Micologia:
Fungos e/ou seus
Metabdlitos como
Objeto de Estudo

Benedito Rodrigues da Silva Neto
(Organizador)

Editora



Micologia:
Fungos e/ou seus
Metabdlitos como
Objeto de Estudo

-~

Benedito Rodrigues da Silva Neto
(Organizador)

Editora



2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof® Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Camila Alves de Cremo
Edicao de Arte: Lorena Prestes
Revisao: Os Autores

Todo o conteludo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

O conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sdo de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr? Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr® Angeli Rose do Nascimento - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof? Dr? lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr* Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagha - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof® Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof? Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

Prof? Dr? Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr? Lina Raquel Santos Araljo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof® Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Te6filo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salide

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Goncalves Maia Brasil - Universidade da Integracao Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Fernando José Guedes da Silva Junior - Universidade Federal do Piaui

Prof? Dr? Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof® Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr* Magnélia de Aradjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias
Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof? Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof® Dr* Luciana do Nascimento Mendes - Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande
do Norte

Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Me. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Me. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnolégica Paula Souza

Prof. Me. Adalto Moreira Braz - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Me. André Flavio Goncalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof? Dr® Andrezza Miguel da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Antonio Hot Pereira de Faria - Policia Militar de Minas Gerais

Prof® Ma. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof? Ma. Carolina Shimomura Nanya - Universidade Federal de Sao Carlos

Prof. Me. Carlos Antonio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof. Ma. Claudia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof? Dr? Claudia Tais Siqueira Cagliari - Centro Universitario Dindmica das Cataratas
Prof. Me. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof? Ma. Daniela da Silva Rodrigues - Universidade de Brasilia

Prof? Ma. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Douglas Santos Mezacas - Universidade Estadual de Goias

Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Me. Eduardo Gomes de Oliveira - Faculdades Unificadas Doctum de Cataguases
Prof. Me. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita
Prof. Me. Euvaldo de Sousa Costa Junior - Prefeitura Municipal de Sao Jodo do Piaui
Prof? Ma. Fabiana Coelho Couto Rocha Corréa - Centro Universitario Estacio Juiz de Fora
Prof. Dr. Fabiano Lemos Pereira - Prefeitura Municipal de Macaé

Prof. Me. Felipe da Costa Negrao - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr® Germana Ponce de Leon Ramirez - Centro Universitario Adventista de Sao Paulo
Prof. Me. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Dr. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof. Me. Gustavo Krahl - Universidade do Oeste de Santa Catarina

Prof. Me. Helton Rangel Coutinho Junior - Tribunal de Justica do Estado do Rio de Janeiro
Prof® Ma. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Me. Javier Antonio Albornoz - University of Miami and Miami Dade College

Prof® Ma. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Me. Jhonatan da Silva Lima - Universidade Federal do Para

Prof. Me. José Luiz Leonardo de Araujo Pimenta - Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria Uruguay
Prof. Me. José Messias Ribeiro Junior - Instituto Federal de Educacao Tecnolégica de Pernambuco

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Ma. Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Kamilly Souza do Vale - Nucleo de Pesquisas Fenomenolégicas/UFPA

Prof? Dr® Karina de Aradjo Dias - Prefeitura Municipal de Florianépolis

Prof. Dr. Lazaro Castro Silva Nascimento - Laboratério de Fenomenologia & Subjetividade/UFPR
Prof. Me. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Ma. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof? Ma. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof? Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Me. Lucio Marques Vieira Souza - Secretaria de Estado da Educacao, do Esporte e da Cultura de Sergipe
Prof. Me. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual do Parana

Prof. Dr. Michel da Costa - Universidade Metropolitana de Santos

Prof. Dr. Marcelo Maximo Purificagcao - Fundacao Integrada Municipal de Ensino Superior

Prof. Me. Marcos Aurelio Alves e Silva - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo
Prof® Ma. Marileila Marques Toledo - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof. Me. Ricardo Sérgio da Silva - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof* Ma. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof® Ma. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Me. Tallys Newton Fernandes de Matos - Faculdade Regjional Jaguaribana

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

M619 Micologia [recurso eletronico] : fungos e/ou seus metabdlitos como
objeto de estudo / Organizador Benedito Rodrigues da Silva
Neto. — Ponta Grossa, PR: Atena, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5706-161-9

DOI 10.22533/at.ed.619200207

1. Micologia. 2. Fungos. I. Silva Neto, Benedito Rodrigues da.
CDD 589.2

Elaborado por Mauricio Amormino Junior | CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2020




APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 2

ACAO DE COMPOSTOS DE Piper aduncum L. NA
INIBICAO DA GERMINACAO DE ESPOROS DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS DE HORTALICAS
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Data de submissdo: 06/03/2020
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Universidade Federal do Amazonas - Faculdade
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RESUMO: A producao de hortalica sofre com
diversos problema fitossanitarios, que variam
em fungdo de uma série de fatores. A mancha-
de-alternaria da couve (Alternaria japonica),
a antracnose da cebolinha (Colletotrichum

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

theobromicola) e a cercosporiose da alface

(Cercospora longissima) estao entre o0s
principais problemas fitossanitarios desses
cultivos no Estado. O uso de compostos de
Piper aduncum podera ser mais uma alternativa
para o manejo eficiente de doencas de plantas.
O estudo objetivou avaliar o efeito das fragdes
do extrato vegetal e do Oleo essencial de P.
aduncum sobre a germinagdo de conidios
dos fitopatdbgenos. Os fungos foram coletados
em areas de producado na regido de Manaus
e cultivados em meio BDA. A verificacdo da
patogenicidade foirealizada mediante Postulado
de Koch,

hortalica. As folhas para a preparacgéo do 6leo e

utilizando-se 5 mudas de cada

fraces foram coletadas na rodovia BR-174. O
extrato aquoso foi obtido pela maceracéo a frio
de folhas verdes; o extrato etandlico foi obtido
por intermédio da maceracéo a frio de folhas
secas com etanol; o 6leo essencial foi extraido
das folhas pelo método de hidrodestilagédo; as
fracdes hexanica e cloroférmica, por meio do
fracionamento dos extratos aquoso e o etandlico
pelo processo de particdo por solventes. As
analises foram realizadas pelo método da
bioautografia, em placas de CCD fase normal,
sendo feito em triplicata. O 6leo essencial inibiu
o desenvolvimento de C. theobromicola e A.
japonica nas concentragcdes de 100, 50 e 10
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mg.mL", o fator de retencdo para C. theobromicola foi de Rf=0,27; Wb- 1 cm, Rf=0,22;
Wb- 0,7 cm e Rf=0,24; Wb- 2,6 cm e, para A. japonica, de Rf=0,14; Wb- 1,6 cm, Rf=0,1; Wb-
1,6 cm e Rf=0,37; Wb- 1,7 cm. O 6leo essencial e os extratos nao tiveram efeito frente C.
longissima. Concluiu-se que o 6leo tem potencial para ser utilizado no manejo das doencas.
PALAVRAS-CHAVE: Antagonismo; bioautografia; extrato aquoso

ACTION OF Piper aduncum L. COMPOUNDS IN INHIBITING THE GERMINATION OF
SPORES OF PLANT PATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: Vegetable production suffers from several phytosanitary problems, which vary
according to a number of factors. Cabbage leaflet (Alternaria japonica), chives anthracnose
(Colletotrichum theobromicola) and lettuce cercosporiosis (Cercospora longissima) are
among the main phytosanitary problems of these crops in the State. The use of Piper aduncum
compounds may be another alternative for the efficient management of plant diseases. The
study aimed to evaluate the effect of fractions of plant extract and essential oil of P. aduncum
on the germination of conidia of phytopathogens. Fungi were collected in production areas
in the Manaus region and grown in BDA culture. The verification of pathogenicity was
performed using Koch’s Postulate, using 5 seedlings of each vegetable. The leaves for the
preparation of oil and fractions were collected on the BR-174 highway. The aqueous extract
was obtained by cold maceration of green leaves; the ethanolic extract was obtained through
cold maceration of dry leaves with ethanol; the essential oil was extracted from the leaves by
the hydrodistillation method; the hexane and chloroform fractions, by fractioning the aqueous
and ethanolic extracts by the solvent partition process. The analyzes were carried out by the
bioautography method, in normal phase CCD plates, being done in triplicate. The essential
oil inhibited the development of C. theobromicola and A. japonica at concentrations of 100,
50 and 10 mg.mL-1, the retention factor for C. theobromicola was Rf = 0.27; Wb - 1 cm, Rf =
0.22; Wb - 0.7 cm and Rf = 0.24; Wb- 2.6 cm and, for A. japonica, Rf =0.14; Wb - 1.6 cm, Rf
=0.1;Wb-1.6 cmand Rf =0.37; Wb - 1.7 cm. The essential oil and extracts had no effect on
C. longissima. It was concluded that the oil has the potential to be used in the management
of diseases.

KEYWORDS: Antagonism; bioautography; aqueous extract

11 INTRODUCAO

O Estado do Amazonas é grande importador de hortalicas de outras regides do
Pais, essa producao, principalmente por agricultores familiares, serve para consumo
e complementacdo de renda dessas familias e tem importante contribuicdo para o
abastecimento do mercado local (SILVA et al., 2018).

Em um estudo sobre a comercializacdo e producdao de hortalicas organicas e
convencionais em Manaus, Santiago e Gentil (2014) verificaram que os principais
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municipios produtores de hortalicas do Estado sdo Iranduba, Rio Preto da Eva e a capital
Manaus, além de Presidente Figueiredo e Manacapuru.

Dentre as culturas de importancia econémica para a agricultura familiar no Estado
do Amazonas destacam-se a cebolinha-verde (Allium fistulosum L.), sendo uma hortalica
amplamente conhecida e aceita pela populacao brasileira, utilizada como condimento no
preparo de alimentos, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais (SOUZA et al.,
2015). No Estado do Amazonas, os ultimos dados de 2017 mostram que a producéo foi
de 273.577,40 mil macgos (IDAM, 2017). As altas temperaturas associadas a alta umidade
relativa do ar séo fatores favoraveis a disseminacao de diversos fitopatdbgenos, em plantas
cultivadas, no estado do Amazonas.

Dentre as doencas fungicas destaca-se a antracnose, causada pelo fungo,
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae Penz., o qual sobrevive no solo, em restos de
culturas e nas sementes, podendo ser disseminado a longas distancias.

Por este motivo este é um género de grande importancia na producado agricola,
sendo responsavel por causar danos em diversas culturas economicamente importantes.
E provavel que todos as cultivares de alimentos plantados ao redor do mundo sejam
susceptiveis a uma ou mais espécies de Colletotrichum (KANEMARU, 2017). Na regiao
de Manaus, Santanta et. al (2016) identificaram mais uma espécie de Colletotrichum
causando antracnose em cebolinha, o Colletotrichum spaethianum (Allesch.) Damm, P. F.
Cannon & Crous. Almeida et. al (2017), identificaram Colletotrichum brevisporum Phouliv.,
Noireung, L. Cai & K.D. Hyde infectando plantas de pimenta malagueta em Manacapuru,
no Amazonas, mostrando a variabilidade do fungo e adaptabilidade em varios tipos de
hospedeiros.

A couve manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) € uma hortalica arbustiva
anual ou bienal, cujo consumo no Brasil tem gradativamente aumentado devido as novas
maneiras de utilizacdo na culinéria e as recentes descobertas da ciéncia. Luengo et al.
(2018) quantificou minerais em folhas de couves, no Distrito Federal, fornecidos através
da adubacéo refletindo diretamente na obtencéo de teores mais equilibrados de minerais
para as plantas e para a dieta humana.

A mancha de alternaria € causada por mais de uma espécie de fungo do género
Alternaria (Alternaria brassicae (Berk.) Sacc e A. brassicicola (Schwn.) Wilt.). O patégeno
é transmitido por sementes, causando danos desde a fase de plantula. Os sintomas séo
caracterizados inicialmente por pequenas manchas circulares de coloracdo marrom-
escura e circundadas por um halo amarelado, a A. brassicicola produz pequenas lesdes
negras, pontuais que se fundem. A A. brassicae, caracteriza-se por lesdes castanhas
de maior tamanho, nas quais se desenvolve uma massa castanha escura de esporos
(AGOSTINHO et al., 2016). A correta identificagcao do patégeno consiste no primeiro passo
para realizacdo do manejo da doenca por ele causado, pois auxilia em novas estratégias
de controle e nas corretas recomendacgdes de produtos a serem aplicados as sementes e
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plantas (CARVALHO et al., 2014).

Em meio das hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) esta entre as dez mais
produzidas e consumidas no Brasil. Em 2017, a producdo no Amazona foi de 60.421,63
mil pés, considerando plantio convencional e hidropdnico, mostrando a grande aceitacao
na mesa dos consumidores (IDAM, 2017). A cercosporiose, causada por Cercospora
longissima (Cugini) Sacc., € uma das principais doencas da alface. O patbgeno se
desenvolve em grande variagdo de temperatura e sua disseminag&o ocorre por meio de
sementes infectadas ou através de vento e agua.

Pesquisas desenvolvidas com extrato bruto ou 6leo essencial, obtidos de plantas
medicinais, tém indicado o potencial dos mesmos no controle de fitopatdégenos, segundo
Costa et al. (2008) as propriedades antimicrobianas de substéancias presentes em extratos
e 6leos essenciais produzidos pelas plantas sdo reconhecidas empiricamente ha séculos.

Nesse sentido, a espécie P. aduncum ja teve comprovada atividade antagénica
contra fungos fitopatogénicos em diversos estudos in vitro e in vivo, sendo também a mais
investigada quanto a sua composicao quimica e efeito antifungico do éleo volatil (LIMA,
2012).

A bioautografia é uma das técnicas mais importantes para a separacéo e avaliagcao
da atividade antimicrobiana de compostos vegetais. Esta técnica consiste na separag¢ao
do composto do extrato por cromatografia em papel ou em camada delgada e posterior
revelacdo utilizando-se os efeitos biologicos da substancia de interesse (KANEMARU,
2017).

O uso de compostos de P. aduncumpodera ser uma alternativa para o manejo eficiente
de doencas de plantas, com consequente reducao do custo de producao e protecéo do
meio ambiente, homem e animais dos efeitos adversos causados pelos agrotoxicos. A
avaliacao da atividade positiva das moléculas oriundas dos seus compostos pode trazer
informacdes substanciais no controle da doencga, podendo ser um controle efetivo e
ecologicamente aceito.

O estudo objetivou analisar a acdo de compostos de Piper aduncum na inibicdo da
germinacao de Alternaria japonica, Colletotrichum theobromicola e Cercospora longissima.

2 | MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos nos laboratoérios: Principios Bioativos de Origem
Microbiana e Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas — Ufam e casa-de-
vegetacao da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Ufam.

2.1 Material vegetal

Folhas de Piper aduncum foram coletadas no km 8 da BR-174, Municipio de Manaus
— AM e identificadas de acordo com registro depositado no Herbario HUAM/UFAM sob o
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no 8188, colecao Véras, S.M., 01. Cadastro no SisGen: AEFF923.

2.2 Obtencao e isolamento de fitopatdogenos

Os fungos fitopatogénicos foram obtidos a partir de folhas de couve, cebolinha-verde
e alface apresentando sintomas, como manchas foliares em propriedades rurais na regiao
de Manaus-AM e na feira do Mercado Adolfo Lisboa.

O isolamento dos fungos foi realizado pelo método indireto (ALFENAS, et al., 2007).
O material infectado foi lavado com agua corrente, retirados fragmentos das margens das
lesbes e desinfetados em alcool 70% por 30 seg., hipoclorito de sddio 1% por 30 seg.,
seguido de duas lavagens em agua destilada.

Os fragmentos foram depositados em placas de Petri contendo o meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) a 27 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Ao meio de cultura foi
acrescido o antibi6tico cloranfenicol (50 yg.mL™), para evitar contaminagcdo com bactérias.

2.3 Teste de patogenicidade

Para avaliar a patogenicidade dos fungos, foi realizada todas as etapas do postulado
de Koch. A inoculacgao foi realizada em mudas de couve, cebolinha e alface das mesmas
variedades em que os fungos foram isolados. Foi preparada uma suspenséo de indculo na
concentracao de10°f conidios/mL™" e pulverizada na superficie das folhas. A suspenséo de
esporos foi preparada partir de cada uma das colénias das espécies, por meio da adi¢cao
de 10 mL de agua destilada esterilizada nas placas, seguida da raspagem da colbnia e
filtragem em gaze, com posterior contagem do numero de esporos/cm? com auxilio de
uma camara de Neubauer no microscopio 6tico.

Apo0s a inoculacéo as plantas foram mantidas em camara Umida, durante 48 horas.
A avaliacao foi feita pela observacdo do surgimento dos sintomas tipicos das doencas
nas plantas, com posterior reisolamento do fungo para a confirmacao da etiologia. A
identificacdo das espécies de C. theobromicola e A. japonica foi realizada, através da

analises morfocultural e molecular.

2.4 Preparacao do extrato e obtencao do 6leo essencial

No Laboratério de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ/UFAM) foram
seguidas as metodologias descritas pelos pesquisadores (REEGAN et al., 2014; ALl et al.,
2015) com algumas modifica¢cdes. Foi usado o sistema de extrac&o pelo clevenger com
baldo de capacidade de 4 L e manta aquecedora com ajuste de temperatura até 100°C.
Separadamente foram usados 258 g do material vegetal moidos e 1 L de agua destilada
para a extracao do Oleo essencial.

Os volumes obtidos das extragdes do éleo essencial foram lidos a cada 15 minutos
durante o tempo de 1h, contabilizados a partir do momento da fervura da agua.

Terminadas as extragdes, o volume do Oleo essencial foi aferido diretamente no
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aparelho clevenger através de uma escala volumétrica existente no aparelho. Por fim,
o 6leo essencial foi pesado em balanga analitica, armazenado em 2 ependorfs de 2 mL
e mantidos em refrigeracdo constante a uma temperatura de -5°C até ser utilizado no
estudo.

Os extratos vegetais foram obtidos através do processo de maceragao utilizando
250 g do material vegetal moido. O material vegetal foi colocado dentro de um frasco tipo
Mariotte com capacidade de 4L, em seguida, foi adicionado 3L do solvente metanol com
grau de pureza analitica. Por conseguinte, o frasco foi lacrado, identificado e deixado em
repouso por dez dias em local protegido da umidade e luz do sol (MADHIYAZHAGAN et
al., 2014).

Terminado o prazo da macerag¢édo, o extrato foi filtrado utilizando papel de filtro
Whatman No. 1 para a separacao da parte liquida e parte sélida. A remoc¢ao do solvente
foi através de evaporador rotativo a 40°C, o extrato bruto, devidamente seco, foi coletado
e armazenado separadamente em um Becker de 50 mL e mantido sobre refrigeracdo a
temperatura de 4°C até serem utilizados nos bioensaios. (MUNUSAMY et al., 2016).

2.5 Bioautografia

A identificacdo dos constituintes bioativos contra os fitopatdgenos, foi investigada,
por meio da técnica de bioautografia direta, de acordo com o método de Hamburger e
Hostettmann (1991) modificado. Duas placas de silica gel TLC silica gel 60 RP-18 de marca
Merck foram inoculadas com uma suspensao uma suspensao de inoculo na concentracao
de 1 x 10° conidios/mL em meio liquido de BDA e outra placa foi inoculada apenas com a
suspensao de esporo borrifada sobre as placas.

Todas as placas preparadas do 6leo essencial foram reveladas com vanilina sulfurica
e aquecidas em estufa por 3 minutos, as placas tanto do 6leo quanto das fracdes foram
colocadas sob luz ultravioleta para serem observadas em comprimentos de onda de 365
nm.

A comparacéao entre as placas foi realizada por meio da determinacéo do fator de
retencédo (Rf) dos compostos com atividade antifungica. O experimento foi realizado em
triplicata.

Rf =dc/ds
dc = distancia percorrida pelo componente da mistura

ds = distancia percorrida pelo eluente

2.6 Obtencao das fases

Foipesado 20 mgdo extrato, em seguida colocado dentro de becker (500 mL) acrescido
de 100 mL MeOH/H,O (Metanol) na propor¢do 90:10. Em seguida, a amostra solubilizada
foi colocada dentro de um funil de particdo de 1 L. Por conseguinte, foram acrescidos ao

funil 100 mL de hexano (processo repetido 3x). Em seguida, foi feita a agitacdo manual e
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coletada a fracdo hexanica. Terminado esse processo, foram acrescentados 100 mL de
CHCI3 (cloroférmio) (processo repetido 3x) e mais 30 mL de H,O. Posteriormente feita a
coleta da fracao cloroférmica.

2.7 Efeito das fracdes hexanica e cloroférmica do extrato etandlico na inibicao da

germinacao de conidios, por meio da bioautografia.

Nessa fase, foi preparado dois sistema de eluentes:
1. Hexano/acetato (7:3) v/v de etila para anélise da fase hexanica (extrato etandlico)

2. Diclorometano/lso-Propanol (9:1) v/v para analise da fracéao cloroférmica

Foram avaliadas as concentragdes de 100, 50, 10 e 5 mg.mL". Uma aliquota de
cada amostra foi aplicada em placas TLC silica gel, descritas anteriormente, com suporte
de aluminio a uma distancia de 1,0 cm entre as amostras. Como controle negativo foi
usado uma solugcao de Nistatina (100 mL). As placas foram aspergidas individualmente
com suspenséo de inOculo das espécies fungicas na concentragcao de 1x10° conidios.
mL™', em seguida, colocadas em bandejas, nas quais foram adicionados um chumaco de
algodao embebido em agua esterilizada e mantidas em cadmara de crescimento BOD, sob
temperatura de 28,5 °C com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagao foi realizada, por meio
da observacédo das zonas de inibicdo ao redor das bandas (separagcao cromatogréfica).

2.8 Efeito do 6leo essencial na inibicao da germinacao de conidios

Neste ensaio foi utilizado o sistema de eluente hexano/diclorometano (5:5) v/v. A
metodologia do teste microbioldgico seguiu a descrita acima para a avaliagcao das fragoes
do extrato etandlico. A solugao do fungicida Nistatina (100 mL) foi usado como controle

positivo. A avaliacéo foi realizada como descrita anteriormente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de patogenicidade

Os sintomas das doencas comegaram a ser observados aos 8 dias em todos os
patossistemas, conforme apresentado nas figuras 1 (A, B e C). Aos 15 dias da inoculacéo,
procedeu-se o reisolamento dos fungos para completar os postulados de Koch, momento
em que estruturas de Cercospora longissima (Figura 2) em folhas de alface, mostravam-
se visiveis em microscépio estereoscopico.
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Figura 1: Folhas de couve apresentando os sintomas da mancha de A. japonica (A), folhas de alface
com sintomas de C. longissima (B) e folhas de cebolinha apresentando sintomas tipicos de antracnose,
causadas por C. theobromicola (C), todas aos 15 dias ap0s inoculagéo.

O fungo responsavel pela antracnose foliar da cebolinha-verde foi identificado como
Colletotrichum theobromicola Delacr e o responsavel pela mancha-de-alternaria foi o

fungo Alternaria japonica Yoshii.
3.2 Bioautografia

Ainibicao do crescimento dos fungos em placas de cromatografia foi avaliada através
da analise cromatogréfica direta, visando detectar a atividade biolégica diretamente sobre
as placas de CCD. A quantidade aplicada permitiu observar diferengas na composigcao
quimica das fracdes e do Oleo essencial de P. aduncum, além de sua possivel interacao
com os fungos testados.

3.3 Efeito do dleo essencial na inibicao da germinacao de conidios

Utilizando a bioautografia identificou-se halos de inibicdo, ndo havendo
desenvolvimento micelial dos fungos avaliados, nas concentracées do 6leo essencial
avaliadas. A figura 2 apresenta uma fotografia, obtida apds 6 dias de incubagéo, para o
fungo C. theobromicola e A. japonica.

Figura 2: Placas CCD de C. theobromicola e A. japonica, mostrando halo de inibi¢éo, indicado pelas
setas, nas concentragbes do 6leo essencial de Piper.

O dbleo essencial apresentou diferentes fatores de retencédo (Rf), no caso dos
fungos C. theobromicola e A. japonica, pois foram os Unicos que tiveram inibicdo em 3
concentragdes do Oleo de Piper.

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 2




Os Rf para os seguintes fungos foram:

C. theobromicola A. japonica

Banda 1- Rf=0,27; W = 1cm Banda 1- Rf=0,14; W_=1,6 cm
Banda 2- Rf=0,22; W,= 0,7 cm Banda 2- Rf=0,1; W =1,6 cm
Banda 3- Rf=0,24; W = 2,6 cm Banda 3- Rf=0,37; W = 1,7 cm

Cada substancia possui um fator de retencao proprio, mas nao exato, ele pode
ter algumas alteracbes, dependendo das condigdes com que a cromatografia é feita,
combinado a outros valores e fatores pode-se identificar a substéncia.

Em 2007, Silva e Bastos testaram a atividade antifUngica de outras espécies do
género Piper (P. callosum, P. marginatum var. anisatume P. enckea) sobre o crescimento
micelial de Moniliophthora perniciosa e observaram a inibicao em 100% a partir da
concentracao de 0,75 pL/mL do éleo essencial das espécies de piperaceas.

Segundo TAKEARAZet al. (2017), podemos dizer que os 6leos essenciais das espécies
de Piper do Brasil tém muitos usos. Além disso, eles séo dotados de atividades biol6gicas
interessantes e tém um potencial terapéutico. Por exemplo, eles exibem atividades
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e podem ser Uteis como remédios naturais
além de serem usados na agricultura.

3.4 Efeito das fracdes hexanica e cloroférmica do extrato etandlico na inibicao da

germinacao de conidios, por meio da bioautografia.

N&o foi observado perfil de resisténcia ao fungicida (Nistatina) utilizado no ensaio. As
fracdes hexanica e cloroférmica ndo apresentaram atividade, ndo sendo caracterizada por
zonas de inibicdo da germinacao de esporos. No caso de C. longissima néo foi possivel
observar inibicdo em nenhuma concentracdo tanto das fragdes quanto do dleo.

Em trabalho mais recente Costa (2018) observou que houve uma zona de inibicao
nas placas de CCD com diferentes concentracdes da fracado hexénica de P. marginatum
frente o fungo Corynespora cassiicola, este resultado é importante, pois corrobora com a
possibilidade de obtencéo de novas substancias, o que justificaria a atividade antifungica
desta fracdo. Almeida et. al (2019) testou extrato etandlico de P. mollicomum e comprovou
a inibicao sobre a bactéria Staphylococcus aureus.

41 CONCLUSAO

O Oleo essencial de Piper teve efeito sobre o desenvolvimento dos fitopatégenos C.
theobromicola e A. japonica, o que permitiu inferir a existéncia de alguma substancia que
inibiu a esporulacdo dos fungos, através do clareamento nas zonas de inibic&o.

As fracbes cloroférmica e hexanica do extrato de P. aduncum n&o apresentaram
metabdlitos com atividade antimicrobiana frente os fungos A. japonica, C. theobromicola
e C. longissima utilizados neste estudo.
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Sugere-se futuro isolamento dos fitoconstituintes ativos, presente nas zonas de
inibicdo de esporos do 6leo essencial de P. aduncum, visando novos ensaios para a
identificacdo da (s) substéancia (s) antagbnica (s).
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