo et al., 2012; Lima et al., 2012; Assis et al.,
2013). Contudo, alguns estudos demonstram contradi¢Ges entre critérios morfoldgicos e
moleculares para identificacdo de espécies desse género (Afanador-Kafuri et al., 2003;
Serra et al., 2011), assim, sdo necessarios mais estudos para aperfeicoar a identificacdo
pelo uso combinado das técnicas moleculares com as morfolégicas tradicionais.

Atualmente, diversos marcadores moleculares tém sido utilizados, os quais
permitem uma ampla caracterizacdo do polimorfismo genético existente em diferentes
espécies de Colletotrichum. As técnicas que utilizam marcadores de DNA sdo mais
competentes para a caracterizacdo de isolados e suas populacbes, pois mostram
diretamente a diferenca genética, ndo estando sujeitas a influéncias do ambiente, nem
sofrendo variagdes em funcéo do estagio de desenvolvimento do organismo ou do tipo
de tecido utilizado (Puterka et al., 1993). Assim, os marcadores moleculares sdo Gteis na
avaliacdo de niveis de diversidade genetica e relagdes filogenéticas intra e
interespecificas e também para caracterizar linhagens (Martin e Figueres, 1999). Além
disso, técnicas que utilizam ferramentas moleculares propiciaram grandes avangos na
taxonomia e na caracterizacao de fungos fitopatogénicos.

Nos ultimos anos, diferentes técnicas de genotipagem tém sido utilizadas para

resolver problemas taxonémicos tais como: RFLP (Restriction Fragment Length
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Polymorphism ou Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos obtidos por corte da
fita dupla de DNA), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou DNA
Polimorfico Amplificado ao Acaso), e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism ou Polimorfismo por Comprimento de Fragmento Amplificado) (Louws
et al., 1999; Soll, 2000). Estas técnicas levam em consideracdo as informacdes
distribuidas em todo o genoma de um organismo e geralmente permitem discrimina-los
em nivel de espécies e racas. A técnica de PCR (criada na década de 80) foi
disseminada nos varios campos da biologia (Mullis e Faloona, 1987; White et al.,
1989).

Os genes do DNA que codificam o RNA ribossdmico (genes 18S, 5,8S e 28S)
apresentam-se em grupo. Internamente os genes 18S, 5,8S e 28S sdo separados por duas
regibes chamadas de ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer ou Espacador Interno
Transcrito), estas sdo transcritas e modificadas para dar origem ao RNA ribossémico
maduro. Esse grupo génico aparece repetido centenas de vezes no genoma fungico,
separados por espacos intergénicos ndo transcritos (IGS). Esses grupos apresentam
algumas regiGes bem conservadas e outras variaveis, com isso tem-se possibilitado a
analise de variacdo de distintos niveis taxonémicos (Hibbet, 1992; Ganley e Scott,
2002; Zaha et al., 2003).

A regido 18S é a mais conservada e é apontada para comparacdo de organismos
que encontram-se relacionados com certas distancias e a regido 28S é mais variavel, é
indicada para comparar diferentes géneros ou diferentes espécies (White et al., 1990). A
partir de DNA total extraido de tecidos congelados de Livistona chinensis, Guo et al.
(2001) sequenciaram fragmentos amplificados, com iniciadores universal e especifico
para fungo (do gene 5,8S e das regides espacadoras ITS1 e ITS2 do rDNA). Analises
filogenéticas com méaxima parcimonia e consulta ao GenBank e EMBL, indicaram que
seis sequéncias clonadas tinham origens distintas e cinco sequéncias (P1-9, P2-6, P4-4,
P4-5 e P4-7) eram de fungos e a sequencia P3-2, pertencia a plantas.

Entre espécies fungicas, sequéncias de DNA frequentemente mostram
polimorfismo. A regido ITS do rDNA sdo promissoras para a diferenciacdo de uma
espécie e exclusdo das demais (Bueno, 2005). Iniameros oligonucletideos foram criados
como espécie-especifico, usando como referéncia as sequéncias de nucleotideos da
regido ITS do rDNA, e podem ser utilizados a técnica de PCR para identificagdo de
espécies de Colletotrichum (Munaut et al., 2002). Foram identificados alguns pares de

oligonucleotideos, Calnt2/ITS4 e CgInt/ITS4 para a identificacdo e diferenciacdo de
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especies de Colletotrichum, tais quais, C. acutatum e C. gloeosporioides (Mills et al.,
1992; Sreenivasaprasad et al., 1996b). Os pares de oligonucleotideos Calnt2/ITS4 e
CgInt/ITS4 ja foram utilizados em estudos que objetivaram a identificacdo de espécies
de Colletotrichum de diversos hospedeiros: mamoeiro (Carica sp.), pessegueiro (Prunus
sp.), maracujazeiro (Passiflora sp.), amendoeira (Terminalia sp.), abacateiro (Persea
sp.), mangueira (Mangifera sp.), goiabeira (Psidium sp.) e morangueiro (Fragaria sp.).
Hé& pares de oligonucleotideos especificos CcINF1/Cc2NR1 para C. coccodes e pares
de oligonucleotideos especificos CclInt/ITS4 para C. capsici (Brown et al.,, 1995;
Adaskaveg e Hartin, 1997; Peres et al., 2002; Cullen et al., 2002; Afanador-Kafuri et
al., 2003; Tozze Junior et al., 2004; Bueno, 2005; Andrade et al., 2007).

O sequenciamento de genes conservados seguindo a filogenia multilocus é
atualmente a técnica mais utilizada, pois compara especime-tipo e linhagens mais
estreitamente relacionadas promovendo melhor entendimento do relacionamento dentro
do género Colletotrichum ( Cai et al, 2009; Damm et al, 2012). Além da regido ITS,
varios outros genes vem sendo utilizados nas analises multilocus para identificagcdo de
espeécies de Colletotrichum estreitamente relacionadas dentro de complexos de espécies,
como ACT (actina), tub 2 (B-tubulina), CAL (calmodulina), GS (glutamina sintetase),
Quitina sintase (CHS-1) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (Prihastuti
et al., 2009; Damm et al., 2012; Weir et al., 2012).

2.5. Controle da antracnose em cebolinha (Allium fistulosum)

No Brasil, ndo existe produto quimico registrado no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle da antracnose na cebolinha. Mas
existe uma vertente, citada no site da Agrofit (www.agricultura.gov.br, 2015), conforme
Portaria n° 10 (08.03.85)/ D.O.U. (14.03.85), Portaria n° 685 (27.08.98)/ D.O.U.
(28.08.98), republicada em (24.09.98), Resolugédo - RE n° 347 (16.12.02)/ D.O.U.
(31.12.02), aprova o Regulamento Técnico: "Principios Gerais para o Estabelecimento
de Niveis Maximos de Contaminantes Quimicos em Alimentos" e seu Anexo: "Limites
Maximos de Tolerancia para Contaminantes Inorganicos”. Atualizado de acordo com as
monografias de produtos agrotoxicos da ANVISA no dia 01/12/2005, respaldando a
aplicacdo na parte aérea da cultura de qualquer hortali¢ca, incluindo a cultura da
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cebolinha, os defensivos hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre, 0xido cuproso e
sulfato de cobre (Agrofit, 2015). Em relacdo a estudo sobre controle bioldgico, ndo foi
encontrado trabalhos abordando esse patossistema. O mesmo também pode ser

estendido para o controle alternativo com produtos derivados de vegetais.

2.6. Controle alternativo de fitopatogenos utilizando produtos derivados de
vegetais

A maioria dos estudos envolvendo derivados de produtos vegetais no controle de
doencas de plantas € em nivel de laboratorio. Estudos realizados por Celoto et al. (2011)
resultaram em 71% de inibicdo do crescimento micelial e em 100% na germinagdo dos
conidios de C. musae utilizando extrato aquoso proveniente de folhas e ramos de meldo
de Sdo Caetano (Mormodica charantia L.). Venturoso et al. (2011) constataram
inibicdo de 100% do crescimento micelial de diversos fungos entre eles Colletotrichum
sp. utilizando extrato de cravo da india (Syzygium aromaticum L. Merr. e L.M. Perry).
Rozwalka et al. (2008) mencionam que o extrato aquoso e o 6leo essencial de cravo da
india inibiram em 100% o crescimento micelial de C. gloeosporioides isolado de
goiabeira (Psidium guajava L.) no periodo de p6s-colheita.

Shafique et al. (2007) verificaram que o extrato aquoso de folhas de cinamomo
(Melia azedarach L.) reduziram a incidéncia de Alternaria alternata (Fr.) Keissl de
53% para 37%. Kuhn et al. (2006) observaram total inibicdo do crescimento de
Xanthomonas sp. proveniente de Maniva sp., quando submetida ao extrato de acafrdo da
terra (Curcuma longa L.). Estudos realizados por Shafique et al. (2005) mostraram a
eficiéncia de 100% no controle de patgenos ao desinfetar sementes de milho durante
20 minutos com o extrato vegetal de cinamomo. Bonaldo et al. (2004) verificaram que
0 extrato bruto aquoso de eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook) inibiu 75% da
germinacdo de conidios de C. lagenarium (Pass.) Ell. e Halst., agente causal da
antracnose em pepino (Cucumis sativus L.).

Incipientes sdo estudos que abordam controle alternativo de doencas de
importancia econdmica na agricultura, em condigdes de campo, com produtos vegetais
(extratos, 0leos e hidrolatos). Dentre eles, o trabalho realizado por Araujo et al. (2012)
resultaram na reducdo de 70 % de severidade da mancha parpura em cebolinha, causada

por A. porri, quando aplicado extrato de Ulva fasciata; Rodrigues et al. (2007)
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avaliaram o efeito do extrato de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) no controle de
Sclerotimia sclerotiorum (Lib.) de Bary e concluiram que pode ter ocorrido tanto por
atividade antimicrobiana direta quanto pela ativacdo de mecanismos de defesa da planta.
E importante ressaltar que os crescentes esforcos e estudos que buscam a insercéo de

meios alternativos de controle no manejo de enfermidades sdo intermitentes.

2.7. Pimenta longa (Piper aduncum L.) como biodefensivo agricola

Piper aduncum L., conhecida como pimenta longa ou pimenta de macaco,
pertence a familia Piperaceae (Lorenzi e Matos, 2008), nativa da Amazonia, bem
adaptada aos solos pobres da regido (Fazonlin et al., 2006). A espécie contém diversos
compostos secundarios como o éter fenilico, dilapiol, terpinen-4-ol, piperitone, pineno,
termineno, linal, terpinol, safrol, miceno e cardinal. Contudo, o dilapiol é a principal
substancia encontrada no 6leo desta Piperaceae, cujo teor depende da variedade da
espécie, sendo que a concentracdo pode variar de 31% a 97% em relacdo aos outras
substancias presentes nessa familia (Maia, 1998). Ndo obstante, € uma das espécies
vegetais que vem despertando interesse sobre seus efeitos nas areas médica e agricola,
direcionada no controle de pragas e patdgenos, pois tem apresentado acdo inseticida,
acaricida, nematicida, bactericida e fungicida (Bastos, 2011).

Alguns estudos realizados com OGleo essencial apresentaram resultados
promissores na inibicdo de crescimento micelial. Bastos e Silva (2002), Bastos e
Poltronieri (2005) e Bastos e Benchimol (2006) relataram 100% de inibicdo no
crescimento micelial de isolados de Colletotrichum spp. isolados de diversas espécies
de plantas, como gravioleira (Annona muricata L.), bastdo do imperador (Etlingera
elatior (Jack) R. M. Smith), maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa), cajueiro
(Anacardium occidentale), bananeiras (Musa sp.) e pimenteira (Piper sp.). Em outro
trabalho, Bastos e Albuquerque (2004) constataram que o melhor resultado de controle
da podriddo dos frutos de Musa sp., causada por C. musae, foi obtido com o 6leo na
concentracéo de 1%, semelhante ao resultado obtido com fungicida benomil. Por meio
de analises fotoquimicas, Orjaba et al. (1989) identificaram C-glicosilflavonas,
propiofenonas e derivados de acido benzoico, do 6leo essencial da pimenta longa, como

provaveis substancias com agdo antimicrobiana.
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2.8. Importéancia econdémica e potencial de pau rosa (Aniba rosaeodora Ducke),
casca preciosa (Aniba canelilla (H.B.K.) Mez.) e Macacaporanga (Aniba parviflora
Ducke) no controle de micro-organismos

Pau rosa (Aniba rosaeodora (Ducke), casca preciosa (Aniba canelilla (H.B.K.)
Mez.) e Macacaporanga (Aniba parviflora Ducke) séo arvores da familia Lauraceae.
Nativas da Regido Amazonica, amplamente distribuidas nas matas pluviais do interior
da Guiana Francesa no leste, ao longo das Guianas, Venezuela e Colémbia até a
Amazodnia (Oger et al., 1994). Seus derivados vegetais sdo utilizados como cosméticos,
perfumes caseiros e sprays para aromatizar ambientes. O 6leo essencial puro € usado na
odontologia e no tratamento de alergias. As folhas séo utilizadas pelas lavadeiras a beira
dos rios da Amazonia, para a Ultima &gua de enxague das roupas, o que Ihe confere um
aroma especial de limpeza (Oger et al., 1994).

A madeira de pau rosa possui aroma que lembra a rosas e o 6leo essencial é
constituido na maior parte por linalol. Andlises do 6leo essencial mostraram que o
linalol apresenta em alta concentracdo na madeira (85%) e nas folhas (81%). Este e seus
ésteres, como o acetato de linalila sdo matérias odoriferas de cheiro intenso e agradavel.
O oleo € bastante usado em perfumaria para produtos de fragrancias florais e pode ser
aplicado em detergentes e sabfes. Desde o inicio do século XX a inddstria de
perfumaria e cosméticos vem utilizando este 6leo, que hoje é vendido por US$80 kg™,
sendo os principais compradores do dleo os Estados Unidos e Europa. Podemos citar
empresas como a francesa Chanel, que utiliza o 6leo na producdo dos seus perfumes
(Hydrosols, 2014).

O oleo essencial além de ser utilizado na perfumaria, também, tem sido alvo de
pesquisas para controlar diferentes micro-organismos (fungos e bactérias) de interesse
médico e causadores de doencas de plantas (Hammer et al., 1999; Simic et al., 2004;
Scorzoni et al., 2007). Estudos realizados por Souza et al. (2007) constataram oObitos de
todas as larvas de Artemia franciscana Kellogg, em 10 minutos apos a aplicagéo do 6leo
essencial e hidrolato de pau rosa na concentracéo de 25% e 50%, respectivamente.

A arvore de casca preciosa fornece madeira de étima qualidade, apropriada para
mobiliario e construcdo civil e as suas cascas e folhas sdo muito utilizadas na medicina
popular (Silva, 1997). O cha das cascas e folhas é empregada contra o artritismo,
esgotamento nervoso como redutora da albumina do sangue, para hidropsia, catarro

crénico, sifilis, leucorréia, aerofagia, males do coracdo e para amenizar a dor apos a
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extracdo de dentes, sendo ainda considerado anti-anémico, anti-espasmadico, digestivo,
eupéptico e estimulante (Silva, 1997). J& o 6leo essencial é usado contra acnes,
dermatites, febre, infec¢bes diversas e ferimentos (Mors et al., 2000). Possiveis
aplicacdes em cosméticos sdo sugeridas pelo seu uso etnobotanico (Maia et al., 2000).
Devido ao aroma de canela é usado como condimento (Mors et al., 2000). O odor do
6leo essencial da preciosa, semelhante ao da canela, fez com expedicdes portuguesas e
espanholas, apos o descobrimento do Brasil, penetrassem na regido amazo6nica em busca
dessa especiaria (Silva, 1997).

Os tecidos vegetais possuem composicdo de eugenol, linalol, metileugenol,
anabasina, anibina e tanino (Lorenzi e Matos, 2008). O principal componente do éleo
essencial, tanto do tronco quanto das folhas de A. canelilla é o 1-nitro-2-feniletano, uma
molécula rara em produtos naturais, derivada da fenilalanina. O déleo da madeira
apresenta rendimento de 0,7-1,0% e consistem de eugenol (5%), metil eugenol (15%) e
1-nitro-2-feniletano (80%) (Maia et al., 2000). A andlise de cromatografia do 0leo
essencial das folhas apresentou a seguinte composi¢do quimica: a-pineno, B-pineno, -
felandreno, B-cariofileno, B-sesquifelandreno, p-cimeno, linalol, 1-nitro-2-feniletano, a-
copaeno e espatulenol (Maia et al., 2000; Lorenzi e Matos, 2008). Sesquiterpenos no
6leo essencial das folhas, bem como a presenca de moléculas precursoras da biossintese
de 1-nitro-2- feniletano como benzonitrila, benzoacetaldeido e benzoacetonitrila,
também foram identificados. O O6leo essencial das cascas apresentou os alcaldides
benziltetrahidroisoquinolina, tetrahidroprotoberberina, noranicanina, anicanina, canelila,
norcanelilena, norcanelilina, canelilina, canelilinixina (Lorenzi e Matos, 2008; Taveira
et al., 2003; Oger et al., 1994). Nao foram encontrados na literatura trabalhos que
relatem o uso dessa planta no controle de fitopatdgenos. Apesar de apresentar em sua
composicdo compostos com acdo antimicrobiana como, por exemplo, 0 componente
majoritario do 6leo essencial, 1-nitro-2-feniletano altamente toxica a Candida albicans
(Robin) Berkhout (Maia et al., 2000).

Analises fitoquimicas realizadas nos tecidos da macacaporanga possuem
composicao de eugenol, metileugenol, anabasina, anibina, tanino e o linalol (composto
majoritario) (Lorenzi e Matos, 2008). No entanto, ndo ha relatos na literatura do uso
dessa planta no controle alternativo de doencas na area agricola. Contudo, seria
interessante investigar a acdo antimicrobiana dos derivados vegetais de plantas dessa
espécie, pois apresenta compostos semelhantes ao do pau rosa e da casca preciosa, na

sua composicao quimica.
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2.9. Caracteristicas gerais de 0leos essenciais e as principais formas de extracéo

As substdncias odoriferas em plantas possuem funcbes ecoldgicas,
especialmente como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na
atracdo de polinizadores, na protecdo contra a perda de dgua e aumento da temperatura,
entre outras (Craveiro et al., 1986; Harbone et al., 1993). Os Gleos essenciais também
chamados de 6leos volateis sdo produtos obtidos de partes de plantas através, sobretudo,
de destilacdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por
expressao dos pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis lipofilicas geralmente odoriferas e liquidas. Sua principal
caracteristica é a volatilidade, diferindo-se, assim, dos Oleos fixos, mistura de
substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (Craveiro et al., 1986; Harbone et
al., 1993).

A maioria dos Gleos essenciais é constituida de derivados de terpendides ou de
fenilpropandides (Craveiro et al., 1986). Os terpendides sdo derivados de unidades do
isopreno e os fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico, que forma as
unidades basicas dos acidos cindmico e p-cumarico. Tais compostos sdo metabolitos
secundarios que tém a sua origem explicada a partir do metabolismo da glicose
(Craveiro et al., 1986; Harbone et al., 1993).

Os oOleos essenciais podem estar estocados em certos érgdos, tais como nas
flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes. Embora
todos os 6rgdos de uma planta possam acumular éleos essenciais sua composicao pode
variar segundo a localizacdo (Harbone et al., 1993). A composi¢do quimica dos 6leos
essenciais pode ser afetada pelas condi¢cbes ambientais. J& que, um individuo cultivado
numa regido chuvosa pode apresentar composicao quimica diferente de outro individuo
da mesma espécie cultivado em uma regido seca (Simdes et al., 2003).

Os métodos de extracdo variam conforme a localizacdo do oleo essencial na

planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo, 0s mais comuns sao:
a) Enfleurage: é empregado para extrair 6leo essencial de pétalas de flores. As pétalas
sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura, durante certo
periodo de tempo. Em seguida, essas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a
saturacdo total, quando a gordura é tratada com alcool. Para obter-se o 6leo essencial, 0
alcool é destilado a baixa temperatura e o produto possui alto valor comercial (Simdes
et al., 2003).
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b) Extracdo com solventes organicos: o0s Oleos essenciais sdo extraidos,
preferencialmente, com solventes apolares que, entretanto, extraem outros compostos
lipofilicos, alem dos 6leos essenciais. Por isso, 0s produtos assim obtidos raramente
possuem valor comercial (Degani et al., 1998).

c) Extragéo por CO> supercritico: esse método permite recuperar oS aromas naturais de
vérios tipos de 6leos essenciais, bem eficiente. E o método ideal para extracio industrial
de 6leos essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o
mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO; ¢
primeiramente liquefeito através de compressdao e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o0 CO> atinge um quarto estado, no
qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucdo é elevada
como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO; retornar ao estado
gasoso, resultando na sua total eliminacdo, produto final com alto valor comercial
(Degani et al., 1998).

d) Arraste por vapor d’agua: para a extracdo de dleos vegetais é utilizado o principio da
hidrodestilacdo que consiste em evaporar uma mistura de vapor d’agua e componentes
volateis presentes na matéria vegetal, em contato direto com agua quente. Para esse
procedimento, utiliza-se o aparelho de Clevenger, o qual usa de um sistema de arraste
por vapor de 4gua. A agua e a planta sdo aquecidas em um recipiente de fundo redondo
sobre uma manta aquecedora, ao atingir o ponto de ebulicdo, retira o 6leo que esta entre
as células do material vegetal. Junto com os vapores de agua, cujos volateis sdo
direcionados ao condensador que vai para o tubo de resfriamento, para que o 6leo seja
coletado em um recipiente. Como Oleo possui densidade diferente a agua, este
normalmente fica concentrado sobre a camada de &gua, podendo ser facilmente
separado. Apos a separacdo do 6leo, a agua residual (hidrolato) (Koketsu e Gongalves
1991).

O hidrolato é uma solucdo aquosa (agua da destilacdo), apresenta em sua
composicgdo, baixo teor de 6leo volatil. Esse baixo teor de 6leo é o suficiente para que
possa apresentar um forte aroma (Hydrosols, 2014). Segundo Souza et al. (2007), os
hidrolatos ndo apresentam importancia econdmica. As empresas de extracdo de Oleo
descartam os hidrolatos diretamente no ambiente, causando danos aos ecossistemas
onde essas atividades industriais sdo realizadas. Estes hidrolatos podem causar
problemas ao meio ambiente. Contudo, é interessante investigar se os hidrolatos

(produto nédo explorado) possam ter efeitos no controle da antracnose em cebolinha.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de extratos bruto aquosos de casca preciosa (Aniba
canelilla) e pimenta longa (Piper aduncum), hidrolatos de pau rosa (A. rosaeodora),
macacaporanga (A. parviflora) e pimenta longa, 6leo essencial e infusdo de pimenta
longa no controle da antracnose foliar causada por Colletotrichum sp. em cebolinha

(Allium fistulosum).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar morfologica e molecularmente os isolados de Colletotrichum spp.;

- Avaliar o efeito dos produtos derivados de vegetais na inibicdo da germinacdo de
conidios dos isolados de Colletotrichum spp.;

- Avaliar o efeito dos produtos derivados de vegetais na incidéncia e severidade da
antracnose em cebolinha;

- Estimar o crescimento e o nimero de folhas da cebolinha sob o efeito dos produtos

derivados de vegetais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento e identificacdo por caracteristicas morfologicas e molecular dos
isolados de Colletotrichum spp. oriundos de cebolinha (Alllium fistulosum L.)

4.1.1. Local de coleta das espécies de Colletotrichum spp.

As amostras com lesdes de antracnose foliar em cebolinha foram coletadas em
sitios de comunidades de produtores rurais dos municipios de Iranduba, Manacapuru e
da Estacdo de Hortalicas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) em
Manaus (Tabela 1).

Os isolamentos dos fungos foram realizados nas alocacGes do Laboratorio de
Fitopatologia do INPA. O isolamento foi por meio do método direto, com ajuda de
agulha histoldgica flambada, massa de conidios representada por pontos de coloracéo
alaranjada e acérvulos na superficie da lesdo foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (Batata + Dextrose + Agar) e incubadas sob luz
fluorescente, com fotoperiodo de 12 h em temperatura de 25 = 2 °C. Apds o
crescimento das col6nias, fragmentos de micélio contendo estruturas do fungo, foram
preservados pelo método de Castellani (Alfenas e Mafaia, 2007). Para isso, cinco discos
de micélio com 5 mm de diametro foram transferidos para frascos de vidro de 13 mL
contendo 5 mL de agua destilada estéril. Em seguida, os isolados foram armazenados na
Colecdo de Micro-organismos de Interessse Agrossilvicultural do INPA, registrados
como: INPA 1809, INPA 2743, INPA 2770 e INPA 2774.

4.1.2. Obtencao de culturas monospdricas

As culturas monosporicas foram obtidas por meio da retirada de pequenas
porcdes da mucilagem alaranjada de culturas com 10 dias de idade, raspadas com al¢a
de platina e transferidas para um microtubo de 2,0 mL contendo 0,5 mL de agua
destilada e esterilizada. A partir, de entdo, foi preparada uma suspensdo de conidios na
concentracéo de 400 conidios mL™, da qual aliquotas de 40 pL foram transferidas para
placas de Petri contendo Agar-Agua (2%). Ap6s 12 h de incubac&o a 25 °C, a superficie
do meio foi observada em microscopio de luz, sob objetiva de 10x. Para cada isolado,
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trés conidios germinados foram transferidos para as novas placas contendo meio de
cultura BDA. Apds o crescimento, selecionou-se uma colénia tipica do patégeno para
preservacao e futuros estudos.

4.1.3. Caracterizacdo morfocultural de isolados de Colletotrichum spp.

A caracterizacdo cultural foi realizada cultivando-se os isolados monosporicos
de Colletotrichum sp. em trés meios de cultura BDA, Aveia-agar e Synthetic nutrient-
poor-agar (SNA), conforme a metodologia de Leslie e Summerell, (2006). Para a
elaboracdo do meio BDA, ferveu-se 250 g de batata em 1 L de agua destilada (até o
amolecimento da batata), utilizou-se apenas o caldo (a batata foi descartada), este foi
filtrado em peneira de cozinha comum. Apds, o caldo foi fracionado, de 1 L para 250
mL de caldo postos em quatro erlenmeyers de capacidade de 500 mL. Nestes, foram
acrescentados 5 g de dextrose e 5 g de agar. Os erlenmeyers foram devidamente
lacrados e autoclavados por 30 min a 121 °C.

Para a elaboracdo do meio Aveia, em fogo brando realizou o cozimento de 250 g
de flocos de aveia “Quaker”, envolto em gaze (formato de trouxinha), em 1 L de &gua
destilada (sempre completando o volume de agua destilada), por duas horas. A gaze
contendo flocos de aveia foi descartada e o caldo foi acrescido 20 g de agar, distribuido
em erlenmeyers e autoclavados por 30 min a 121 °C.

Para a elaboracdo do meio SNA, utilizou-se 1 L de agua destilada e acrescentou
20 g de agar; 0,20 g de sacarose; 0,20 g de glicose; 0,50 g de KCI; 0,50 g de
MgS0.4.7H20; 1 g de KNOs; 1 g de KH2PO4. O meio foi distribuido em erlenmeyers e
autoclavados por 30 min a 121 °C.

Foi avaliado o crescimento micelial, a formagdo de setores, topografia,
coloracgéo da coldnia, tipo de micélio, esporulacdo, coloracdo dos esporos e a presenca

ou auséncia de acérvulos com ou sem setas.
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a. Crescimento micelial em diferentes meios de cultura

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
esquema fatorial (4 x 3) quatro isolados (INPA 1809, INPA 2743, INPA 2770 e INPA
2774) por trés meios de culturas (BDA, Aveia e SNA). Cada tratamento foi composto
de cinco repeticdes, sendo cada placa de Petri constituindo uma unidade experimental.
A avaliagdo foi feita medindo-se diariamente o tamanho da colonia, nos dois sentidos
perpendiculares da placa, durante sete dias. O indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) foi calculado utilizando a formula de Maguire (1962) adaptada por
Oliveira (1991): IVCM = X(D-Da)/N, em que IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial da col6nia, D = didmetro médio atual da col6nia, Da = didmetro
médio do dia anterior da col6nia e N = niumero de dias apds a inoculacéo.

Discos de micélio de cinco milimetros de diametro das col6nias, cultivadas por 7
dias em meio de BDA, foram transferidas para placas de Petri descartaveis de oito
centimetros de didmetro contendo seus respectivos meios de cultura. Apds a repicagem,
as placas foram mantidas em fotoperiodo de 12 h, a temperatura de 25 + 2 °C, para o
desenvolvimento dos isolados. Apds 48 h, foi realizada a mensuracéo diaria do diametro
das coldnias em dois sentidos perpendiculares, com auxilio de paquimetro milimetrado.
As avaliagdes foram encerradas quando um dos isolados atingiu a borda da placa.

Os dados obtidos foram submetidos andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do software
ASSISTAT 7.7 beta (Assistat, 2015).

b. Formacao de setores, topografia e coloracédo da colonia

A descricdo da formacdo de setores, topografia e coloracdo da colbnia foi
realizada ao final do experimento. Os setores foram descritos por meio de visualizagdo
como presentes ou ausentes. Ja a topografia das colbnias foi descrita através da
visualizagdo da coldnia micelial, observando-se as principais caracteristicas do
crescimento mielial. Para caracterizacdo da coloracdo da col6nia utilizou-se a Carta de
Munsell. Presenca e auséncia de acérvulos e de setas nas coldnias, também foram

observadas.
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c. Esporulagéo em diferentes meios de cultura

A quantificacdo da esporulacéo foi realizada ao final do ensaio de crescimento
micelial, utilizando-se as mesmas colonias do ensaio com oito dias de idade. Para o
preparo da suspensdo de conidios, foram adicionados 10 mL de &agua destilada
esterilizada em cada placa de Petri, para facilitar a remoc¢do dos conidios da coldnia.
Com auxilio da alca de Drigalsky, o material foi removido e filtrado em duas camadas
de gaze. A concentracdo da suspensdo de conidios foi determinada em cémara de
Neubauer. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
esquema fatorial (4 x 3) quatro isolados (INPA 1809, INPA 2743, INPA 2770 e INPA
2774) e trés meios de cultura (BDA, Aveia e SNA). Cada tratamento foi composto de
cinco repeticBes, sendo cada placa constituindo uma unidade experimental e de cada
placa foram realizadas 10 leituras em camara de Neubauer. A média da concentragdo da
suspensdo de conidios das 10 leituras correspondia a uma repeticdo. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparada pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do software ASSISTAT 7.7 beta
(Assistat, 2015).

d. Preparo de laminas semipermanentes para estudo de morfometria de conidios e
apressorios

O preparo de laminas para visualizacdo de conidios e apressorios foi realizado
através do método de microcultura, segundo metodologia sugerida por Cai et al. (2009).
Fragmentos de meio BDA de 10 mms3 foram colocados no centro de uma placa de Petri
de poliestireno estéril. Uma gota da suspensdo de conidios foi pipetada sobre o
fragmento, sobre o qual uma laminula flambada e esfriada foi inserida. Pequenos
chumacos de algodao embebidos em agua destilada esteril foram colocados nos bordos
da placa, promovendo-se uma camara Umida. O conjunto foi mantido em condigfes
padronizadas de temperatura (25 °C) e fotoperiodo de 12 h, no interior de BOD, por oito
dias. Em seguida, as laminulas foram retiradas e colocadas sobre laminas para
microscopia contendo uma gota de lactoglicerol. As laminas foram vedadas com

esmalte e guardadas em estojo de lamina para determinacdo da morfometria de conidios
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e apressorios. As microculturas foram preparadas a partir das culturas monosporicas de
cada isolado. Apos o periodo de incubacdo, mediram-se 30 conidios e 30 apressorios
por isolado. As medigdes foram em objetiva de 100x, realizadas em Microscopio tipo
Zeiss Axio Imager M.2 acoplado a camara digital AxioCam MRc, acoplado a um
computador com Software Axiovision Rel. 4.6, que permitiu captar, medir e fotografar
imagem observada no microscopio.

As caracteristicas dos conidios e apressorios foram descritas visualmente
(formato e coloragdo) e analisado o tamanho (comprimento e largura). Para a
caracterizacdo do apressorio, utilizou-se a metodologia Sutton (1980), para fins

comparativos de formas de apressorios de Colletotrichum spp. (Figura 1).

Figura 1- Formas de apressorios utilizados para classificagdo: 1. Lobados; 2. Levemente
lobados; 3. Arredondados (Adaptado de Cox e Irwin, 1988; Sutton, 1980)

4.1.4.Caracterizacdo molecular

Foram repicadas culturas monospdricas (isolados: INPA 1809, 2743, 2770 e
2774) em placas de poliestireno, contendo BDA em mantidas em BOD, com
temperatura de 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h, por 10 dias. As col6nias foram enviadas
para o Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental, localizado

no Municipio de Manaus/AM, para a identificacdo das espécies.

a.Preparo do tampé&o de extracéo

Foi utilizado o CTAB 2x como tampédo de extracdo. Para a elaboragdo do
tamp&o foram misturados 5 mL da solucédo estoque CTAB 10%; 3,5 mL da solugéo
estoque NaCl 5 M; 0,5 mL da solugéo estoque EDTA 0,5 M, pH 8; 2,5 mL da solugéo
estoque Tris-Base 1 M, pH 8. Os reagentes foram misturados em vortex no interior de

tubo Falcon. Apds, adicionou-se 0,5 mL de R-mercaptoetanol e completou-se o volume
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para 25 mL com &gua Mili-Q autoclavada. O tampao inserido no tubo de Falcon foi

posto em banho Maria por 30 min, a 65 °C.

b.Extracéo, quantificacao e diluicdo do DNA

O DNA foi extraido pelo método CTAB conforme o protocolo proposto por
Doyle e Doyle (1987). Apds o crescimento dos isolados em meio de BDA, discos de
indculo contendo micélio foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL, contendo 100
mL de meio liquido de BD (Batata + Dextrose) para a obtencdo da massa micelial. Os
erlenmeyers com as culturas de cada isolado monosporico foram colocados sob mesa
agitadora. Apds sete dias sob agitacdo de 120 rpm, a massa micelial foi filtrada por
meio de coador de papel pequeno (Melitta®) estéril e desidratada em estufa a 45 °C em
overnight. Depois de seco, o micélio foi macerado em nitrogénio liquido com o auxilio
de cadinho e pistilo de porcelana. O pd resultante da maceracdo foi transferido para
microtubos de 2 mL. Os tubos foram identificados e dispostos em rack para a extracao
de DNA.

Em seguida, uma solucdo de 600 puL de tampdo CTAB 2x (2% brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB: Sigma H-5882); 1,4 M NaCl; 0,2% 2-mercaptoetanol;
20 mM EDTA (&cido etilonoamino tetra-acético), 100 mM Tris- HCI, pH 8.0 + R-
mercaptoetanol (2%) foi adicionada nos microtubos. A amostra foi mantida por 30 min
a 65 °C e a cada 10 min homogeneizada. Na sequéncia adicionou-se 500 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e inverteu-se varias vezes por um minuto, seguida
por 5 min de centrifugacdo a 14.000 rpm (4°C), com a observacdo da fase superior
transparente. Transferiu-se 360 pL do sobrenadante para novos tubos de Falcon, no qual
adicionou-se 0,9x o volume de isopropanol (cerca de 324 pL). As amostras foram
levadas para o freezer por 15 min a -20 °C, seguida por 10 min de centrifugagédo a
14.000 rpm. O isopropanol foi descartado e lavou-se o pellet com 1 mL de etanol 70%
por duas vezes e, em seguida, lavado com 1 mL de etanol absoluto durante 3 min. O
etanol foi descartado e os tubos Falcon ficaram abertos e de boca para baixo sobre papel
toalha dentro da camara de fluxo laminar, por aproximadamente uma hora, com
finalidade de secar o pellet.

Os DNAs precipitados foram ressuspendidos em 1 mL de tampé&o TE contendo
de RNase A (10 mM Tris- HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 ug pL-1 RNase A) e

incubados em banho maria a 37 °C por 30 min. A quantificacdo foi feita em
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espectrofotdbmetro Nanodrop e eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com
brometo de etidio. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografado no Sistema de Fotodocumentacdo L-
Pix Chemi. As amostras foram diluidas em agua ultrapura até a concentracdo de 50 ng
DNA/UL de suspensdo e armazenadas sob temperatura de -20 °C.

c. ldentificagédo molecular de Colletotrichum spp.

A identificacdo das espécies de Colletotrichum foi realizada por meio da
amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos de actina (ACT), quitina sintase (CHS),
calmodulina (CAL), de quatro isolados selecionados previamente, com a utilizacdo dos
primers listados na Tabela 2. As reagdes de PCR foram realizadas com volume final de
25 pl, contendo tampdo da enzima 1X, 1,5 mM de MgCl2, 0,8 mM de dNTPs, 0,06 U
de Tag DNA polimerase, 0,2 mM de cada primer, 50 ng do DNA e agua milli-Q (g.s.p.).

As PCRs foram incubadas em termociclador Veriti 96-well Thermal Cycler,
Applied Biosystems, nas seguintes condicdes: ciclo inicial com desnaturagdo 31 de 94
°C por 4 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, temperatura de anelamento de 60 °C para
ACT, CAL e CHS; 67 °C GAPDH por 30 seg, 72 °C por 1 min, com um ciclo final de
72 °C por 7 min e 10 °C para manutengdo. Os produtos da PCR foram visualizados em
gel de agarose (1,5%) e em seguida, purificados e sequenciados no Sequenciador de
DNA 3500 GENETIC ANALYZER. Os eletroferogramas gerados foram analisados
visualmente com auxilio do programa SegAssem (Herppele, 2012) e as sequéncias
editadas foram comparadas com a base de dados GenBank, do National Center for
Biotechnological Information- NCBI, por meio da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), o qual permite detectar homologia de uma sequéncia bioldgica
com sequéncias caracterizadas ja existentes.

Tabela 1: Lista de primers utilizados para o sequenciamento

Regiao Sigla/ Primer 5°-3° Referéncia
Orientacao
Actina ACT512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Carbone e
Kohn(1999)
ACT783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT’
CHS-79-F | TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG | Carbonee
Quitina sintase Kohn(1999)
CHS-345-R | TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG
Calmudulina | CAL 228 F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC Carbone e
Kohn(1999)
CAL737R CATCTTTCTGGCCATCATGG
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4.2. Elaboracdo de Hidrolatos (HID), Extrato Bruto Aquoso (EBA), Oleo Essencial
(OE) e Infuséo (IN)

a. Local de coleta

Folhas frescas de plantas de pimenta longa com idade aproximadamente de dois
anos foram utilizadas para extracdo e preparacdo de OE, HID, EBA, IN. As plantas
foram coletadas no INPA/Campus 111 (S 03° 05" 28,6/ W 59° 59" 35,0""), depdsito
10.480, no Herbario EAFM do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas, Campus Manaus - Zona Leste. Casca e folhas frescas das plantas de
preciosa foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke- RFAD no municipio de
Manaus, AM, para o preparo de EBA. Enquanto que de macacaporanga foram coletadas
folhas frescas para a extracdo do OE e HID na Fazenda PEMATEC localizada no
municipio de Santarém, PA. Ja galhos finos e folhas frescas de pau rosa para preparacao
de HID (doado), foram coletados na Estacdo Experimental de Silvicultura do INPA,

municipio de Manaus, AM.

b. Producdo do Oleo Essencial (OE) e Hidrolatos (HID) de Pimenta longa e
Macacaporanga

Folhas frescas de pimenta longa e macacaporanga foram trituradas em
liquidificador comum (Mundial Power, 400W), no laboratério de Fitopatologia do
INPA, e acondicionadas em sacos de poliestireno (contendo 100 g de folhas trituradas
cada). O material foi transportado para o Laboratério de Quimica da Universidade do
Estado do Amazonas — UEA para a obtencdo dos 6leos e hidrolatos.

Conforme mencionada por Koketsu e Goncgalves (1991) utilizou-se a
metodologia de arraste a vapor. Para isso foi utilizado o aparelho Clevenger, onde a
mistura de 100 g de folhas frescas e moidas para 1 L de agua foi deposidata. Os OEs
extraidos foram acondicionados em frasco de cor dmbar, selado hermeticamente e

preservados a 8 °C em refrigerador.
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¢. Producéo de Extrato Bruto Aquoso (EBA) de Pimenta longa e Casca Preciosa

As folhas de pimenta longa e as casca da preciosa foram submetidas ao processo
de desidratacdo em estufa a 50 °C por 48 horas e trituradas em moinho de facas no
prédio da antiga Coordenacao de Pesquisas em Ciéncias Agrondmicas do INPA.

Para a elaboracdo de EBA de pimenta longa e da casca de preciosa, 200 g de
folhas foram imersas em 800 mL de &gua destilada, mantidas por 24 h em um recipiente
escuro, em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as folhas foram separadas da parte
liqguida com auxilio de uma peneira comum (tamanho da tela de 2 x 2 mm) e, na
sequéncia, a parte aquosa foi filtrada em gaze, para a retencao de particulas menores. Os
residuos foram descartados.

d. Producéo de Infusé@o (IN) de Pimenta longa

Foram utilizadas 200 g de folhas frescas de pimenta longa e imersas em 800 mL
de &gua destilada aquecida a 70 °C, mantida por 3 h em um recipiente escuro e fechado,
em temperatura ambiente. Apds esse periodo, as folhas foram separadas da parte liquida
com auxilio de peneira comum. As folhas foram descartadas e a parte aquosa foi filtrada

em gaze, para a retencdo de particulas menores.

e. Esterilizacao dos produtos derivados de vegetais

O o6leo de pimenta longa foi previamente diluido com Tween 0,5%, com auxilio
de Becker de vidro de 20 mL e uma pipeta volumétrica (para facilitar a homogeneizagdo
da solug&o), foram diluidos 2 mg mL* do 6leo em 1 mL de Tween 0,5%.

A esterilizacdo dos hidrolatos, extrato bruto aquoso, infusdo e o dleo
(previamente diluido com Tween 0,5%) foram realizados em camara de fluxo laminar,
por filtragdo a vacuo utilizando membranas Millipore® de 0,45 pum e, posterior, a de
0,22 um, para garantir a integridade dos produtos esterilizados.

4.3. Efeito dos produtos derivados de vegetais quanto & inibigdo de germinacéo de
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conidios de quatro isolados de Colletotrichum spp.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia, da Coordenacao de
Sociedade Ambiente e Saude — SAS - INPA e nos Laboratorios do Grupo de Pesquisa
Quimica Aplicada a Tecnologia da Universidade do Estado do Amazonas - UEA, em
Manaus-AM.

O delineamento experimental foi em esquema fatorial (4 x 4 x 7), constituido de
quatro isolados, quatro concentracdes (0, 10, 20, 30%) e sete produtos derivados de
vegetais (HID de pimenta longa, pau rosa, macacaporanga, EBA de casca preciosa,
pimenta longa, OE e infusdo de pimenta longa) com trés repeticdes, sendo cada
recipiente (poco) da placa de teste de ELISA considerada uma unidade experimental.

Inicialmente as colénias monospodricas (INPA 1809, INPA 2743, INPA 2770,
INPA 2774), foram repicadas em placa de Petri (nove centimetros de diametro)
contendo meio de cultura BDA, mantidas por 15 dias, sob fotopériodo de 12 h, em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo foram dicionados 10 mL de &gua
destilada esterilizada em cada placa para facilitar a remocéo dos conidios da coldnia.
Com auxilio de uma al¢ca de Drigalsky o material foi removido e filtrado em duas
camadas de gazes. Em seguida, foi determinada em camara de Neubauer uma suspensédo
na concentragdo de 4,5 x 10° conidios mL™,

Uma aliquota de 15 pl de BD (batata + dextrose), 20 ul de suspensdo de
conidios, 15 pl de cada concentracdo (0, 10, 20, 30 %) de HID de pimenta longa, pau
rosa, macacaporanga, EBA de casca preciosa, pimenta longa, OE e IN de pimenta longa
foram individualmente misturadas e depositadas em cada um dos recipientes (“pogo”)
de uma placa usada em teste de ELISA (Regente et al., 1997), para a testemunha foi
utilizada apenas agua destilada esterilizada. A placa foi mantida em BOD, sob
fotopériodo de 12 h a 25 °C. Apbs 24 h acrescentou-se 30 pl de lactofenol, para
paralisar a germinagéo.

A avaliacdo foi realizada através do microscopio dptico com aumento de 400x.
Computou-se 100 conidios por cada unidade experimental, considerando como conidios
germinados aqueles que apresentaram emissdo do tubo germinativo com o dobro do
tamanho do conidio. Para avaliagdo, os conidios germinados foram somados com 0s
conidios ndo germinados (Nesp), obtendo-se o total de conidios (TC) por cada unidade
experimental. Calculou-se a percentagem de ndo germinagdo (Nesp*100/TC).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
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médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do
software ASSISTAT 7.7 beta (Assistat, 2015).

4.4. Efeito dos produtos derivados de vegetais na incidéncia e severidade da
antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.), causado por Colletotrichum sp.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e Estacdo
Experimental de Hortaligas do INPA, em Manaus-AM. No periodo entre os meses de
julho a dezembro de 2014. Canteiros a céu aberto com solo tipo arenoso foram
preparados para conducdo do experimento. As andlises analiticas do solo, anexo 1,
foram realizados pelo Laboratorio de Analises de Solos e Plantas- LASP da Embrapa
Ocidental.

As mudas de cebolinha (cultivar: Todo Ano) foram adquiridas na feira da
comunidade japonesa, localizada na Zona Sul de Manaus. As mudas foram plantadas no
espacamento de 30 x 15 cm e o sistema de irrigacdo foi por aspersdo. As adubacoes
foram efetuadas um més antes do plantio com esterco de aves ndo curtido. Toda semana
foi realizado o controle de ervas daninhas por capina e arranquio manual.

Foram utilizados trés canteiros de 1,50 m x 4,50 m cada, onde foram plantadas
255 mudas de cebolinha. Dessas 255 mudas plantadas, foram consideradas como
plantas Uteis apenas as 72 centrais e as demais fizeram parte da bordadura (Figura 2 e
3).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com oito
tratamentos: T1 (EBA de casca preciosa), T2 (IN de pimenta longa), T3 (HID de pau
rosa), T4 (HID de macacaporanga) T5 (OE de pimenta longa), T6 (HID pimenta longa),
T7 (EBA de pimenta longa) e T8 (testemunha - &gua); com nove repeticGes por
tratamento, sendo considerada cada touceira uma unidade experimental.

A inoculagdo do Colletotrichum sp. ocorreu naturalmente e folhas com sintomas
da doenga (Figuras 4, 5 e 6) foram levadas ao Laboratorio de Fitopatologia do INPA,
para isolamento e posterior identificacdo morfolégica e molecular. O material foi
depositado na Colecdo de Micro-organismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA, o
qual recebeu o nimero de registo INPA 2770.

Os produtos derivados de vegetais foram previamente diluidos em agua destilada
e aplicados na concentracao de 30%, exceto a testemunha que foi aplicada somente agua
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estéril. As aplicacbes ocorreram semanalmente, em toda parte aérea da planta, por meio
do pulverizador com pressdo prévia (TRAPP®) durante 50 dias, totalizando sete
aplicacdes. E importante ressaltar que a primeira aplicagio ocorreu uma semana antes

do surgimento dos sintomas da doenca.

1,50 M

Figura 2: Croqui da distribuicdo do experimento para o plantio das mudas de cebolinha
(Allium fistulosum L.). As plantas Uteis localizadas no centro do experimento (parte verde) e a
bordadura (parte marrom).

Figura 3: Fig.A e B- Manejo do solo e preparo dos canteiros; Fig. C e D- Plantio de mudas de
cebolinha (Allium fistulosum L.)
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Figura 4: Fig.A, B, C, D e E- Sintomas da antracnose em plantas de cebolinha (Allium
fistulosum L.) causado por Colletotrichum sp.

Figuras 5: Fig.A, B, C- Sintomas da antracnose em folhas de cebolinha (Allium fistulosum L.)
causado por Colletotrichum sp.; Fig.D, E- Presenca de acervilos
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Figuras 6: Fig.A, B, C- Acervilos com setas de Colletotrichum sp. em folhas de cebolinha
(Allium fistulosum L.), Fig.A e B- isolado INPA 2770 e Fig.C- isolado INPA 2774

a. Avaliagao da incidéncia e severidade da antracnose foliar em cebolinha

Apds a deteccdo dos sintomas da doenca e a comprovacao da etiologia do
patdgeno, deu-se inicio a primeira avaliacdo das folhas de cebolinha. Para a avaliacéo,
foram observados os sintomas da doencga e sinais do patégeno nas folhas, por meio, de
uma lupa de lente bifocal 3”/75 mm (Magnifer®). As folhas foram computadas, levando
em consideragdo presenca (+) e auséncia (-) dos sintomas e marcadas com pincel
permanente preto indicando incidéncia da doenca (+) e com azul indicando a auséncia
da doenga (-), esse procedimento foi realizado para que ndo houvesse repeticdes de
avaliagdes na mesma folha. A incidéncia e a severidade da doenca foram avaliadas,
semanalmente, por 50 dias, conforme a Tabela 1 e 2. Para incidéncia todas as folhas
foram avaliadas enquanto que a severidade apenas as trés folhas centrais.

Os dados da incidéncia da doenca na planta (Yp = planta) e da severidade nas
folhas centrais (Yf = folhas centrais) foram usados para calcular as areas abaixo da
curva de progresso da doenca, AACPDp e AACPDf, respectivamente. Portanto,
utilizou-se a formula: AACPD = X(yi+Yi+1)/2.dti, sendo yi e yi+1 0s valores de incidéncia
observados em duas avaliagGes consecutivas e dti 0 intervalo entre as avaliagdes (Araujo
et al., 2012). A AACPDp foi determinada pela avaliacdo visual da incidéncia em todas
as folhas e a AACPDf foi calculada pela média de trés folhas centrais marcadas em cada
planta. Os dados obtidos foram submetido a analise de variancia (ANOVA) e a media
comparada pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, por meio do software
ASSISTAT 7.7 beta (Assistat, 2015).
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Tabela 2: Escala de nota para avaliar a incidéncia da antracnose em cebolinha (Allium
fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp.

Nota Descricdo
1 Planta limpa
2 01-15 % de incidéncia de doenga na planta
3 16-39 % de incidéncia de doenca na planta
4 40-75 % de incidéncia de doenca na planta
5 76-100 % de incidéncia de doenca na planta

Tabela 3: Escala de nota para avaliar a severidade da antracnose em cebolinha (Allium
fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp.

Nota Descricdo
1 Folhas limpas ou apresentando pontos clor6ticos
Pequenas lesdes cloroticas-necraticas nas pontas, presenca de acérvulos
Lesdes cloroticas-necroticas maiores, presenca de acérvulos

2
3
4 LesOes necréticas em 50% da area foliar com acérvulos
5 LesOes necréticas em 70% da area foliar com acérvulos
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Figuras 7: Escala Diagramética para avaliacdo da severidade da antracnose em cebolinha
(Allium fistulosum L.) causada por Colletotrichum sp.
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b. Anélise biométricas das cebolinhas

As medicdes das cebolinhas foram realizadas no dltimo dia do experimento,
levando em consideracdo o comprimento das nove plantas por tratamento, com auxilio
de uma régua milimetrada (Maped). As mensuracfes das folhas foram realizadas do
bulbo até o é&pice e os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, por meio do software ASSISTAT 7.7 beta (Assistat, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ldentificacdo molecular dos isolados de Colletotrichum spp. de cebolinha
(Allium Fistulosum L.)

Sequéncias parciais dos genes actina (ACT) e quitina sintetase (CHS-1) dos
isolados INPA 2770 e INPA 2774 revelaram identidade de 100% para ambos 0s genes
com sequéncias de Colleotrichum spaethianum depositadas no GenBank, do isolado
INPA 1809 a identidade foi de 97% para ACT e 99% para CHS-1 com Colletotrichum
theobromicola, e do isolado INPA 2743 a homologia foi de 98% para calmodulina
(CAL) e 100% para CHS-1 com Colletotrichum truncatum. Numeros de acessos das
sequéncias depositadas no GenBank estdo na Tabela 3.

Os isolados foram identificados como: INPA 1809 - Colletotrichum
theobromicola (Rojas et al., 2010; Singh et al., 2015); INPA 2743 - Colletotrichum
truncatum (Damm et al., 2009); INPA 2770 e INPA 2774 - Colletotrichum spaethianum
(Damm et al., 2009).

As duas primeiras espécies, ainda ndo foram relatadas causando antracnose na
cebolinha. Colletotrichum theobromicola foi descrita pela primeira vez em 2010 em
associacdo com Theobroma cacao (Rojas et al., 2010) e é considerada uma espécie
amplamente distribuida que ocorre em diferentes hospedeiros nas regides tropicais e
subtropicais (Weir et al, 2012). Colletotrichum truncatum também é um importante
patégeno de planta que tem uma ampla gama de hospedeiros, incluindo pimenta,
berinjela, meldo, grdo de bico, uvas, e muitas outras espécies de plantas (Damm et al.,
2009).

A espécie C. spaethianum foi descrita em Hosta sieboldiana na Alemanha,
Lilium sp. na Coreia do Sul e Hemerocallis sp. na Nova Zelandia (Damm et al., 2009),
Hemerocallis fulva, Hemerocallis citrina e Peucedanum praeruptorum na China (Guo
et al., 2013) e em Hemerocallis flava no Brasil (Vieira et al., 2014). Recentemente, a
espécie foi descrita causando antracnose na cebolinha (Santana et al., 2016), utilizando
parte dos resultados do presente estudo em parceria com o Laboratério de Biologia

Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus-AM (Anexo 2).
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Tabela 4: Identificacdo molecular de quatro isolados de Colletotrichum sp., oriundos de folhas
com sintomas de antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.), os genes utilizados e 0 acesso
no GenBank

N° Acesso  GenBank

Isolado Espécie ACT CAL CHS-1

INPA1809 C. theobromicola JX009457 - KP642641
INPA2743 C. truncatum - KP823839 KP743259
INPA2770 C. spaethianum GU227905 - GU228297
INPA2774 C. spaethianum GU227905 - GU228297

5.1.1. Caracterizacdo morfologica dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos de
cebolinha (Allium fistulosum)

N&o houve diferenca significativa entre os isolados de acordo com analise
estatistica realizada para os valores do indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) dos isolados de Colletotrichum spp. testados (INPA 1809, INPA 2743, INPA
2770 e INPA 2774) em meios de cultura (BDA, SNA e Aveia) (Tabela 4). Apesar de
ndo haver diferenca significativa do IVCM entre os isolados, foi possivel observar
diferengas na vigorosidade e coloracdo dos micélios (Tabela 4; Figuras 7, 8, 9 e 10).

O isolado INPA 1809 (C. theobromicola) possui caracteristica distinta dos
outros isolados na morfo-cultura em meios de BDA, Aveia e SNA, (Tabela 4). As
colbnias apresentaram coloracdo micelial cinza claro com mucilagem conidial
alaranjada e conidios de coloragdo hialina com formato cilindrico. Semelhante ao
trabalho de Rodrigues et al. (2014), cuja a coloracdo das coldnias (com 10 dias de
idade) foram de branco ao cinza, apds dois a trés dias tornou-se negro. Apresentou
massa de conidios na coloracdo laranja e conidios de coloracdo hialina com formato
cilindrico. A producéo de conidios foi superior nos meio de Aveia e SNA (Tabela 3). Os
conidios apresentaram-se hialinos, asseptados, com formato cilindrico (alant6ide) e 8,9-
13 pum de comprimento e 1,9-2,8 um de largura. Os apressorios apresentaram-se
solitarios, de coloragdo marrom escuro com formato arredondado e 10,9-5,1 pum de
comprimento e 2,3-5,9 um de largura (Figura 12). Em comparacdo ao que foi relatado
por Rodrigues et al. (2014), os conidios mostraram-se menores quanto ao comprimento
e largura.

O isolado INPA 1809 apresentou caracteristicas tipicas de espécies do complexo
C. gloeosporioides descritas por Cannon et al. (2008); Rojas et al. (2010); Weir et al.
(2012). No entanto, as diferencas entre as espécies de Colletotrichum sdo sutis e a gama
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de tamanho de conidios sobrepbe, assim sendo, a morfologia sozinha ndo pode
discriminar espécies no complexo C. gloeosporioides (Phoulivong et al., 2010 e Weir et
al., 2012).

O isolado INPA 2743 (Colletotrichum truncatum), apresentarou acérvulos no
meio de aveia e caracteristicas distintas entre meios de cultura no micélio (Tabela 4).
Foi observada formacdo de acérvulos em meio de cultura Aveia. Houve producdo de
conidios semelhantes nos trés meios de culturas (Tabela 3). Os conidios apresentaram-
se hialinos, asseptados, com formato curvado (falciforme) e 13,5-19,2 um de
comprimento e 1,5-2,9 um de largura. Os apressorios apresentaram-se, solitarios,
arredondados de coloragdo marrom escuro com formato arredondado a levemente
lobado e 9,9-6,5 um de comprimento e 3,7-6,6 um de largura (Figura 13).

Quando cultivado em meio BDA apresentou coloracdo do cinza ao amarelado e
coloracdo da mucilagem conidial de hialina ao alaranjado. Para a mesma espécie Diao et
al. (2015) relataram coloragéo de cinza nas colonias cultivadas em BDA, massa conidial
alaranjada e conidios hialinos com formato falciforme, descrigdo semelhante ao isolado
desse trabalho. No entanto, os conidios do isolado INPA 2743 apresentaram-se menores
quanto (comprimento x largura) aos dados relatados por esse autor (17,6-21,6 x 2,57-
3,31).

Por ouro lado, os isolados INPA 2770 e INPA 2774, (C. spaethianum)
apresentaram caracteristicas distintas em relacdo as coldnias no meio Aveia. O isolado
INPA 2770 apresentou na massa conidial coloracdo hialina, enquanto o isolado INPA
2774, coloracdo creme. Os aspectos micelial dos isolados INPA 2770 e 2774, também,
apresentaram caracteristicas distintas, enquanto o isolado INPA 2770, em todos 0s
meios de cultura testados, apresentou aspecto feltroso. Houve a formacéo de acérvulos
em ambos os isolados, mas somente no isolado INPA 2774 apresentou setas, em meio
de Aveia (Tabela 4 e Figura 11). O isolado INPA 2770 apresentou maiores estimulos
na producgdo de conidios nos meios de BDA e SNA em relagdo ao meio de Aveia e 0
isolado INPA 2774 produziu mais conidios no meio de BDA (Tabela 3). Os conidios
apresentaram-se hialinos, asseptados, curvado ou ligeiramente curvo, com um vértice
arredondado, base truncada e com 13,1-20,2 um de comprimento e 3,3-4,0 um de
largura. Apressorios solitarios ou em grupos soltos, marrom escuro com formato lobado
a levemente lobado, e 5,6-10,8 um de comprimento e 4,3-8,2 um de largura (Figuras 14
e 15). Esses resultados sdo semelhantes aos mencionados por Damm et al. (2009),
Vieiraet al. (2014) e Guo et al. (2013).
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Tabela 5: Média de producdo de conidios de quatro isolados de Colletotrichum spp., oriundos
de folhas com sintomas de antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.) cultivados em trés
tipos de meio de cultura (BDA, Aveia e SNA)

Isolados BDA Aveia SNA
INPA 1809 1,58 bB 5,74 aA 6,88 bA
INPA 2743 0,90 bA 0,94 bA 0,68 cA
INPA 2770 19,62 aA 2,46 abB 17,30 aA
INPA 2774 20,88 aA 1,80 bC 9,72 bB

*CV% 27,67

*CV % (coeficiente de variagdo). Colunas representadas por letras mintsculas e linhas representadas por letras mailsculas. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 8: Aspecto de col6nias de Colletotrichum theobromicola (INPA 1809), cultivados por
sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia parte superior; B-
topografia parte inferior

Figura 9: Aspecto das col6nias de Colletotrichum truncatum (INPA 2743), cultivados por sete
dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia parte superior; B- topografia
parte inferior.
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Figura 10: Aspectos das col6nias de Colletotrichum spaethianum (INPA 2770), cultivados por
sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA)

Figura 11: Aspectos das col6nias de Colletotrichum spaethianum (INPA 2774), cultivados por
sete dias a 25 °C em meios BDA, SNA e Aveia (OA); A- topografia parte superior; B-
topografia parte inferior

Figura 12: A e B- Setas septadas retiradas de acérvulos de Colletotrichum spaethianum (INPA
2774), cultivados por sete dias a 25 °C em meio de Aveia
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Figura 13: Estruturas de Colletotrichum theobromicula (INPA 1809); A- Apressorios e B-
Conidios

Figura 14: Estruturas de Colletotrichum truncatum (INPA 2743); A- Apressorios e B- Conidios

Figura 15: Estruturas de Colletotrichum spaethianum (INPA 2770); A- Apressorios e B-
Conidios
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Figura 16: Estruturas de Colletotrichum spaethianum (INPA 2774); A- Apressorios e B-
Conidios
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Tabela 6: Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e caracteristicas morfocultural dos isolados de Colletotrichum spp., oriundos de
cebolinha (Allium fistulosum L.) no Estado do Amazonas, Brasil, sobre diferentes meios de cultura.

Isolado Espécie Meio de cultura IVCM! Micélio Aspecto Coloragéo da superficie? Coloragéo do reverso? Setor Esporulagdo ~ Massa conidial  Coloragdo da massa conidial Acérvulos
1809  C. theobromicola BDA 091a aéreo, ralo e parcialmente denso feltroso, seco Cinza claro laranja claro ausente presente mucilaginosa alaranjada ausente
1809  C. theobromicola SNA 089a aéreo, denso feltroso, seco Cinza claro Cinza claro ausente presente mucilaginosa hialina com partes alaranjadas ausente
1809  C. theobromicola Aveia 09%a imerso, ralo esparso, seco Cinza claro Cinza claro ausente presente mucilaginosa alaranjada ausente
2743 C.truncatum BDA 087a aéreo, ralo e parcialmente denso feltroso, seco amarelo claro amarelo claro ausente presente mucilaginosa hialina com partes alaranjadas ausente
2743 C.truncatum SNA 091la aéreo, denso feltroso, seco Cinza claro amarelo claro ausente presente mucilaginosa hialina ausente
2743  C. truncatum Aveia 0,865a imerso, ralo esparso, seco Cinza claro Cinza claro presente presente mucilaginosa hialina presente
2770  C. spaethianum BDA 09%a aéreo, denso feltroso, seco castanho acinzentado castanho escuro ausente presente mucilaginosa de hialinia a alaranjada presente
2770 C. spaethianum SNA 092a aéreo, denso feltroso, seco marrom acinzentado marrom acinzentado ausente presente mucilaginosa de hialinia a alaranjada ausente
2770 C. spaethianum Aveia 090a aéreo, ralo e parcialmente denso  feltroso, esparso, seco castanho a cinza claro castanho a cinza claro presente presente mucilaginosa hialina presente
2774 C. spaethianum BDA 0,89a aéreo,denso feltroso, seco amarelo a castanho acinzentado ~ amarelo a castanho acinzentado ~ ausente presente mucilaginosa de hialinia a alaranjada ausente
2774 C. spaethianum SNA 092a aéreo, ralo plumoso, seco cinza claro cinza claro ausente presente mucilaginosa de hialinia a alaranjada ausente
2774 C. spaethianum Aveia 085a imerso, ralo plumoso, esparso, seco cinza claro cinza claro presente presente mucilaginosa creme presente ¢/ setas

CV%: 11,72

tindice de velocidade de crescimento micelial dos isolados, estimado com os dados de leituras de cinco dias;
2Descri¢do com base na carta de Munsell e observadas no sétimo dia apds a repicagem;
3CV % coeficiente de variacéo;
*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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5.2. Efeito fungitdoxico dos produtos derivados de vegetais na inibicdo da
germinacdo de conidios dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos de cebolinha
(Allium fistulosum L..)

Todos os tratamentos com produtos derivados de vegetais (HID, EBA, OE e IN)
mostram-se eficientes na inibicdo da germinacdo de conidios dos isolados de
Colletotrichum spp. em relagéo a testemunha. A maioria dos isolados, na concentragéo
de 30%, teve a inibicdo de 100% da germinacdo de conidios na presenga dos produtos
derivados de vegetais, com excecdo do isolado INPA 2743 (Tabela 5). No entanto, a
média de inibicdo dos conidios dos isolados ndo diferiu estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que realizaram identificacdo das
substancias que compde o0s extratos brutos aquosos de pimenta longa e de casca de
preciosa; os hidrolatos de pimenta longa, de macacaporanga e de pau rosa e nem da
infusdo de pimenta longa. No entanto, sabe-se que o OE da pimenta longa contém como
principal substancia o dilapiol (Maia, 1998), o OE de casca de preciosa possuem
compostos com acdo antimicrobiana e 0 componente majoritario é 1-nitro-2-feniletano
(Maia et al. 2000). Lorenzi e Matos (2008) relatam presenca de compostos eugenol,
metileugenol, anabasina, anibina, tanino e o linalol (composto majoritario) em OE de
macacaporanga, por meio de andlises fitoquimicas. Enquanto que o OE de pau rosa
possue linalol em alta concentragcdo (Hammer et al. 1999).

Com os relatos de analises fotoquimicas dos compostos que possui atividade
antimicrobiana presentes nos Oleos de pimenta longa, pau rosa, casca preciosa,
macacaporanga (Hammer et al. 1999; Maia et al., 2000; Bastos e Albuquerque, 2004;
Simic et al. 2004; Scorzoni et al. 2007) é provavel que esses compostos possam estar
presentes em outros produtos derivados. Ja se tem confirmacdo que os HID carregam
compostos dos 6leos em sua extracdo (Hydrosols, 2015). No entanto, os trabalhos que
relatam a utilizacdo dessas plantas no controle de micro-organismos, principalmente

fitopatogénicos sdo escassos.
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Tabela 7: Porcentagem da inibigdo na germinacdo de conidios dos isolados de Colletotrichum spp.,
oriundos de cebolinha (Allium fistulosum L.) utilizando produtos derivados de vegetais sob diferentes

concentragoes.
Isolados Tratamentos 0% 10% 20% 30%
INPA 1809 EBA de Pimenta 70,3aC 85,0cd B 87,0bB 93,6ab A
longa
INPA 1809 HID de 70,3aC 88,6 bhc B 986aA 100,0a A
Macacaporanga
INPA 1809 HID de Pau rosa 70,3aC 89,3 bc B 94,6 a AB 100,0a A
INPA 1809 OE de Pimenta 70,3aD 87,0cC 93,6ab B 100,0a A
longa
INPA 1809 Infusdo de 70,3aC 83,3cd B 946aA 100,0a A
Pimenta longa
INPA 1809 HID de Pimenta 70,3aC 88,6 bc AB 88,6 b AB 96,3a A
longa
INPA 1809 EBA de Casca 70,3aC 88,3bc B 953aA 100,0a A
Preciosa
INPA 2743 EBA de Pimenta 69,0aC 87,0 bc B 956aA 99,6a A
longa
INPA 2743 HID de 69,0aC 88,6 bc B 97,0a A 98,6 a A
Macacaporanga
INPA 2743 HID de Pau rosa 69,0aC 89,0 bc B 956a A 99.6a A
INPA 2743 OE de Pimenta 69,0aC 91,3bB 93,3abB 99.6a A
longa
INPA 2743 Infusdo de 69,0aC 90,0 bc B 96,3a A 99,3aA
Pimenta longa
INPA 2743 HID de Pimenta 69,0aC 85,0cdC 93,0ab B 99,3aA
longa
INPA 2743 EBA de Casca 69,0aC 81,0dB 850bB 96,6 a A
Preciosa
INPA 2770 EBA de Pimenta 686aC 916 bB 91,6 ab B 100,0a A
longa
INPA 2770 HID de 68,6aB 100,0a A 100,0a A 100,0a A
Macacaporanga
INPA 2770  HID de Pau rosa 68,6aC 926bB 100,0a A 100,0a A
INPA 2770 OE de Pimenta 68,6aB 95,0ab A 98,6 a A 100,0a A
longa
INPA 2770 Infusdo de 68,6aB 97,3aA 100,0a A 100,0a A
Pimenta longa
INPA 2770 HID de Pimenta 68,6aB 95,0ab A 100,0a A 100,0a A
longa
INPA 2770 EBA de Casca 68,6aC 933bB 96,3 a AB 100,0a A
Preciosa
INPA 2774  EBA de Pimenta 69,0 aB 990aA 976aA 100,0a A
longa
INPA 2774 HID de 69,0aB 94,6 ab A 976aA 99.0a A
Macacaporanga
INPA 2774 HID de Pau rosa 69,0aB 97,0aA 97,3aA 100,0a A
INPA 2774 OE de Pimenta 69,0aB 94,0ab A 996aA 100,0a A
longa
INPA 2774 Infusédo de 69,0aC 92,3bB 986aA 99,3a A
Pimenta longa
INPA 2774 HID de Pimenta 69,0aB 95,3ab A 97,6 a A 100,0a A
longa
INPA 2774 EBA de Casca 69,0aC 86,0cB 94,0ab A 100,0a A
Preciosa
1CV%-= 3.38

Y(CV % coeficiente de variagdo). Colunas representadas por letras mintsculas e linhas representadas por letras maitsculas. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Existem na literatura inimeros trabalhos, em condigdes de laboratério, que
relatam o potencial de produtos derivados de vegetais de outras plantas em diversos
micro-organismos fitopatogénicos, incluindo espécies de Colletotrichum. Aradjo (2014)
mencionou a eficiéncia de nanoparticula de goma de cajueiro (Anacardium occidentale
L.) a 25% sobre a inibigdo de 7,46% e 8,95%, do crescimento micelial de C. musae e C.
gloeosporioides. Magbool et al. (2012), observaram inibicdo de 100% do crescimento
micelial de C. musae e inibicdo de 92,5% sobre a germinacdo de conidios quando
aplicada goma arabica (Coffea arabica L.) a 10% combinada com quitosa (1%), Silva et
al. (2011) relataram inibicdo de 58% e 60% do crescimento micelial de C.
gloeosporioides isolado de seringueira (Hevea brasiliensis (HBK) M. Arg.), quando
aplicado 6leo de nim nas concentrages de 100 e 200 pug mL™, respectivamente. Celoto
et al. (2011) registraram 71% de inibicdo do crescimento micelial e 100% na
germinagdo dos conidios de C. musae utilizando extrato aquoso proveniente de folhas e
ramos de Mormodica charantia L. Esses sdo alguns dos trabalhos que relatam a

eficiéncia de produtos derivados de vegetais na inibicdo de Colletotrichum spp. in vitro.

5.3. Efeito da aplicacdo dos produtos vegetais no controle da antracnose causada
por Colletotrichum spp. e na produtividade da cultura de cebolinha (Allium
fistulosum L.)

Os produtos derivados de vegetais reduziram significativamente a doenga e
consequentemente aumentou a produtividade das plantas de cebolinha no periodo de 50

dias do desenvolvimento da cultura, conforme a Figura 16.

44



Figura 17: Efeito de pulverizacdo de produtos derivados de vegetais em plantas de cebolinha
(Allium fistulosum L.) infectadas por Colletotrichum sp., durante sete semanas de produgdo, em
Manaus, AM. A testemunha estd ao lado esquerdo de cada foto (Extrato Bruto Aquoso (EBA)
de casca preciosa (A), Infusdo de pimenta longa (IN) (B), Hidrolato (HID) de pau rosa (C),
Hidrolato (HID) de macacaporanga (D), Oleo Essencial (OE) de pimenta longa (E), Hidrolato
(HID) de pimenta longa (F), Extrato Bruto Aquoso (EBA) de pimenta longa (G), uma parcela
de cada tratamento (H))

a) Incidéncia da antracnose em cebolinha

Todos os tratamentos proporcionaram reducdo na incidéncia da doenca em
cebolinha em relacdo a testemunha. Os tratamentos que apresentaram maiores reducdes
na incidéncia da antracnose em relacdo a testemunha foram: HIDs de macacaporanga e
de pimenta longa que reduziram 54,6% e 52,4%, respectivamente. Ambos 0s
tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si, no entanto, diferiram dos outros
tratamentos. Na sequéncia o tratamento com HID de pau rosa reduziu em 38,3%, o OE
de pimenta longa em 38%, IN de pimenta longa em 37%; EBA de casca preciosa em
32,2% e EBA de pimenta longa em 27,6% em comparagdo com a testemunha (Tabela 6;
Figura 17).
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Figura 18: Curva de progresso da doenca, quanto a incidéncia da antracnose em cebolinha
(Allium fistulosum L.), ap6s pulverizagdes dos produtos derivados de vegetais em funcdo do
tempo.

Tabela 8: Média da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (incidéncia) da antracnose
causada por Colletotrichum sp. em cebolinha (Allium fistulosum L.) e porcentagem de controle
em relacdo a testemunha

Tratamentos Média dos tratamentos Reducéo da incidéncia em
comparacéo c/ a

AACPD testemunha (%)

EBA de casca preciosa 150,5 (¢) 32,2
Infuséo de pimenta longa 139,8 (d) 37

HID de pau rosa 137,0 (d) 38,3

HID de macacaporanga 100,9 (e) 54,6

OE de pimenta longa 137,4 (d) 38

HID de pimenta longa 105,7 (e) 52,4

EBA de pimenta longa 160,8 (b) 27,6
Testemunha (agua) 222,0 (a)

CV% 2,48

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

E importante ressaltar a importancia dos dados obtidos no experimento da
inibicdo da germinacdo de conidios de isolados de Colletotrichum spp. por meio de
produtos derivados de vegetais. Pois, o isolado INPA 2770 foi proveniente de folhas de

cebolinha do experimento em campo, que adquiriu a doenca naturalmente. Este isolado
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apresentou sensibilidade com todos os produtos derivados de vegetais, apresentando
100% de inibicdo da germinacdo dos conidios. Ja em condi¢bes de campo, 0s produtos
derivados de vegetais mostraram controle parcial da doenca. Resultados que evidenciam
esses produtos com atividade antimicrobiana direta (inibicdo da germinacdo de
conidios) e na ativacdo de mecanismos de defesa da planta. Segundo Rodrigues et al.
(2007) produtos derivados de vegetais podem agir diretamente ao fitopatégeno e ou
ativar mecanismos de defesa na planta.

Os trabalhos que relatam efeitos de produtos vegetais no controle de
fitopatdgenos em condic¢Bes de campo sdo escassos. Especificamente ndo foi encontrado
na literatura trabalhos relatando esse patossistema. Existem trabalhos que relatam
inibicdo da incidéncia da antracnose causada por espécies de Colletotrichum e
diferentes fitopatdgenos em outros patossistemas em condicdes de campo, por meio de
diferentes produtos derivado de vegetais. Estudos realizados por Araujo et al.( 2012),
obtiveram reducdo média de 50% da incidéncia da alternariose causada por Alternaria
porri (Ellis) Cif., em cebolinha, por meio de aplicacdes semanais de extrato de alga
(Ulva fasciata). Leite (2010) constatou que o uso do Oleo vegetal de nim reduziu em
52% a AACPD do mildio da videira em relagdo a testemunha absoluta (agua). Dias-
Arieira et al. (2010) verificaram reducdo de 91%, da ocorréncia de abortamento de
flores de morangueiro inoculadas com C. acutatum, e reducdo de 86% na aparigcdo de
sintomas nos frutos que resultaram das flores inoculadas por meio de pulverizagdes de
6leo de nim nas dosagens de 0,5 e 1,0%. Hassanein et al. (2008), verificaram reducéo de
42,5% da incidéncia de Alternaria solani (Ell. & Mart.) em plantas de tomateiro
pulverizadas com 20% do extrato aquoso de nim, em apenas duas semanas apds a
inoculacdo. Rodrigues et al. (2007) observou a inibicdo de 74% da incidéncia de S.
sclerotiorum de Bary em alface, por meio do extrato de gengibre, aplicando na base da
planta, foi constatado também que na alface houve aumento da atividade da enzima
peroxidase, reduzindo significativamente a incidéncia da doenca, indicando que o
controle de S. sclerotiorum, em alface, pode ter ocorrido tanto por atividade
antimicrobiana direta quanto pela ativacdo de mecanismos de defesa da planta.
Amadioha e Obi (1998) verificaram que a aplicacdo de 6leo de nim em feijdo reduziu
em 90% a ocorréncia de lesdes de antracnose provocadas por C. lindemuthianum,

apresentando efeito fungitoxico superior ao fungicida benomyl.
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Escala de nota

b) Severidade da antracnose em cebolinha

Foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos com produtos
derivados de vegetais (EBA de casca preciosa, pimenta longa, HID de pimenta longa,
pau rosa, macacaporanga, OE de pimenta longa, e IN de pimenta longa), conforme a
Figura 18, estes proporcionaram uma redugdo média de 55,6 % de severidade da doenca
nas folhas avaliadas em relacdo a testemunha (agua). Todos os tratamentos diferiram

estatisticamente da testemunha.

1 2 3 4 5 6 7 Semanas
—4+—T1: EBA de Casca Preciosac -#-T2: Infusdo de PimentaLonga ¢ ~#—T3: Hidrolato de Paurosa ¢ —«T4: Hidrolato de Macacaporanga ¢
~#=T5: OE de Pimenta Longa c ~&-T6: Hidrolato de Pimenta longa ¢ -+—T7:EBAde Pimentalongab T8: Testemunha (agua)a

Figura 19: Curva de progresso da doenca (severidade) da antracnose em trés folhas centrais de
cebolinha (Allium fistulosum L.) infectadas por Colletotrichum sp., apos pulverizagcdes dos
produtos derivados de vegetais em funcéo do tempo.

Os tratamentos com produtos derivados de vegetais que apresentaram maiores
redugdes da severidade da antracnose em relagéo a testemunha (agua) foram os: HID de
pimenta longa que reduziu 62,9% da doenca, seguido da infusdo de pimenta longa que
reduziu 63,5% e a menor reducdo da severidade foi proporcionada pela aplicagcdo de
EBA de pimenta longa 34,6%. Este produto diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos quanto a reducdo da severidade da antracnose em cebolinha, conforme a
Tabela 7.

48



Tabela 9: Média da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (severidade) da antracnose
causada por Colletotrichum sp. em cebolinha (Allium fistulosum L.) porcentagem de controle
em relacdo a testemunha

Tratamentos Média dos tratamentos Reducéo da severidade em
comparacédo ¢/ a

(AAPCD) testemunha (%)

EBA de casca preciosa 60,92 (c) 58,4
Infusdo de pimenta longa 53,40 (c) 63,5

HID de pau rosa 67,92 (c) 53,6

HID de macacaporanga 54,05 (c) 63

OE de pimenta longa 68,70 (c) 53

HID de pimenta longa 54,31 (c) 62,9

EBA de pimenta longa 95,66 (b) 34,6
Testemunha (agua) 146,35 (a)

CV% 2,75

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Na literatura ndo foi encontrado referéncia que menciona o controle de
antracnose em cebolinha utilizando extratos vegetais. No entanto, existem trabalhos que
obtiveram resultados promissores por meio do uso de produtos derivados de vegetais
em outros patossistemas. Araujo et al. (2012), obtiveram reducdo média de 70% da
severidade de areas necrosadas por A. porri em cebolinha, por meio de aplicacdes
semanais de extrato de alga (Ulva fasciata). Hassanein et al. (2008), verificaram
reducdo da severidade de F. oxysporium Schlecht. de 81% em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) irrigadas e tratadas com o extrato aquoso de nim, em
condi¢cdes de campo. Carneiro et al. (2007), obtiveram reducdo média de 97% do
namero de manchas nas folhas causado por oidio no feijoeiro (Phaeseolus vulgaris L.)
por meio de aplicacOes de 6leo de nim, em condigcdes de casa de vegetacdo, resultado
tdo eficiente quanto o fungicida triforine na dose de 4 ml L.

Geralmente plantas medicinais e aromaticas possuem substancias, em sua
composic¢do, que podem exercer funcdes de interacdes planta-patdégeno, podendo ser por
acdo fungitoxica (Pereira et al., 2008), bactericida (Vigo-Schultz et al., 2006; Lucas,
2009) ou pela indugéo de defesa da planta (Pereira et al., 2008; Mendeiros et al., 2009;
Lucas et al., 2012), fazendo com que a planta produza fitoalexinas, proporcionando
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aumento da sintese de outros compostos bioquimicos e estruturais de defesa da planta
(Balbi-Pena et al., 2006; Kagade et al., 2004).

¢) Produtividade das plantas de cebolinhas

As cebolinhas tratadas com derivados vegetais tiveram incrementos tanto no
comprimento da planta quanto na largura final das folhas de cebolinha (Tabelas 8 e 9;
Figura 19). Houve um acréscimo medio de 64,5% no desenvolvimento do comprimento
da planta e 78,4% no desenvolvimento da largura das folhas de cebolinha em
comparacdo com a testemunha, onde foi aplicado somente agua.

O efeito sobre o comprimento e a largura das folhas de cebolinha pode ter
ocorrido devido ao fornecimento de nutrientes pela pulverizagdo semanal desses
produtos derivados de vegetais. ObservacGes semelhantes também foram constatadas no
trabalho de Araujo et al. (2012), que obteve desenvolvimento de 19% no comprimento e
de 32% no peso fresco das folhas de cebolinha tratadas com extratos de alga (Ulva
fasciata Delile), em relacdo a testemunha em que foi aplicado somente &gua. Enquanto
que, Rodrigues et al. (2007) constataram o aumento de 25% do peso fresco de alface
por meio de aplicacbes semanais na base da planta com EBA e massa de gengibre.

As plantas de cebolinha (testemunha) ficaram atrofiadas e ndo se desenvolveram
como as plantas tratadas com produtos derivados de vegetais. Provavelmente a doenca
pode ter causado a reducdo da parte aérea em que acarretou na reducdo da emissdo de
novas raizes, ocorrendo o rompimento das escamas dos bulbos proximos a coroa, essa
evidéncia também ¢é relatado no trabalho de Wordell Filho et al. (2008). Com isso, foi
possivel confirmar os beneficios dos tratamentos com os produtos derivados de vegetais
testados nesse experimento. Pois o0s tratamentos a base de derivados vegetais mostraram
eficientes tanto na sanidade como no desenvolvimento da planta. Além disso, esses
resultados sdo interessantes, uma vez que, os hidrolatos de pimenta longa, pau rosa,
macacaporanga produzidos pelas industrias de extracdo de 0leos essenciais possam ter

outro destino, que ndo sejam o descarte no meio ambiente.
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Tabela 10: Média do comprimento de folhas de plantas de cebolinha (Allium fistulosum L.) e
porcentagem de desenvolvimento em compara¢do com a testemunha

Tratamentos Meédia dos tratamentos Comprimento da folha em
comparacdo ¢/ a

(cm) testemunha (%)

EBA de casca preciosa 45,7 (a) 70
Infusdo de pimenta longa 49,8 (a) 73

HID de pau rosa 50,1 (a) 80

HID de macacaporanga 47,1 (a) 80

OE de pimenta longa 48,6 (a) 83

HID de pimenta longa 50,3 (a) 90

EBA de pimenta longa 48,6 (a) 73
Testemunha (agua) 24,8 (b)

*CV% 12,2

*(CV% coeficiente de variagdo); As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 11: Média da largura de folhas de plantas de cebolinha (Allium fistulosum L.) e
porcentagem de desenvolvimento em comparacdo com a testemunha

Tratamentos Média dos tratamentos Largura das folhas em
comparacédo ¢/ a

(mm) testemunha (%)

EBA de casca preciosa 0,93 (a) 70
Infusdo de pimenta longa 0,96 (a) 70

HID de pau rosa 1,03 (a) 83

HID de macacaporanga 1,03 (a) 83

OE de pimenta longa 1,06 (a) 83

HID de pimenta longa 1,13 (a) 90

EBA de pimenta longa 0,96 (a) 73
Testemunha (agua) 0,23 (b)

*CV% 9,29

*(CV% coeficiente de variagdo); As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 20: Efeito dos produtos derivados de vegetais em cebolinhas infectadas com
Colletotrichum sp., apds sete semanas do plantio. (T1) extrato bruto aquoso de casca preciosa,
(T2) extrato aquaso de pimenta longa; (T3) hidrolatos de pimenta longa, (T4) hidrolato de pau
rosa, (T5) hidrolato de macacaporanga, (T6) 6leo essencial de pimenta longa, (T7) infusdo de
pimenta longa, (T8) testemunha.
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6. CONCLUSAO

A cebolinha é suscetivel a diferentes espécies de Colletotrichum (C.
theobromicola, C. truncatum e C. spaethianum).

Os produtos derivados de vegetais testados neste trabalho foram eficientes na
inibicdo da germinacdo de conidios de Colletotrichum ssp., na reducéo da incidéncia e
severidade da antracnose. Sendo que os HIDs de macacaporanga e pimenta longa foram
0S que apresentaram maior potencial como controladores da doenca.

Os produtos derivados de vegetais proporcionaram maior rendimento na

producdo da cebolinha em relacdo a testemunha.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Caracteristicas quimicas resultante da andlise de solo realizada pelo Laboratério de
Anélises de Solos e Plantas- LASP da Embrapa Ocidental.

N IDENTIFICACAO DA AMOSTRA pH] c [moJpP] kna]ca[mg[afrallsB] t [T v] m[re[zn][mn]cu

prot. | N°| Prof. (cm) Descrigao H,0| glkg mg/dm® cmol /dm % mg/dm®

1508 | 1 Setor 2 - Maracuja. 6,08 3,71 | 6,38 | 156| 21 4 1 1,79 [ 056 [000| 150 | 2,42 | 2,42 | 3,92 [61,72] 0,00 89 |[17,72] 9,79 | 3,45

1509 | 2 Setor 4 - Hortali¢as. 6,09 | 6,02 | 10,36 | 111 33 3] 174)| 064 |000] 163 | 248 | 2,48 | 4,11 |60,26] 0,00 91 12,31 7,69 | 2,12
CTC (t) - Capacidade de Troca Catidnica Efetiva

pH em &gua - relagdo 1:2,5

P, Na, K, Fe, Zn, Mn, Cu - Extrator Mehlich-1

Ca, Mg - Extrator KCI 1 mol/L

H+AIl - Extrator Acetato de Clcio 0,5 mol/L - pH 7,0
SB - Soma de Bases Trocaveis

CTC(T) - Capacidade de Troca Cationica a pH 7,0

V - indice de Saturagéo por Bases

m - indice de Saturagdo por Aluminio

Matéria Organica (M.O) = C (carbono organico) x 1,724 - Walkley-Black




Anexo 2: Artigo publicado no periddico Plant Disease (parte dos resultados obtidos no presente
estudo).

Santana, K.F.A.; Garcia, C.B.; Matos, K.S.; Hanada, R.E.; Silva, G.F.; Sousa, N.R.
2016. First Report of Anthracnose Caused by Colletotrichum spaethianum on Allium
fistulosum in Brazil. Plant Disease, v.100, n.1, p. 224. 10.1094/PDIS-07-15-0737-PDN

The Welch onion (Allium fistulosum L.) is widely grown in temperate and
subtropical regions worldwide and has many important culinary uses. The occurrence of
anthracnose on Welch onion has been reported in Korea and is caused
by Colletotrichum circinans (Kim et al. 2008). Since 2012, symptoms typical of
anthracnose have been observed on Welch onions in a vegetable garden located in the
Japanese Colony of Manaus, Amazonas, Brazil (59°59'06” W; 03°04'16" S). This
disease occurred in 50% of the seedlings and the symptoms consist of brown necrotic
spots that extend along the entire leaf. Acervuli collected directly from the leaves were
plated onto potato dextrose agar (PDA) and then incubated at 25°C for three to four
days. Single-spore cultures were obtained from three isolates from different plants. On
PDA medium, the isolates initially produced white colonies, which then turned gray and
had an orange-colored conidial mass. On Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
medium (Leslie and Summerell, 2006), they formed numerous black structures such as
sclerotia, setae, and acervuli. Conidia on SNA are hyaline, aseptate, curved or slightly
curved, with a rounded apex and truncated base that is 13.1 to 20.2 um long and 3.3 to
4.0 um wide. The appressoria are solitary or in loose groups, dark brown, irregularly
shaped, sometimes partially lobed, smooth-walled, and from 5.6 to 10.8 um long and
4.3 to 8.2 um wide. An alignment of the actin (ACT) and chitin synthase (CHS-1)
partial gene sequences showed 100% identity with Colletotrichum spaethianum
(Allesch.) Damm, P. F. Cannon & Crous (CBS 167.49). Maximum likelihood analysis
was done using the published sequences of the ACT and CHS-1 genes
from C. spaethianum and other Colletotrichum species that have curved conidia (Damm
et al. 2009; Vieira et al. 2014). The individual data sets were combined using the web
tool FaBox (1.41) and analysis with PAUP (1000 bootstrap replicates). Based on
morphological characteristics and phylogenetic analysis, the isolates were identified
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as C. spaethianum. The sequences for the isolates obtained in the present study were
deposited in GenBank (ACT Accession Nos. KT184300 to KT184302; CHS-1
Accession Nos. KT184303 to KT184305). The cultures were deposited in the Culture
Collection of Microorganisms of the National Institute of the Amazonian Research
(Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, INPA) (INPA 2615, 2770, and 2774).
Five Welch onion seedlings were sprayed with a conidial suspension (10°conidia/ml)
for each isolate and control seedlings were sprayed with sterile water. Plants were
covered with plastic bags and maintained at 28°C + 2°C in a greenhouse and a 12-h
photoperiod. Symptoms typical of anthracnose were induced five days postinoculation,
and signs of the pathogen were observed at 12 days postinoculation. No symptoms were
observed in the control plants. C. spaethianum was reisolated from symptomatic plants,
completing Koch’s postulates. C. spaethianum has been described on Hosta
sieboldiana in Germany, Lilium sp. in South Korea, Hemerocallis sp. in New Zealand
(Damm et al. 2012),Hemerocallis fulva, Hemerocallis citrine, and Peucedanum
praeruptorum in China (Yang et al. 2012; Guo et al. 2013), and Hemerocallis flava in
Brazil (Vieira et al. 2014). To our knowledge, this is the first report

of C. spaethianum on A. fistulosum.
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Fig. 1 A, Colletotrichum spaethianum on PDA after 10 days growth. B, conidia. C and
D, anthracnose symptoms on Welsh onion. E, acervuli. F, seta. G-l, appressoria. J,
Maximum likelihood tree showing phylogenetic affinities of Colletotrichum isolates

with C. spaethianum type (*) using combined analysis of genes ACT and CHS-1.
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