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RESUMO

A composicdo quimica do morango (Fragaria x ananassa Duch) contribui para o
desenvolvimento de fungos, em especial, o Botrytis cinerea, principal fitopatégeno
relacionado a cultura. Este ¢ responséavel por causar o mofo cinzento, principal doenca fingica
que acomete os frutos, principalmente no periodo pds-colheita. A severidade da doenga se
deve a capacidade do Botrytis cinerea de permanecer nos frutos durante todo o periodo de
maturagdo, vindo a se manifestar somente no periodo pos-colheita, o que resulta em
consideraveis perdas econdmicas para o setor produtivo e comercial. O controle do fungo ¢
realizado majoritariamente por fungicidas sintéticos, indicados para aplicagdo a partir do
inicio da floracdo até o periodo de pré-colheita dos frutos. Métodos alternativos de controle
tém sido utilizados a fim de reduzir a incidéncia da doenga, contudo caracteristicas proprias
do Botrytis cinerea o tornam altamente resistente. Estes fatores, somados aos elevados teores
de residuos de fungicidas nos frutos, e a busca pelo desenvolvimento de alimentos saudaveis,
tem intensificado as pesquisas a fim de identificarem novos métodos de controle do Botrytis
cinerea. Extratos obtidos de plantas tem despertado o interesse cientifico por conterem
substancias responsaveis por conferirem prote¢ao as mesmas. Esta acdo se deve a presenga de
metabolitos secundarios capazes de exercerem acao antimicrobiana frente a uma gama de
microrganismos. A presenga de acidos fendlicos e flavonoides nas diferentes partes dos frutos
de Physalis peruviana conferem a espécie capacidade de atuar como um agente
antimicrobiano natural. Avaliar a ag¢do preventiva do extrato de Physalis peruviana sobre o
fungo Botrytis cinerea, aplicado através de suspensdo de conidios na concentragdo de 10°
conidios por mL de suspensdo, em morangos da variedade Albion, foi o objetivo geral deste
projeto de dissertacdo. A aplicacdo do extrato de forma preventiva frente ao fungo
demonstrou melhor agdo antifungica quando aplicado em morangos verdes armazenados a 25
°C. A composicao quimica dos morangos possivelmente interfere na intensidade da acao
exercida pelo extrato. Os compostos fendlicos, 4cido clorogénico (148,8 pg mL™), 4cido
cafeico (14,42 pg mL™'), 4cido fertlico (2,44 pg mL!') e quercetina (190 pg mL'),
identificados no extrato exercem acdo antifingica sobre o fungo Botrytis cinerea e esta,
possivelmente se deve a agdo sinérgica dos trés compostos. Physalis peruviana representa
uma alternativa para controle preventivo de mofo cinzento em morangos da variedade Albion.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, agao antifungica, Botrytis cinerea.






ABSTRACT

The chemical composition of strawberry (Fragaria x ananassa Duch) contributes to the
development of fungi, in particular Botrytis cinerea, the main phytopathogen related to the
crop. This is responsible for causing gray mold, the main fungal disease that affects fruits,
especially in the post-harvest period. The severity of the disease is due to the ability of
Botrytis cinerea to remain in the fruits throughout the maturation period, only to occur in the
post-harvest period, which results in considerable economic losses for the productive and
commercial sector. The control of the fungus is carried out mainly by synthetic fungicides,
indicated for application from the beginning of flowering to the period of pre-harvesting of
the fruits. Alternative methods of control have been used in order to reduce the incidence of
the disease, but Botrytis cinerea's own characteristics make it highly resistant. These factors,
coupled with the high levels of fungicide residues in fruits and the search for the development
of healthy foods, have intensified research to identify new methods of Botrytis cinerea
control. Extracts obtained from plants have aroused the scientific interest to contain
substances responsible for protecting them. This action is due to the presence of secondary
metabolites capable of exerting antimicrobial action against a range of microrganisms. The
presence of phenolic acids and flavonoids in different parts of the fruits of Physalis peruviana
confer the ability of the species to act as a natural antimicrobial agent. To evaluate the
preventive action of the extract of Physalis peruviana on the fungus Botrytis cinerea, applied
by suspension of conidia in the concentration of 10° conidia per mL of suspension, in
strawberries of the Albion variety was the general objective of this dissertation project.
Application of the extract preventively against the fungus demonstrated a better antifungal
action when applied to green strawberries stored at 25 °C. The chemical composition of
strawberries possibly interferes with the intensity of the action exerted by the extract.
Phenolic compounds, chlorogenic acid (148.8 ug mL™"), caffeic acid (14.42 pg mL-1), ferulic
acid (2.44 ug mL) and quercetin (190 ug mL™!) identified in the extract exert an antifungal
action on the fungus Botrytis cinerea, possibly due to the synergistic action of the three
compounds. Physalis peruviana represents an alternative for preventive control of gray mold
in strawberries of the Albion variety.

Key-words: Phenolic compounds, antifungal action, Botrytis cinerea.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch) é caracterizado como um fruto perecivel de
vida util relativamente curta e alta taxa respiratoria, que aumenta em até 50 % no periodo de
maturacdo dos frutos. A composi¢cdo quimica dos frutos o torna um substrato ideal para o
crescimento de microorganismos (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011).

A principal doenga fingica que acomete a cultura do morango ¢ o mofo cinzento.
Causada pelo fungo Botrytis cinerea pode danificar folhas, flores e frutos. O fungo ¢é capaz de
permanecer nos frutos verdes e se manifestar somente no periodo péds-colheita, resultando em
consideraveis perdas econdmicas para o setor produtivo (CANTILLANO; SILVA, 2010;
HUSAINI; NERI, 2016).

No Brasil aproximadamente 3700 hectares sdo destinados a produgdo de morangos,
sendo 70% destinados ao consumo in natura e 30% ao processamento (REVISTA CAMPO E
NEGOCIO, 2015). Em 2017 o pais exportou 1.200,00 kg de morangos totalizando 8.282,00
dolares (VIEIRA, 2018). Somente nos Estados Unidos, as perdas causadas por Botrytis
cinerea podem corresponder a 50% do total de morangos plantados (GIANESSI; REIGNER,
2005).

Os morangos comercializados no Brasil provem em sua maioria do sistema
convencional, que utiliza como principal método de controle de doencas fungicas os
fungicidas sintéticos (SANHUEZA et al., 1996; LORENZETTI et al., 2011). Para controle do
mofo cinzento em morangos o Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (AGROFIT) vinculado
ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) tem registrado 13 fungicidas
sintéticos destinados a aplicagdo pré-colheita (BRASIL, 2018). Entretanto, o Botrytis cinerea
tem se mostrado resistente frente a alguns fungicidas (GRABKE, 2014; FRAC, 2018).

E necessario oferecer métodos alternativos para controle do Botrytis cinerea em
morangos produzidos pelos diferentes sistemas de cultivo (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010; ANVISA, 2013; GYAWALI; IBRAHIM, 2014). O desafio da fruticultura
atual ¢ produzir alimentos de qualidade e saudaveis, que atendam aos requisitos de seguranga
alimentar, sustentabilidade ambiental e agricola e que sejam vidveis economicamente para o
setor produtivo e para os consumidores (BRASIL, 2012; CASTRO, 2012).

Extratos de plantas tem ganhado interesse cientifico devido a suas propriedades
antimicrobianas. A agdo se deve a diversidade de substancias formadas pelo metabolismo

secundario das plantas, que hd muito tempo tem sido descritos na literatura por conferirem
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protecdo natural as mesmas frente ao ataque de microrganismos fitopatogénicos e pragas. A
diversidade de metabdlitos secundarios tem estimulado o interesse na extragdo dos mesmos
para posteriormente, avalid-los quanto ao seu potencial antifingico (AQUEVEQUE et al.,
2016; LAGROUH, 2017).

Frutos da espécie Physalis peruviana também conhecida como uchuva e goldenberry,
sao fontes de acidos fenodlicos e flavonoides (VALENCIA, 1986; ROCKENBACH et al.,
2009; SEVERO et al., 2010; RAMADAN 2011). Sua agdo antifiungica tem sido demonstrada
frente a diferentes espécies de fungos (CORREA, 2015). O percentual de inibi¢io do
crescimento micelial apresentado por extratos de Physalis peruviana, em alguns casos ¢
superior ao percentual apresentado por alguns fungicidas comerciais, com exemplo,
piraclostrobina e trifloxtrobina adicionada de protioconazol (CORREA, 2015).

Nesse sentindo, avaliar a agdo preventiva do extrato de Physalis peruviana sobre o
fungo Botrytis cinerea aplicado em morangos (Fragaria x ananassa Duch) variedade Albion
foi o objetivo geral desta dissertacdo de mestrado.

Os objetivos especificos sao descritos abaixo:

[.  Identificar e isolar o fungo Botrytis cinerea a partir de morangos maduros da
variedade Albion;
II.  Realizar a anélise genomica do fungo isolado;

III.  Adquirir os frutos de Physalis peruviana Linnaeus, matéria-prima para
producdo do extrato;

IV.  Caracterizar os frutos de Physalis peruviana L., quanto aos parametros fisico-
quimicos: pH; acidez titulavel total em 4cido citrico; solidos soluveis totais por
refratometria; proteina pelo método de Kjeldahl classico; umidade por secagem
direta em estufa a 105°C; glicidios redutores em glicose; vitamina C por iodato
de potassio e determinagdo de coloracdo do calice.

V.  Preparar o extrato de Physalis peruviana L.;

VI.  Determinar os acidos fendlicos e flavonoides presentes no extrato;

VII.  Avaliar in vitro e em morangos a agdo antifungica do extrato aplicado de forma

preventiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  MORANGO

O morango (Fragaria x ananassa Duch) foi identificado primeiramente pelo botanico
Francés Antoine Nicolas Duchesne. A espécie se originou a partir do cruzamento das espécies
Fragaria virginiana Mill (originaria da América do Norte) e Fragaria chiloensis (Linnaeus)
Duchesne (originaria do Chile). O morangueiro pertence a familia Rosaceae e ¢ considerado
um hibrido natural (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011).

Botanicamente Fragaria x ananassa Duch ndo ¢ uma fruta ou berry verdadeira. As
sementes, como sdao popularmente chamadas, é que s3o os verdadeiros frutos. O receptaculo
floral cresce e se transforma em uma parte carnosa, a qual estd embutida em muitos frutos
verdadeiros (FILLINGER; ELAD, 2016). A Figura 1 apresenta a localizagdao do receptaculo

floral.

Figura 1 - Descri¢go da localizag@o do receptaculo floral.

Receptaculo
Flaral

Fonte: https://www.google.com.br/imagens

A cor, textura e sabor caracteristico do morango o tornam muito atrativo e o fazem um
dos frutos mais consumido in natura do mundo (D.SC et al., 2012). Representando uma das
culturas mais importantes economicamente (HORTIFRUTI, 2015; ANDRADE, 2017).

Os Estados Unidos é o maior produtor mundial de morango, seguido pela Turquia e
pela Espanha, de acordo com o Servigo Nacional de Estatistica Agricola dos Estados Unidos
(AGRICULTURE, 2017). O Brasil ocupa o primeiro lugar entre os principais produtores de
morango da América do Sul, totalizando uma producdo média de 30 t/ha (HORTIFRUTI,
2015; ANDRADE, 2017).
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Devido ao alto teor de agua (= 90%) os frutos sdo considerados pereciveis e
susceptiveis ao crescimento de diferentes microrganismos, sendo necessario o uso de
diferentes técnicas que visem garantir a qualidade e o aumento de vida de prateleira dos frutos
(D.SC et al., 2012). Fungos, virus, nematdides e bacterias sdo 0s principais responsaveis por
originarem doen¢as no morangueiro. Insetos como percevejo, besouros e pulgdes e acaros,
também causam danos a cultura se ndo controlados adequadamente (ESTECA, 2017).

Entre as principais cultivares de morangos plantadas no Brasil (Albion, Aromas,
Camarosa, Camino Real, Diamante, Festival, Monterey, Oso Grande, Palomar, Portola, San
Andreas e Ventana), a Albion corresponde a uma das mais cultivadas na regiao Sul do pais.
Entretanto ndo ha cultivares de morango altamente resistentes ao mofo cinzento (ANTUNES;
CARVALHO; SANTOS, 2011).

Albion foi langada comercialmente em 2004 pela Universidade da California. Foi
criada a partir do cruzamento da cultivar “Diamante” com uma cultivar originaria da
Califérnia (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011). E caracterizada como uma planta de
dias neutros, sendo menos sensivel ao fotoperiodo (luz) em relagdo a plantas de dias curtos
(HUSAINI; NERI, 2016). Os frutos variam quanto a sua composi¢ao quimica nos diferentes
estadios de maturagdo. Frutos com coloracdo verde e vermelho escuro apresentam teores de
solidos soluveis totais, acidez total, pH e umidade de 6,8 %, 1,0 %, 3,42 ¢ 92,4 % ¢ 9,0 %, 0,7
%, 3,80 ¢ 92,5 % respectivamente (ORNELAS-PAZ et al., 2013).

2.1.1 Principal fungo fitopatogénico do morango

O Botrytis cinerea ¢ responsavel por causar a doenga conhecida por mofo-cinzento ou
gray mold, principal doenga que acomete a cultura do morango. Os sintomas da infec¢do
podem aparecer em frutos verdes, em periodo de amadurecimento e na pos-colheita (MAAS,
1984). Se houver condi¢des favoraveis para o desenvolvimento do fungo, as perdas pods-
colheita podem ser grandes, principalmente porque o mesmo pode se desenvolver dentro da
embalagem durante o periodo de armazenamento. Em condi¢des desfavoraveis o Botrytis
cinerea pode permanecer na forma de micélio dormente, em restos de plantas ou em partes
mortas das mesmas (GRABKE, 2014).

O Botrytis cinerea pertencente ao género Botrytis e a familia Sclerotiniaceae. E
caracterizado como um fungo necrotrofico, mas que pode viver saprotificamente. Apresenta
otima adaptabilidade, podendo ser encontrado em diferentes regides geograficas de acordo

com a natureza de seu hospedeiro (GRABKE, 2014; JIN et al., 2017). E um dos principais
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fitopatogenos de frutas e vegetais, incluindo alface, batata, berinjela, caqui, cebola, citros,
feijdo-vajem e girassol (BRASIL, 2018).

Devido a capacidade do Botrytis cinerea de ocorrer em diferentes estagios da cadeia
produtiva, tanto do morango como de outros frutos, hortalicas e plantas, estimar os reais
custos dos danos causados pelo fungo se torna dificil (DEAN et al., 2012). Até o0 momento
somente a cultivar de morango Oso Grande ¢ tolerante ao Botrytis cinerea (BRASIL, 2018).
Nao foram encontrados dados que descrevam a cultivar Albion como resistente ao mofo
cinzento.

Temperaturas moderadas (15 °C a 25 °C) sao favoraveis ao desenvolvimento do
fungo. Em temperaturas proximas de 0 °C também € possivel haver crescimento fingico, bem
como, em morangos embalados e armazenados sob refrigeracdo (GINDRO; PEZET, 2001;
AHLEM et al., 2012). A umidade ¢ o principal fator regulatorio para o desenvolvimento da
doenca e a germinagdo de esporos, também chamados de conidios, como apresentado na

Figura 2 — B. Longos periodos chuvosos aumentam a incidéncia da doenga (KOIKE;

GLADDERS; PAULUS, 2007).

Figura 2 - Estrutura do Botrytis cinerea com conidioforos (A) e conidios (B).

Fonte: Maas (1984).

2.1.1.1 Meétodos de controle do Botrytis cinerea

Fungicidas sintéticos correspondem ao método convencional de controle de doencas
de plantas, da mesma forma, para o controle do mofo cinzento em morangos. Neste caso, as

primeiras aplicacdes de fungicidas sintéticos sdo realizadas antes do periodo de floracao
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podendo ir até o periodo pré-colheita dos frutos. Em sua maioria, os fungicidas utilizados
apresentam modo de a¢do sist€émicos seguido por ndo sistémicos. A aplicagdo destes pode ser
realizada de forma alternada (MAAS, 1984).

No Brasil atualmente, ha 15 fungicidas (Cantus, Cercobin 700 WP, Certus, Collis,
Meltiltiofan, Mythos, Rovral SC, Sialex 500, Sonata, Sumilex 500 WP, Timorex Gold,
Topsin 500 SC e Topsin 700) registrados no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios
(AGROFIT), este vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA). Do total, apenas dois fungicidas ndo se enquadram na categoria sintéticos
(classificados como bioldgico e bioquimico respectivamente). Todos sdo indicados para
aplicagdo pré-colheita contra o fungo Botrytis cinerea em morangos (BRASIL, 2018).

O custo mundial com fungicidas sintéticos utilizados no controle do mofo cinzento
ultrapassa 500 milhdes de euros, o que representa mais de 10% do mercado mundial de
fungicidas. Se somados ainda os gastos com outros métodos de controle, o valor
provavelmente ultrapassa o 1 bilhdo de euros (DEAN et al., 2012).

Fatores como presenca de residuos quimicos em alimentos e o aumento de fungos
resistentes, tém contribuido para o crescente interesse no desenvolvimento de novos métodos
de controle de fitopatogenos ou também chamados de métodos alternativos (ANVISA, 2013;
CUZZ1, 2013; FRAC, 2014; AQUEVEQUE et al., 2016; LI et al., 2017). Extensa populagao,
dissemina¢do de conidios pelo ar, ampla gama de hospedeiros e variabilidade genética sdo
fatores que tem contribuido para o desenvolvimento de resisténcia fingica por este
fitopatogeno (FRAC, 2018). Apesar de nem sempre a eficiéncia apresentada pelos métodos
alternativos ndo superar a apresentada pelos fungicidas sintéticos, os danos causados ao meio
ambiente e a saude humana podem ser reduzidos pelos métodos alternativos (FILLINGER;
ELAD, 2016).

Extratos naturais obtidos de plantas representam uma alternativa ao controle
convencional de doengas, pois ndo representam danos ao meio ambiente e a saude humana
(CORREA, 2015). A agio se deve em sua maioria, a presenga de metabélitos secundarios,
substancias quimicamente diversificadas, que nao possuem fungdes vitais para as plantas e
ndo estdo presentes uniformemente em todas as espécies (AQUEVEQUE et al., 2016;
LAGROUH, 2017).

Estudos demonstram que Botrytis cinerea ¢ sensivel frente a extratos fenolicos obtidos
de bagago de uva, alho e urtiga (FELIZIANI et al., 2013; MENDOZA et al., 2013; DANIEL;
LENNOX; VRIES, 2014). Em relagdo a extratos registrados oficialmente em oOrgaos

nacionais, o Brasil conta com o Timorex Gold (nome comercial), primeiro e unico fungicida a
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base de plantas, incluso no Sistema AGROFIT. Atua como um fungicida de contato e
mesosistémico. O extrato ¢ obtido de folhas de Melaleuca altemifolia, que apresenta agdo
antiftingica frente ao fungo Botrytis cinerea, indicado portanto, para as culturas de morango e
uva. Pode ser utilizado também nas culturas de alface, arroz, banana, batata, brocolis, café,
cebola, feijdo, melancia, meldo, milho, tomate e trigo, a fim de controlar outras doengas
(BRASIL, 2018).

Os possiveis modos de acao antifungico exercidos pelos metabdlitos secundarios em
geral correspondem a I) inibicdo da formagdo da parede celular; I1) rompimento da membrana
plasmatica; III) disfungdao das mitocondrias fungicas; I1V) inibi¢do da divisdo celular; V)
inibicao da sintese de RNA/DNA ou sintese protéica e VI) inibi¢ao das bombas de efluxo
(RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013; BAUTISTA-BANOS et al., 2014; SIDDIQUI;
BANSAL, 2017).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS E ACAO ANTIFUNGICA

Terpenos, compostos fenolicos e nitrogenados correspondem aos principais grupos de
metabolitos secundarios de plantas. Estes sdo classificados de acordo com as vias biosintéticas
em que sdo formados. Neste caso, sera dada atencdo especialmente a agdo antifingica
desempenhada pela classe dos compostos fenolicos (CORREA, 2015).

Os 4acidos fendlicos se localizam nos vacuolos das células vegetais. Nao apresentam
aroma ou flavor caracteristico. Sao descritos como compostos responsaveis pela protecido de
plantas (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013). A classe ¢ formada por 4cidos benzoicos (C6-
C1), acidos cinamicos (C6-C3) e estilbenos (C6-C2-C6) (MORENO; PEINADO, 2012). A
Figura 3 apresenta a estrutura quimica bésica de 4acidos benzoicos (A) e cindmicos (B)

respectivamente (MORENO; PEINADO, 2012).

Figura 3 - Estrutura basica dos acidos benzoicos e cindmicos.
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Fonte: Moreno; Peinado (2012).
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Os flavonoides sdo caracterizados como compostos de baixa massa molecular
(RAZZAGHI-ABYANEH; RAI 2013). Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo
responsaveis pela cor e gosto de muitas frutas e vegetais (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI,
2013). A estrutura quimica basica dos flavonoides, apresentada na Figura 4, ¢ formada de dois
an¢is aromaticos ¢ um anel heterociclico. Sdo divididos em flavonas, flavonois, flavanadis,
flavononas, isoflavonas e antocianidinas (ARAUJO, 2011; KY et al., 2016). Antocianinas
correspondem a 80% dos flavonoides totais (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI 2013).

Figura 4 - Estrutura basica de flavonoides.

Fonte: Aratjo (2011).

Além das atividades ja mencionadas para os flavonoides, estes também sdo
responsaveis pela protecdo de plantas frente ao ataque de microrganismos € pragas
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

Os compostos fendlicos apresentam atividade antimicrobiana contra bacterias, fungos
e virus. A relagdo entre compostos fenodlicos e acdo antibacteriana (Figura 5) ¢ estudada de
forma mais aprofundada em relacdo a agdo antifungica apresentada por estes compostos,
contudo, ha crescente interesse em avaliar o potencial antifingico de compostos fenolicos
(RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013; ZABKA; PAVELA, 2013; DANIEL; LENNOX;
VRIES, 2015; MARTINEZ et al., 2017). Este potencial ¢ normalmente avaliado através de
métodos denominados testes de diluicdo em agar, concentragdo inibitéria minima (CIM) e
testes in vivo (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016).



Figura 5 - Efeito antibacteriano de algumas especiarias.

Planta ou especiaria

Eficaz contra

Coentros, oréganos e
salsa

Bactérias gram positivas e Gram negativas,
incluindo a Listeria monocytogenes

Pimenta da Jamaica,
manjeric3o, alcaravia,
citronela, manjerona,
salvia, alecrim

Bacilius subtilis, Clostridium botwlinium,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella tyhimurium, Staphylococcus
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Alho, salvia, manjeronae | 34r€US

pimenta da Jamaica

Manjericio, citronela,
alho, menta

Largo espectro, bactérias Gram positivas e
Gram negativas

Oréganos, salvia, tomilho | Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Clostridium botulinium, Listeria
Cominhos monocytogenes, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus

Clostridium botulinium, Pseudomonas
Endro aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica

Fonte: Fani (2010).

A intensidade da agdo antifingica exercida por um composto fendlico ou varios deles,
pode variar em fun¢do de varios fatores, como o método de extragdo utilizado na obtencao
destes compostos, solvente utilizado, parte da planta utilizada para obtencao do extrato, fungo
testado, tempo e temperatura de incubacdo (ANTIMICROBIANOS, 2010; ZABKA;
PAVELA, 2013; GYAWALI; IBRAHIM, 2014; LAGROUH, 2017; SIDDIQUI; BANSAL,
2017).

Entre os compostos fenolicos relatados por exercerem agdo antifingica sobre
diferentes espécies de fungos estdo timol, carvacrol, isoeugenol, eugenol, 2-etilfenol, 4-
etilfenol, salicilaldeido, 2-metxi-4-metilfenol, 4-etilguaiacol, guaiacol, 2,6-dimetoxifenol,
acido salicilico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido vanilico, vanilina,
acido galico, 4cido siringico; acido sindpico; curcumeno e composto epdxido de iso
aromadendreno (ZABKA; PAVELA, 2013; BAUTISTA-BANOS et al., 2014; RODRIGUEZ
et al., 2017).

Se referindo especificamente ao Botrytis cinerea, este tem seu crescimento inibido por
acido clorogénico, acido elagico, 4acido protocatequinico, acido galico, epicatequina, acido
vanilico, catequina, d4cido siringico, quercetina, kaempferol e 4acido p-cumadrico

(MENDONZA et al., 2013; MARTINEZ, et al., 2017).
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Acidos fendlicos e flavonoides podem exercer agdo antifingica através dos seguintes
modos de acdo: I) inibicdo da acdo de enzimas (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013); II)
rompimento da membrana celular (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013; BAUTISTA-
BANOS et al., 2014; SIDDIQUI; BANSAL, 2017) e III) disfun¢do da mitocondrias fungicas
(BAUTISTA-BANOS et al., 2014; LAGROUH, 2017).

2.3 Physalis peruviana Linnaeus

A espécie Physalis peruviana pertence ao género Physalis e a familia Solanaceae. Este
género compreende mais de 90 espécies identificadas no mundo todo. Physalis peruviana tem
sua origem nas regides Andinas da América do Sul, como Colombia, Peru e Chile. Mas
atualmente pode ser encontrado em diferentes regides do mundo, como Nova Zelandia e
Brasil. Dentre os nomes populares atribuidos a espécie estdo uchuva e goldenberry
(RONCANCIO; FISCHER; SORA, 2000).

A expansdo da espécie para diferentes paises, possivelmente contribuiu para a
adaptabilidade da mesma em diferentes tipos de solo (RONCANCIO; FISCHER; SORA,
2000). A espécie também ¢é caracterizada como de crescimento indeterminado. Os frutos
apresentados na Figura 6, normalmente pesam de 4 a 10 g cada e sdo envoltos por um célice,
como apresentado na Figura 7 (LIGARRETO; LOBO; CORREA, 2005; ALMANZA-
MERCHAN; FISCHER, 2012).

Figura 6 - Frutos da espécie Physalis peruviana.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).
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Figura 7 - Calice de Physalis peruviana.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

De acordo com a Norma Técnica Colombiana (NTC) 4580 o estadio de maturagdo dos
frutos ¢ atribuido com base no grau de coloragdo do célice dos mesmos. A escala varia de
zero (0) a seis (6) sendo coloragdo 0 — fruto de coloracdo verde escuro; coloragdo 1 — fruto de
coloracdo verdes mais clara; coloracdo 2 — inicio de tons alaranjados; coloracdo 3 — fruto
alaranjado claro com alguns tracos verdes; coloragdo 4 - fruto alaranjado claro; coloracao 5 —
fruto alaranjado e coloragao 6 — fruto de coloragdo alaranjado intenso conforme apresentado

na Figura 8 (ICONTEC, 1998).

Figura 8 - Grau de coloragédo do calice dos frutos de Physalis peruviana.

Fonte: ICONTEC (1998).

Frutos de Physalis peruviana apresentam uma composi¢do quimica variada formada
por carboidratos, fitoesterdis, minerais, vitaminas, fisalinas e vitanolideos (PUENTE et al.,
2011). Minerais incluindo ferro, magnésio, zinco, potassio, manganés e calcio sao

identificados nos frutos (RODRIGUES et al., 2009). Frutos in natura e¢ dleos obtidos da
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polpa, casca e sementes, podem fornecer vitamina A (B-caroteno), B na forma de tiamina
(B1), riboflavina (B2) e niacina (B3), 4cido ascorbico (vitamina C), vitamina K, Vitamina E,
na forma de B-tocoferol, y-tocoferol, -tocoferol (PUENTE et al., 2011).

Os principais paises produtores de Physalis peruviana sao Colombia, Peru, Equador,
Chile e Venezuela. Aproximadamente vinte paises compdem a lista dos principais
compradores de Physalis peruviana produzidos somente na Colombia (VARGAS et al.,
2015). No Brasil, a producao de Physalis peruviana se encontra em expansdo embora, ainda
de forma lenta. Esta espécie vem sendo cultivada na regido do cerrado brasileiro e algumas
cidades dos estados de Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul (LIMA, 2009; RUFATO et al.,
2013; BRASIL, 2016). A pioneira no cultivo da espécie no pais foi a Estagdo Experimental
Santa Luzia (Guarei — SP). Projetos e seminarios vém sendo desenvolvidos por diferentes
instituicdes, como Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) e Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), a fim de gerarem informagdes a respeito desta espécie e

incentivar sua produ¢ao no pais (RUFATO et al., 2013).

2.3.1 Compostos fendlicos e acdo antifungica

Dentre os metabolitos secundarios identificados na espécie Physalis peruviana estido
acidos fenolicos e flavonoides. De modo geral, o teor de compostos fenolicos totais relatado
para frutos de Physalis peruviana pode variar entre 49 e 145 mg de acido galico equivalente
por 100 g de fruto (ROCKENBACH et al., 2008; LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI,
2013; YILDIZ et al., 2015). Para flavonoides totais os teores variam de 132 mg de catequina
equivalente por 100 g de fruto e 77 mg catequina equivalente por mL de extrato
(CORRALES-Bernal et al., 2015; RAMADAN; EL-GHORAB; GHANEM, 2015). Alguns

desses compostos sdo apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Compostos fendlicos presentes na espécie Physalis peruviana.

Acido salicilico
Acido gentisico
Acido o-cumarico
o 1 .. Acido protocatequinico
ROCKENBACH et Acidos fenlicos ¢ atividade Acido Quinico
antioxidante em < i
al., (2008) . . Acido p-cumarico
fruto de Physalis peruviana L. o . S
Acido pirogalico
Acido feralico
'Acido sinaptico
Acido clorogénico
Miricetina
CORRALES - Nutritional and antioxidant properties ,Agldo Shlkll’IAll(‘ZO
of Acido clorogénico
BERNAL et al., : . C Iy
Colombian cape gooseberry (Physalis Acido galico
(2015) . L2
peruviana Miricetina
L.) under three stages of maturation Catequina
Luteina
LICODIEDOFF; Flavanols and antioxidant activity of Rutina
KOSLOWSKI, Physalis peruviana L. fruit at two Miricetina
RIBANI (2013) maturity stages
Antioxidant, Antimicrobial Activities Acido edlico
ERTURK et al., and Phenolic Acido F%: rilico
(2017) and Chemical Contents of Physalis .
. Catequina
peruviana L. from Rutina
Trabzon, Turkey

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Estudos realizados a fim de avaliar a capacidade antifungica da espécie demonstram
que compostos fenolicos extraidos de diferentes partes da planta apresentam a¢do antifingica
(fungicida ou fungiostatica), frente a diferentes espécies de fungos. Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum  gloeosporioides, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani,
Moniliophthora perniciosa, Phytophthora cinnamomi, Candida albicans, Candida globrata e
Candida tropicalis sdo exemplos de fungos que tem seu crescimento inibido em diferentes
intensidades, por extratos fenolicos obtidos da espécie Physalis peruviana (GOZTOK;
ZENGIN, 2013; CORREA, 2015).
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O desenvolvimento da parte pratica ocorreu nos Laboratorios da Universidade de
Passo Fundo (UPF) e nos Laboratérios do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS) - Campus Sertdo, o qual possui convénio com a

UPF.

3.1 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DO Botrytis cinerea

As etapas de identificagdo e isolamento do Botrytis cinerea foram realizadas no
Laboratorio de Fitopatologia da UPF com base na metodologia utilizada por Cuzzi (2013). O
fungo foi identificado e isolado de morangos da variedade Albion adquiridos em comércio
local do municipio de Getulio Vargas - RS. A bandeja foi mantida em camara com
temperatura controlada (25 °C £ 1 °C) e fotoperiodo de 12 horas ao dia, até o aparecimento do
fungo (Figura 10 - A). Posteriormente, foi realizada a identificacdo do Botrytis cinerea em
microscopio Optico. Apds confirmagdo da presenga do mesmo nos frutos (Figura 10 - B), se

procedeu seu isolamento em camara de fluxo laminar.

3.1.1 Analise genémica do fungo isolado

A confirmag¢do do DNA do Botrytis cinerea foi realizada pela empresa Neoprospecta
Microbiome Technologies de Floriandpolis - SC, através de metodologias de sequenciamento
de DNA em larga escala de marcadores moleculares especificos, associados a analise de

bioinformatica. A coleta do isolado fingico seguiu a metodologia encaminhada pela empresa.

3.2 MATERIA-PRIMA PARA PRODUCAO DO EXTRATO

Frutos da espécie Physalis peruviana foram adquiridos da empresa ItalBraz®,
localizada no municipio de Vacaria no estado do Rio Grande do Sul. Apés a colheita manual,
o acondicionamento e o transporte dos frutos foram realizados em caixas isotérmicas, sob
refrigeracdo. No dia seguinte apos a coleta, os frutos foram enviados para a Universidade de
Passo Fundo (UPF), e classificados visualmente quanto ao seu grau de maturagao, através da
coloracdo do célice de acordo com a NTC 4580 da ICONTEC (1998), em seguida foram
acondicionados em embalagens plasticas, envoltas por plastico filme de policloreto de vinil

(PVC) e identificadas. Os Physalis peruviana permaneceram congelados (-18 °C) e com o
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calice até o momento dos experimentos. A presenga do calice ¢ relatada por prolongar a vida

de prateleira dos frutos (LOPEZ; C.; AREVALO, 2015; OLIVARES-TENORIO et al., 2017).

3.2.1 Caracterizacao quimica do Physalis peruviana

O suco de frutos in natura de Physalis peruviana, utilizado para as determina¢des em
triplicata, foi obtido através da trituracdo em liquidificador e filtragem em funil de Biichner
com filtro de nylon e papel de filtro quantitativo. O filtrado foi armazenado em frasco ambar e
mantido sob refrigeracao até o momento dos testes.

A caracterizagdo fisico-quimica dos frutos de Physalis peruviana foi realizada em
triplicata. Os parametros pH; acidez tituldvel em d4cido citrico; sélidos solaveis por
refratometria; proteina pelo método de Kjeldahl classico; umidade por secagem direta em
estufa a 105 °C; glicidios redutores em glicose e vitamina C por titulometria com iodato de
potassio foram determinados de acordo com as metodologias estabelecidas no Manual
Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos, 4 Edi¢cdo, 1 Edi¢dao Digital, do Instituto
Adolfo Lutz (2005). A determinagao do grau de coloracdo do calice do Physalis peruviana foi
realizada visualmente de acordo com a NTC 4580 (ICONTEC, 1998).
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Para determinagdo de flavonoides totais foi utilizada metodologia apresentada por
Malta (2013). O teor flavonoides totais foi expresso em pug por mL™!' de catequina. Foram
preparadas as solugdes de padrido de catequina 0,2 mg por mL™!, solugdo de nitrito de sodio
0,05 g por mL™!, solugdo de cloreto de aluminio 0,1 g por mL™" e solugdo de hidroxido de
s6dio 0,04 g por mL!. A partir da solugio de catequina 0,2 mg por mL! foi preparada a curva
analitica nas concentra¢des de 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 1500 mg por mL™!' conforme descrito

no Quadro 2.

Quadro 2 - Preparo da curva, branco e amostra para determinacao de flavonoides totais.

Amostra/ padrdo Branco Obs
2 mL de agua Milli-Q 2 mL de agua Milli-Q
0,5 mL de padrao/amostra 0,5 mL de agua Milli-Q
0,15 mL de NaNOz 0,15 mL de NaNOz Agitar e aguardar 5 min
0,15 mL de AICI3 0,15 mL de AICI3 Agitar e aguardar 6 min
1,0 mL de NaOH 1,0 mL de NaOH Interrompe a reagdo
1,2 mL de agua Milli-Q 1,2 mL de dgua Milli-Q

Fonte: Adaptado de Malta (2013).

3.2.2 Preparo do extrato

O extrato foi preparado no Laboratério Nucleo de Experimentacdo e Estudos
Analiticos do IFRS - Campus Sertdo. Os frutos in natura previamente macerados em
almofariz, foram adicionados a solugdo extratora agua:etanol (50% v/v) e transferidos para
banho de ultrassom, sem aquecimento, por 2 horas. Filtrado com peneira, papel de filtro
quantitativo e filtro hidrofilico de 0,22 um com base na metodologia descrita por Filippi et al
(2015).

O filtrado foi transferido para um evaporador rotativo na temperatura de 50 °C, por
aproximadamente 2 horas, e o teor alcdolico do mesmo determinado através de densimetro
(Rudolph Analitical Research), conforme metodologia descrita por Martin (2018) para etanol.
O filtrado foi armazenado em frasco &mbar e mantido sobre refrigeragdo. Foi verificado o pH
em pHgametro modelo Q 40A da Quimis, previamente calibrado com solugdes tampao 4,0 e

7,0.
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3.2.2.1 Determinacéao dos flavonoides e acidos fenolicos presentes no extrato

A determinagdo dos flavonoides e acidos fendlicos do extrato de Physalis peruviana
(descrito no item 3.3.2), foi realizada por HPLC-UV em fase reversa, com vazao da fase
movel de 1 mL por min"! e volume de inje¢do de 20 pL. Para determinagio de 4cido cafeico,
acido ferulico, acido vanilico, 4cido cumadrico e acido clorogénico se utilizou fase movel de
acetonitrila:agua, acidificada em pH 3,0 (10:90 v/v), com pH ajustado com acido fosfoérico e
comprimento de onda: 280 nm. Para determina¢do dos flavonoides quercetina, kaempferol,
crisina, miricetina, hesperidina e luteolina a fase movel foi solugdo de agua 0,3% acido
formico e solu¢ao de metanol 0,3% acido formico em comprimento de onda de 360 nm,
conforme metodologia interna “Procedimento para determinagdo de flavonoides” do

Laboratorio de Cromatografia — UPF.

3.3 TESTE DA ACAO ANTIFUNGICA DO EXTRATO DE Physalis peruviana

A avaliagdo da acdo antifingica exercida pelo extrato de Physalis peruviana se

realizou através de testes in Vitro e com morangos.

3.3.1 Repique do fungo

O repique do Botrytis cinerea foi realizado através da adicdo de um disco de micélio
de 7 mm no centro de cada placa. Apds o periodo de incubacao a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas, as placas foram armazenadas sobre refrigeracdo. O meio de cultura utilizado foi PDA
(do inglés Potato Dextrose Agar). O repique do fungo foi realizado com 10 dias de

antecedéncia a realizag¢ao dos testes in vitro e com morangos.

3.3.2 Avaliacao das diferentes formas de incorporar o extrato ao meio de cultura

A acdo antifungica do extrato de Physalis peruviana, fungicida Cercobin 700 WP e
agua Milli-Q estéril, sobre o crescimento micelial do Botrytis cinerea, foi avaliada
inicialmente in vitro, a fim de identificar qual o método de incorporar o extrato ao meio de
cultura mais eficaz para a acdo antifingica do mesmo.

Os testes foram realizados em quintuplicata no Laboratorio de Fitopatologia da UPF.

O experimento consistiu de 6 tratamentos sendo tratamento 1: controle negativo; tratamento
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2: controle positivo; tratamento 3: extrato de Physalis peruviana adicionado posteriormente

ao meio de cultura; tratamento 4: extrato de Physalis peruviana adicionado sobre o disco de

micélio, tratamento 5: extrato de Physalis peruviana incorporado ao meio de cultura, de

acordo com o método Poisoned Food; tratamento 6: extrato de Physalis peruviana

incorporado ao meio de cultura de acordo com o método Poisoned Food relatado por

Balouiri; Sadiki; Ibnsouda (2016) conforme apresentado no Quadro 3.

Quadro 3 - Protocolo para incorporacao do extrato ao meio de cultura.

Tratamento Volumes adicionados Disco de micélio (mm)
1 15 mL de PDA 5 mL de 4gua Milli-Q estéril 7 mm
1 mL de fungicida Cercobin
2 19 mL de PDA 700 WP 7 mm
3 15 mL de PDA 5 mL de extrato 7 mm
4 20 mL de PDA 10 pL de extrato 7 mm
5 15 mL de PDA 5 mL de extrato 7 mm
6 10 mL de PDA 10 mL de extrato 7 mm

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

3.3.3 Determinacéao do percentual de inibicdo do extrato frente ao Botrytis cinerea

A menor concentrac¢do de extrato de Physalis peruviana capaz de inibir o crescimento

(efeito preventivo) micelial do Botrytis cinerea, foi determinada pelo método de difusdo em

agar denominado Poisoned Food (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). O extrato foi

incorporado nas concentragdes conforme Quadro 4 ao meio de cultura PDA previamente

preparado.

Quadro 4 - Protocolo para avaliar o percentual de inibi¢do do extrato frente ao fungo Botrytis cinerea.

Tratamento Volumes adicionados
1 5 mL de extrato de Physalis peruviana
2 2,5 mL de extrato + 2,5 mL de agua Milli-Q estéril
3 20 mL de PDA 1,25 mL de extrato + 3,75 mL de dgua Milli-Q estéril
4 0,125 mL de extrato + 4,875 mL de dgua Milli-Q estéril
5 5 mL de 4gua Milli-Q estéril
6 100 puL de fungicida Cercobin 700 WP

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).




45

Os diametros dos crescimentos fingicos observados foram mensurados com auxilio de

paquimetro. A Concentragdo Minima Inibitoria foi calculada através da Equagao 1.

. e Dc-Da (1)
Atividade antifingica (%):< Do ) *100

Onde:
Dc: corresponde ao diametro do crescimento micelial nas placas controle
Da: corresponde ao diametro do crescimento micelial nas placas contendo o agente

antifiingico testado.
3.3.4 Teste com morangos

Os morangos organicos variedade Albion utilizados nos experimentos, foram
adquiridos de produtora certificada residente no municipio de Bardo de Cotegipe-RS. Os
testes foram realizados no Laboratoério de Fitopatologia da UPF.

Os morangos maduros ¢ verdes, foram avaliados quanto ao valor de pH, solidos
soluveis totais (°Brix), atividade de 4gua (Aw) e umidade (%) de acordo com Adolfo Lutz
(2005). Foram realizados testes com os morangos para determinar o volume a ser utilizado de
extrato de Physalis peruviana, fungicida Mythos e agua estéril de acordo com Aqueveque et
al (2016). Os péndulos foram borrifados até o ponto de escorrimento e o numero de borrifadas
dadas de cada tratamento por fruto foi anotado. O volume restante no borrifador foi devolvido
para a proveta e calculado o volume gasto em cada fruto.

Para todos os experimentos o extrato, fungicida e dgua estéril foram aplicados por
aspersao, com base na metodologia utilizada por Aqueveque et al (2016). A aplicagdo da
suspensdo de conidios de Botrytis cinerea, preparada na concentra¢do de 10° conidios por mL
de suspensdo, foi realizada 24 horas apos a aplicacdo dos tratamentos e consistia de 3
borrifadas por fruto. A dgua Milli-Q utilizada em todos os experimentos, era previamente
esterilizada em autoclave (121 = 1 °C). O fungicida Mythos foi adquirido em comércio local
no municipio de Estacdo-RS. A diluicdo do mesmo foi realizada para volume final de 1 litro,
de acordo com as recomendagdes disponibilizadas no Sistema AGROFIT (BRASIL, 2018).

Inicialmente se realizou um teste com morangos maduros. Apos a aplicagdo preventiva
dos tratamentos, os morangos foram acondicionados em placas de Petri seladas com plastico

fime, e transferidos para camara a 25 °C (£ 1 °C) com fotoperiodo de 12 horas ao dia, onde
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permaneceram até o aparecimento de desenvolvimento fungico.

3.3.4.1 Experimento |

A acdo antifingica do extrato, fungicida e dgua estéril, aplicados de forma preventiva
por aspersdo, em morangos maduros e verdes, posteriormente aplicados de suspensdo de
conidios [10° conidios mL de suspensdo] e armazenados a 25 °C, foi avaliada. Foram

utilizados cinco morangos por tratamento.

3.3.4.2 Experimento Il

O efeito das temperaturas de armazenamento (25 °C + 1°C e 4 °C + 1°C), sobre o
crescimento do Botrytis cinerea aplicado nos morangos previamente tratados com extrato,
fungicida e agua estéril, foi avaliado nesse experimento. Foram utilizados dez morangos por

tratamento.
3.4 TRATAMENTO DE DADOS
Os dados obtidos no experimento I e II, foram submetidos a analise de variancia

ANOVA e suas médias, comparadas pelo teste de Tukey a 95% de confianga, pelo software

STATISTIC 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de estruturas caracteristicas do Botrytis cinerea em morangos visualmente
infectados com o fungo, conforme apresentado na Figura 10, foi confirmada com o auxilio de
microscopio Optico. Resultado também relatado pela empresa Neoprospecta, conforme

descrito no Quadro 5.

Figura 10 - Morangos infectados com Botrytis cinerea (A) e fruto utilizado para isolamento do fungo

(B).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Quadro 5 - Analise genémica do fungo isolado.

Taxonomia Botrytis cinerea

Reino Fungi
Filo Ascomycota

Classe Letiomycetes
Ordem Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Botrytis
Espécie Botrytis cinerea

Fonte: Neoprospecta (2018).

Os resultados obtidos na caracterizagdo quimica dos frutos de Physalis peruviana sio

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos frutos de Physalis peruviana.

Parametros analisados Observado

pH 4,98 + 0,09

ATT em acido citrico (%) 0,68 £0,01
SST (° Brix) 14,17 + 0,06

Relacao SST/ATT 20,84

Umidade (%) 81,14 + 0,63

Acgucares redutores em glicose (%) 1,50 = 0,30
Proteina (%) 1,33 +£0,07

Acido ascorbico (%) 34,67 mg 1007 £ 0,13

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Os frutos da espécie Physalis peruviana normalmente niao apresentam pH superior a 6
mesmo ao final do periodo de maturagao (LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI, 2013;
YILDIZ et al., 2015). O pH 4cido caracteristico desta espécie pode estar relacionado ao pH do
vacuolo da célula vegetal, que normalmente se encontra entre 4,0 e 5,5 mas em alguns frutos
citricos pode chegar a 2,0 (CALBO; MORETTI; HENZ, 2007). O pH dos frutos se encontra
proximo a faixa de pH 6tima (5,0 a 7,0) para o desenvolvimento de fungos (HOFLING;
GONCALVES, 2016). Este fator pode interferir na a¢do antifingica do extrato. O carater
acido dos frutos ¢ evidenciado também pelo percentual de acidez titulavel total, expressa em
acido citrico, sendo este o principal acido organico presente em frutos da espécie Physalis
peruviana (FISCHER; EBERT; LUDDERS, 2000). Acido mélico e tartarico também podem
ser identificados (OLIVARES-TENORIO et al., 2017).

O teor de soélidos soluveis totais identificado nos frutos fornece um indicativo da
quantidade de actcares presentes nos frutos, sendo este maior no final da matura¢do, quando
o teor de solidos soluveis totais pode chegar a 15,1 °Brix (LICODIEDOFF; KOSLOWSKI;
RIBANI, 2013). O valor da relacdao so6lidos soluveis totais/acidez titulavel total (SST/ATT)
observado para os frutos de Physalis peruviana demonstra o consideravel teor de agucar
presente nos frutos (SCHIMIDT et al., 2015). Aproximadamente 5% do total de aclicares
presentes nos frutos correspondem a agucares redutores (YILDIZ et al., 2015), sendo que
glicose e galactose também podem ser identificados (CORRALES-BERNAL et al., 2015). O
teor de agucares presente nos frutos pode influenciar a acdo antifingica do extrato,

considerando a capacidade do fungo em absorver estes nutrientes através de enzimas
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hidroliticas e utiliza-los como fonte de energia para o seu crescimento (HOFLING;
GONCALVES, 2016).

As proteinas de origem vegetal apresentam menor efeito bioldgico em relagdo as
proteinas de origem animal, devido, em sua maioria, a auséncia de aminoacidos como lisina e
metionina. As proteinas dos frutos podem participar de reagdes com diferentes fitopatogenos,
incluindo o Botrytis cinerea (CAMPBELL-PLATT et al., 2015). Segundo estudos de Hofling
e Gongalves (2016) o teor de umidade no fruto também pode contribuir positivamente para a
acdo antifungica do extrato, sendo também responsdvel pela fonte de vitaminas
hidrossoluveis. No fruto estudado o teor de acido ascorbico foi de 34,67 mg porl00 g.
(PUENTE et al., 2011).

O teor de flavonoides totais observado para os frutos de Physalis peruviana foi de 9
ug de catequina equivalente por mg de amostra imida. Estes valores estdo de acordo com os
jé relatados na literatura (LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI, 2013; CORRALES-
BERNAL et al., 2015). A curva-padrao utilizada na determinagdo de flavonoides totais ¢

apresentada na Figura 11.

Figura 11 - Curva padrio de catequina.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Na analise cromatografica do extrato foram identificados os seguintes compostos:
4cido clorogénico (148,8 ng mL™), 4cido cafeico (14,42 ng mL™"), 4cido fertlico (2,44 nug
mL™) e quercetina (190 pg mL™). Os cromatogramas sdo apresentados nas Figuras 12 e 13.
Os 4cidos vanilico e cumadrico e os flavonoides, kaempferol, crisina, miricetina, hesperidina e
luteolina ndo foram identificados no extrato pelo método utilizado. A producao do extrato a

partir dos frutos inteiros (casca, polpa e sementes) contribuiu para a presenga dos compostos
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quantificados no trabalho. As diferentes partes da planta podem conter diversos compostos

fenolicos e teores distintos de um mesmo composto (ERTURK et al., 2017).

Figura 12 - Cromatograma dos acidos fendlicos identificados no extrato de Physalis peruviana.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Figura 13 - Cromatograma do flavonoide quercetina identificado no extrato de Physalis peruviana.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

O avango da maturacdo pode influenciar na concentragdo dos diferentes compostos
fendlicos (LA ROSA; ALVAREZ-PARRILLA; GONZALEZ-AGUILAR, 2010;
LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI, 2013). Os frutos utilizados neste trabalho
apresentavam grau de coloracdo 5 de acordo com a classificagao pela Icontec (1998), o que
pode ter influenciado na redugdo dos compostos fendlicos presentes no extrato (BOLZAN;
CUQUEL; LAVORANTI, 2011).

As sementes de Physalis peruviana sdo descritas por armazenarem a maior
concentracdo de flavonoides, sendo este teor na maioria das vezes, superior a concentracao

armazenada no fruto (ERTURK et al., 2017). A maior concentracdo de acidos fendlicos
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presentes no Physalis peruviana ¢ relatada por estar armazenada também nas sementes dos
frutos. Contudo, podem estar distribuidos em quantidades distintas em todas as partes do fruto
desta espécie. Acido feralico, por exemplo, pode ser identificado em todas as partes do
Physalis peruviana, porém em quantidades distintas (ERTURK et al., 2017).

Os resultados obtidos no teste de avaliacdo in vitro do extrato, incorporado por
diferentes métodos demonstrou desenvolvimento fungico nos tratamentos 1, 2 e 4. As formas
de adicionar o extrato ao meio de cultura nos tratamentos 3 e 5, aparentemente ndo
demonstraram diferenga, considerando que nao houve desenvolvimento fingico em ambos os
tratamentos. Em relagdo aos tratamentos 5 e 6, ambos realizados pelo mesmo método, os
diferentes volumes de extrato incorporados ao meio de cultura ndo demonstraram diferenca
entre si. Evidenciando também que o método de Poisoned Food relatado por Balouiri; Sadiki;
Ibnsouda (2016) se mostrou mais eficiente frente aos demais.

O crescimento micelial foi inibido em 100% quando o volume de 5 mL do extrato foi
incorporado ao meio de cultura PDA (Figura 14), resultando em uma concentracdo final de
20% (v/v). Volumes menores do extrato, como apresentado na Tabela 2, nas concentracdes de
10%, 5% e 0,5% apresentaram capacidade de inibi¢do inferior a 50%, sendo 48,63%, 28,45%
e 21,26%, respectivamente. O percentual de inibi¢do apresentado pelo volume de 5 mL de

extrato foi superior ao percentual de inibicao de 68,81% apresentado pelo fungicida Mythos.

Figura 14 - A¢ao fungicida apresentada pelo volume de 5 mL de extrato frente ao Botrytis cinerea.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).
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Tabela 2 - Percentual de inibi¢ao do extrato de Physalis peruviana frente ao fungo Botrytis cinerea.

Tratamentos Média £+ (mm) % de inibi¢ao do extrato
Extrato 20 % 0,0 100
Extrato 10 % 33,6 £5,0 48,63
Extrato 5 % 46,8 £+ 4,0 28.45
Extrato 0,5 % 51,5+3,6 21,26
Agua Milli-Q estéril 20 % 68,96 + 12,7 0
Fungicida Mythos 0,4 % 20,4+ 0.4 68,81

A medida do crescimento micelial foi realizada com auxilio de paquimetro e expressa em mm. Foram
utilizadas medidas de quatro placas por tratamento e o resultado apresentado como média e desvio padrdo

&)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

A evaporacao do alcool presente no extrato em evaporador rotativo a 50 °C e a
determinagdo do teor alcoolico garantiu que ndo houve interferéncia do etanol na agdo
antifingica do extrato. A temperatura utilizada no evaporador rotativo ndo provoca a
degradagdo os compostos presentes no extrato (OLIVARES-TENORIO et al., 2017).

A fim de evitar a interferéncia de algum microrganismo eventualmente presente no
extrato, como por exemplo, bacterias antagonistas frente ao Botrytis cinerea, o extrato passou
por filtragem em filtro de 0,22 pm (KUMAR, 2012).

A acdo fungicida apresentada quando utilizado o volume de 5 mL de extrato se deve a
presenga dos compostos fendlicos, e a agdo sinérgica dos compostos identificados no extrato
apresentados na Tabela 3. Na maioria das vezes, a concentracdo dos diferentes compostos
presentes em um extrato ndo € suficiente para que um composto isoladamente exerca agao

antifungica (PIRES; OLIVEIRA, 2011; RAZZAGHI-ABYANEH; RAI 2013).

Tabela 3 - Teor de compostos fendlicos nos diferentes volumes de extrato de Physalis peruviana.

e 1 L
Compostos fenoélicos identificados no Volume de extrato (mL)

extrato (ug mL) 5 2,5 1,25 0,125
(20%) (10%) (5%) (0,5%)
Acido clorogénico 744 372 186 18,6
Acido cafeico 72,1 36,05 18,03 1,80
Acido fertlico 12,2 6,1 3,05 0,31
Quercetina 950 475 237,5 23,75
Teor total de compostos fenolicos por 1778.3 889.15 444,58 44,46

volume de extrato (ug)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).
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Acidos fenélicos e flavonoides presentes nas células das plantas apresentam
capacidade de inibirem a acdo de enzimas hidroliticas utilizadas por fitopatdégenos na
obtencdo de nutrientes (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013). A acdo antifingica
corresponde a uma das principais atividades bioldgicas mencionadas na literatura para o acido
clorogénico (KARACA, 2011; MARTINEZ et al., 2017). A concentragdo do mesmo
influencia para que este composto desempenhe acdo fungicida ou fungiostdtica sobre a
germinagio de conidios do Botrytis cinerea. Abaixo de 10 pg por uL! o 4acido clorogénico
pode desempenhar agio fungiostatica frente ao Botrytis cinerea (MARTINEZ et al., 2017).

Segundo Sung e Lee (2010), Martinez et al (2017) os acidos fenolicos e flavonoides
podem promover o rompimento da membrana celular e a disfungdo das mitocondrias
fingicas, desta forma os compostos identificados no extrato podem ter atuado principalmente
sobre a membrana citoplasmatica do fungo. A camada externa da parede celular dos conidios
do Botrytis cinerea representa a camada menos densa para os elétrons e a camada interna da
parede celular a mais densa para os elétrons (GINDRO; PEZET, 2001). A estrutura e as
posicdes dos grupos funcionais dos compostos presentes no extrato, como o 4acido
clorogénico, promovem o aumento da permeabilizacdo da membrana, permitindo a dissolucdo
e acimulo do mesmo. Este acimulo leva a desestabilizacdo da membrana o que pode resultar
em uma interrup¢ao da transferéncia de prétons (ZABKA; PAVELA, 2013). A deslocalizagao
de elétrons que atuam como trocadores de prétons pode levar a morte celular do fungo
(GYAWALI; IBRAHIM, 2014). A Figura 15 apresentada a seguir, demonstra o resultado

obtido no experimento I com morangos maduros e verdes a 25°C.

Figura 15 - Resultados obtidos no experimento I.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).
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Os tratamentos extrato e fungicida, foram mais eficazes no controle do Botrytis
cinerea quando aplicados por aspersdao nos frutos verdes em relagdo aos maduros. A agdo
antifingica observada foi com base no efeito resultante da acdo dos compostos fendlicos do
extrato juntamente com a composicao quimica dos morangos.

Os valores de pH (3,33), °Brix (8), atividade de agua (0,95) e umidade (90,47%),
observados para os morangos verdes, foram inferiores aos valores de pH (3,37), °Brix (10),
atividade de agua (0,98) e umidade (91,67%), observados para os morangos maduros,
demonstrando menor disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento do fungo. A
aplicacdo do extrato nos morangos verdes atua como uma camada protetora, reduzindo a
capacidade do fungo em metabolizar os nutrientes dos morangos mesmo com o avango da
maturacdo. Trabalhos anteriores relatam a relagdo da composi¢do quimica do fruto com a
disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento de fungos. Ornelas-Paz et al (2013)
avaliaram a composi¢do quimica de morangos da variedade Albion, em diferentes estadios de
maturagdo, relatando o aumento do teor de solidos soluveis totais, pH e umidade com o
avango da maturacao dos frutos.

A aplicagdo do fungicida Mythos ¢ indicada até o periodo pré-colheita dos morangos
(BRASIL, 2018). Este fator pode ter influenciado a acdo apresentada pelo mesmo sobre os
morangos em diferentes estadios de maturagdo. Fungicidas pertencentes ao grupo
anilinopirimidina, ao qual pertence o Mythos, atuam interferindo na sintese de aminoacidos e
proteinas, possivelmente inibindo a biossintese de metionina (FRAC, 2018). Por ser um
fungicida de contato, sua acdo pode ter sido minimizada, devido ao fato de ter sido
incorporado ao meio de cultura, bem como, pelo fator resisténcia. Além do grupo quimico
anilinopirimidina, a qual pertence o ingrediente ativo N-(4,6-dimetil-pirimidina-2-y) anilina,
que corresponde a 30% da composicdo do fungicida Mythos, os grupos benzimidazdis,
hidroaxinilidas e dicarboximidas também estdo relacionados a resisténcia fungica
desenvolvida pelo Botrytis cinerea, que esta relacionada principalmente a variagdes de
sequéncias de aminoacidos (BLANCARD, 2011; GRABKE, 2014; BAGGIO, 2016). O
percentual de resisténcia fungica apresentado por isolados do Botrytis cinerea (coletados de
diferentes regides dos estados da Carolina do Norte e do Sul), no periodo de 2011 a 2012,
frente ao ingrediente ativo N-(4,6-dimetil-pirimidina-2-y) anilina (pirimetanil) foi de 47%
(GRABKE, 2014).

Os resultados obtidos no experimento II para os morangos armazenados a 25 °C (£ 1
°C), aplicados ou ndo da suspensdo de conidios de Botrytis cinerea, sdo apresentados na

Figura 16.
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Figura 16 - Resultados obtidos no experimento II.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

O extrato e o fungicida se mostraram visualmente mais eficazes no controle do mofo
cinzento quando aplicados em morangos aplicados ou ndo com a suspensdo de conidios de
Botrytis cinerea. Em relagdo aos morangos armazenados sob temperatura de refrigeracdo (4
°C + 0,1 °C), aplicados ou nao com suspensao de conidios de Botrytis cinerea, se observaram
auséncia de desenvolvimento fungico em todos os frutos durante os 15 dias de
acopanhamento, como apresentado na Figura 17.

A partir dos resultados observados neste experimento, a temperatura influenciou no
desenvolvimento do Botrytis cinerea em relagdo aos diferentes tratamentos avaliados. A
capacidade do Botrytis cinerea em se desenvolver proximo de 0 °C ¢é descrita na literatura
(GINDRO; PEZET, 2001). Embora, estudos tem demonstrado que o mesmo pode nao crescer
em baixas temperaturas. Este fator isoladamente, influencia fortemente (p<0,0001) o
desenvolvimento do fungo segundo Lahlali et al., (2007).

Ahlem et al (2012) avaliaram o crescimento do Botrytis cinerea em diferentes
temperaturas (5 a 30 °C) durante 7 dias. Os resultados demonstraram auséncia de crescimento
fingico nos morangos armazenados a 4 °C, durante o periodo de incubacdo. Para as demais
temperaturas se observou redugdo da taxa de crescimento micelial do Botrytis cinerea
conforme a redu¢do das mesmas. Resultado observado também por Lahlali et al (2007), que
descrevem a redugdo do crescimento micelial do Botrytis cinerea em funcao da redugdo da
temperatura, sendo fortemente influenciado quando armazenado a 5 °C.

O fator temperatura também esta relacionado ao fator atividade de agua (aw) dos

morangos. Evidenciado pela redu¢ao no crescimento de Botrytis cinerea com a reducdo da
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temperatura e da aw (< 0,93) e o desenvolvimento em 5 °C porém em taxas de aw de 0,98 a
0,99 (LAHLALI et al., 2007).

Considerando a temperatura de armazenamento (4,0 °C £ 0,1 °C) e a taxa de aw (0,95)
dos morangos utilizados nesse experimento, se infere que o ndo desenvolvimento de Botrytis
cinerea apresentado na Figura 17, em nenhum dos morangos avaliados, possivelmente foi em

consequencia de ambos os fatores, independentemente dos tratamentos aplicados.

Figura 17 - Auséncia de Botrytis cinerea em morangos verdes armazenados a 4°C.

Controle positivo Controle negativo

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Somado a estes dois fatores, o teor de sélidos soluveis de 6 °Brix também pode ter
contribuido para este resultado. A influéncia exercida pelo teor de solutos no crescimento de
Botrytis cinerea ¢ mencionada por Lahlali et al (2007). Confirmando que o aumento do teor

de sacarose, por exemplo, aumenta a taxa de desenvolvimento do fungo.



57

s CONCLUSAO

Quando avaliados in Vvitro ou in vivo a agdo antifiingica exercida pelos metabdlitos
secundarios de plantas, apos extracdo da matriz vegetal, pode ser influenciada por diferentes
fatores. A aplicagdo do extrato de forma preventiva frente ao Botrytis cinerea demonstrou
melhor agdo antifungica quando aplicado em morangos verdes armazenados a 25 °C.

A concentragdo minima inibitoria foi determinada em 5 mL de extrato, quando
avaliado in vitro. Os compostos fendlicos identificados no extrato, acido clorogénico, acido
cafeico, acido ferulico e quercetina, possivelmente atuaram de forma sinérgica demonstrando
acdo antifingica. Normalmente, a concentragdo de cada composto extraido ndo ¢ suficiente
para exercer a agdo antifiingica isoladamente.

A composicao quimica dos morangos, como pH, teor de solidos soluveis totais,
atividade de dgua e umidade, demonstrou influenciar a intensidade da agdo exercida pelo
extrato. O grau de maturagdo do morango influencia na disponibilidade de nutrientes para o
desenvolvimento do fungo sendo a aspersdo do extrato de Physalis peruviana um protetor do
morango na prevencdo do desenvolvimento de Botrytis cinerea.

Os estudos mostraram que a temperatura de refrigeragdo em combinagdo com o grau
de matura¢do do fruto e o uso do extrato inibiu o crescimento dos fungos em todos os
tratamentos avaliados.

O extrato de Physalis peruviana representa uma alternativa para controle preventivo
de mofo cinzento em morangos da variedade Albion. Uma sugestdo de continuidade deste
trabalho ¢ o desenvolvimento de um nanoextrato de forma a potencializar o efeito antiflingico

para que possa ser aplicado também em frutos maduros.
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RESUMO

O morango (Fragaria x ananassa Duch) ¢ caracterizado como um fruto perecivel de vida util
relativamente curta. Sua composi¢ao quimica contribui para o desenvolvimento de fungos, em
especial, o Botrytis cinerea, principal fitopatdgeno relacionado ao morango, responsavel por
causar o mofo cinzento, doenga fungica que acomete os frutos, principalmente no periodo
pos-colheita. A severidade da doenga se deve a capacidade do Botrytis cinerea de permanecer
nos frutos durante todo o periodo de maturagdo, vindo a se manifestar somente no periodo
pos-colheita, o que resulta em consideraveis perdas econdmicas. O controle do fungo ¢
realizado majoritariamente por fungicidas sintéticos. Métodos alternativos de controle tém
sido utilizados a fim de reduzir a incidéncia da doenca, contudo caracteristicas proprias do
Botrytis cinerea o tornam altamente resistente. Estes fatores somados aos elevados teores de
residuos de fungicidas nos frutos e a busca pelo desenvolvimento de alimentos saudédveis tem
intensificado as pesquisas a fim de identificarem novos métodos de controle do Botrytis
cinerea. Extratos obtidos de plantas tem despertado o interesse cientifico por conterem
substancias responsaveis por conferirem protecao as mesmas. A presenca de acidos fenolicos
e flavonoides nas diferentes partes dos frutos de Physalis peruviana conferem a espécie
capacidade de atuar como um agente antifungico natural. O objetivo geral desta dissertacao
foi avaliar a agdo preventiva do extrato de Physalis peruviana sobre o fungo Botrytis cinerea
inoculado em morangos da variedade Albion. Os resultados obtidos demonstraram a acao
antifiingica do extrato. Quando avaliado in vitro o volume de 5 mL de extrato apresentou agao
fungicida sobre o fungo. Nos testes realizados com morangos o extrato demonstrou acao
fungiostatica. Fatores como a composi¢do quimica do morango e a temperatura de
armazenamento dos frutos influenciaram para a sensibilidade demonstrada pelo Botrytis
cinerea frente ao extrato, fungicida Mythos e testemunha. A presenga de acido clorogénico
(148,8 ng mL™), 4acido cafeico (14,42 pg mL™1), 4cido fertlico (2,44 pg mL™!) e quercetina
(190 ng mL™) no extrato, permite inferir que a a¢do antifiingica sobre o Botrytis cinerea tenha
sido exercida pela agdo sinérgica destes compostos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, agdo antiflingica, Botrytis cinerea.
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ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x Ananassa Duch) is characterized as a perishable fruit with a relatively
short shelf life. Its chemical composition contributes to the development of fungi, especially
Botrytis cinerea, the main phytopathogen related to strawberry, responsible for causing gray
mold, a fungal disease that affects fruits, especially in the post-harvest period. The severity of
the disease is due to the ability of Botrytis cinerea to remain in the fruits throughout the
maturation period, only to occur in the post-harvest period, which results in considerable
economic losses. The control of the fungus is carried out mainly by synthetic fungicides.
Alternative methods of control have been used in order to reduce the incidence of the disease,
but Botrytis cinerea's own characteristics make it highly resistant. These factors, together with
the high levels of fungicide residues in fruits and the search for the development of healthy
foods, have intensified the research in order to identify new methods of control of Botrytis
cinerea. Extracts obtained from plants have aroused the scientific interest to contain
substances responsible for protecting them. The presence of phenolic acids and flavonoids in
different parts of the fruits of Physalis peruviana confer the ability of the species to act as a
natural antifungal agent. The general objective of this dissertation was to evaluate the
preventive action of the extract of Physalis peruviana on the fungus Botrytis cinerea
inoculated in strawberries of the Albion variety. The results obtained demonstrated the
antifungal action of the extract. When evaluated in vitro the volume of 5 mL of extract
showed fungicidal action on the fungus. In the tests performed with strawberries the extract
showed fungiostatic action. Factors such as strawberry chemical composition and fruit storage
temperature influenced the sensitivity of Botrytis cinerea to the extract, fungicide Mythos and
control. The presence of chlorogenic acid (148.8 ug mL '), caffeic acid (14.42 pg mL 1),
ferulic acid (2.44 pg mL ') and quercetin (190 ug mL ') allows to infer that the antifungal
action on Botrytis cinerea has been exerted by the synergistic action of these compounds.

Key-words: Phenolic compounds, antifungal action, Botrytis cinerea.

1. INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch) ¢ caracterizado como um fruto perecivel de
vida 1til relativamente curta. Sua composi¢do quimica o torna um substrato ideal para o
crescimento de microorganismos (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011). A principal
doenca fungica que acomete a cultura do morango ¢ o mofo cinzento, causada pelo fungo
Botrytis cinerea que pode infectar folhas, flores e frutos. O fungo é capaz de permanecer nos
frutos verdes e se manifestar somente no periodo pods-colheita, ocasionando consideraveis

perdas econdmicas para o setor produtivo e comercial (CANTILLANO; SILVA, 2010).
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O sistema convencional utiliza como principal método de controle de doengas
fingicas os fungicidas sintéticos (SANHUEZA et al., 1996; LORENZETTI et al., 2011).
Estes registrados em sua maioria para aplicagdo no periodo pré-colheita, dificultando o
controle da doenca (AGROFIT, 2018).

Teores acima do permitido de residuos de fungicidas e ndo autorizados para aplicagao
em morangos produzidos pelo sistema convencional, bem como, a necessidade de oferecer
métodos de controle alternativos para ambos os sistemas de producdo tem intensificado a
busca por novos agentes antifungicos (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010; ANVISA,
2013; GYAWALI; IBRAHIM, 2014).

Extratos de plantas apresentam potencial antifungico natural contra diferentes
fitopatogenos. Os efeitos sdo atribuidos a diferentes metabdlitos secundarios como os
compostos fenodlicos (AQUEVEQUE et al., 2016; LAGROUH, 2017). Acidos fendlicos e
flavonoides podem atuar sobre a célula fingica através de trés principais mecanismos: I)
rompimento da membrana celular; II) acdo sobre enzimas hidroliticas e III) disfuncdo das
mitocondrias fungicas (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013; BAUTISTA-BAUS et al,,
2014; SIDDIQUI; BANSAL, 2017).

Frutos da espécie Physalis peruviana também sdo fontes de acidos fenodlicos e
flavonoides (VALENCIA, 1986; ROCKENBACH et al., 2009; SEVERO et al., 2010;
RAMADAN 2011). Avaliar a agao preventiva do extrato de Physalis peruviana frente ao
fungo Botrytis cinerea aplicado em morangos da variedade Albion foi o objetivo geral deste

trabalho.

2. MATERIAL E METODOS
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As etapas de identificagdo e isolamento do Botrytis cinerea foram realizadas no
Laboratério de Fitopatologia da UPF, com base na metodologia utilizada por Cuzzi (2013). O
fungo foi identificado e isolado de morangos da variedade Albion adquiridos em comércio
local do municipio de Getulio Vargas - RS. Apds confirmacdo da presenga do mesmo nos

frutos, se procedeu seu isolamento.

2.1 ANALISE GENOMICA DO FUNGO ISOLADO

A confirmag¢do do DNA do Botrytis cinerea foi realizada pela empresa Neoprospecta
Microbiome Technologies de Florianopolis - SC, através de metodologias de sequenciamento
de DNA em larga escala de marcadores moleculares especificos, associados a andlise de

bioinformatica.

2.2 MATERIA PRIMA PARA PRODUCAO DO EXTRATO

Frutos da espécie Physalis peruviana foram adquiridos da empresa ItalBraz®,
localizada no municipio de Vacaria no estado do Rio Grande do Sul. Os frutos foram
classificados visualmente quanto ao seu estddio de maturagdo de acordo com o grau de
coloracdo do célice (ICONTEC, 1998). E permaneceram congelados e com o calice até o

momento dos experimentos.

2.2.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO Physalis peruviana

O suco in natura de Physalis peruviana utilizado para as determinagdes foi obtido

através da trituracdo em liquidificador e filtragem em funil de Biichner com filtro de nylon. O
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filtrado foi armazenado em frasco dmbar e mantido sobre refrigeragdo até o momento dos
testes.

Foram determinados em triplicata os seguintes parametros pH; acidez titulavel em
acido citrico; sélidos soluveis por refratometria; lipidios por extragdo direta em Soxhlet,
proteina pelo método de Kjeldahl classico, umidade por secagem direta em estufa a 105 °C,

glicidios redutores em glicose e vitamina C por titulometria com iodato de potassio

(ADOLFO LUTZ, 2005).

2.2.2 PREPARO DO EXTRATO

A partir dos frutos in natura, previamente macerados em almofariz e adicionados a
solugdo extratora dgua e etanol (50 % v/v), o extrato permaneceu em banho de ultrassom, sem
aquecimento, por 2 horas. Foi filtrado e transferido para um evaporador rotativo a 40 °C por

aproximadamente 2 h.

2.23 DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES E ACIDOS FENOLICOS
PRESENTES NO EXTRATO

A determinacdo dos flavonoides e acidos fenolicos foi realizada por HPLC-UV em
fase reversa, com vazao da fase movel de 1 mL por minuto e volume de injecao de 20 uL.
Para determina¢ao de acido cafeico, acido fertlico, acido vanilico, acido cumarico e acido
clorogénico foi utilizada fase movel: acetonitrila:dgua acidificada em pH 3,0 (10:90 v/v),
ajustado com acido fosférico e comprimento de onda: 280 nm. Para determinagdo dos
flavonoides quercetina, kaempferol, crisina, miricetina, hesperidina e luteolina, a fase movel

solucdo de agua 0,3%, acido férmico, solugao de metanol 0,3%, acido formico e comprimento
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de onda de 360 nm. Conforme metodologia interna “Procedimento para determinacdo de

flavonoides” do Laboratorio de Cromatografia - UPF.

2.3 TESTE DA ACAO FUNGICA DO EXTRATO DE Physalis peruviana

A avaliagdo da acdo antiftingica exercida pelo extrato de Physalis peruviana se
realizou através da determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e testes com

morangos.

2.3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A menor concentragdo de extrato de Physalis peruviana, capaz de inibir o crescimento
(efeito preventivo) micelial do Botrytis cinerea foi determinada pelo método de difusao em
agar denominado Poisoned Food (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Um disco de
micélio de 7 mm foi adicionado no centro de cada placa. Apos o periodo de incubagdo a 25
°C e fotoperiodo de 12 horas, os didmetros dos crescimentos fungicos foram mensurados com

auxilio de paquimetro.

2.4 TESTE COM MORANGOS

Os morangos organicos utilizados nos experimentos I e II foram adquiridos de
produtora certificada residente no municipio de Bardo de Cotegipe-RS. Foram realizados

testes para determinar o volume aproximado gasto de extrato, fungicida e dgua estéril, por
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aspersao, de acordo com Aqueveque et al (2016). Os péndulos foram borrifados até o ponto
de escorrimento e o volume gasto de cada tratamento calculado para cada fruto.

A suspensdo de conidios foi preparada na concentragio de 10° conidios por mL de
suspensdo. Foram dadas 3 borrifadas em cada fruto. Transferidos para camara a 25 °C (£ 1
°C) com fotoperiodo de 12 horas ao dia, onde permanceram até o aparecimento de

desenvolvimento fungico.

241 EXPERIMENTO I

A acdo antifingica do controle negativo (dgua Milli-Q estéril), controle positivo
(fungicida Mythos) e extrato de Physalis peruviana foi avaliada em morangos sobre
diferentes estddios de maturagdo e armazenados a 25 °C. Foram utilizados cinco morangos
maduros e verdes para cada tratamento. O fungo foi aplicado através de aspersdo da

suspensdo de conidios (10° conidios por mL de suspensio).

242 EXPERIMENTO Il

O efeito das temperaturas de armazenamento (25 °C e 4 °C) sobre o crescimento do
Botrytis cinerea nos morangos previamente tratados com extrato, fungicida ¢ agua estéril
foram avaliadas. Os morangos mantidos em temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C) e
refrigeragao (4 °C = 1 °C) foram armazenados nos Laboratorios de Fitopatologia e

Cromatografia da UPF respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos da espécie Physalis peruviana normalmente nao apresentam pH superior a 6
mesmo ao final do periodo de maturacdo (LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI, 2013;
YILDIZ et al., 2015). Este valor pode estar relacionado ao pH do vactolo da célula vegetal,
que normalmente se encontra entre 4,0 e 5,5 mas em alguns frutos citricos pode chegar a 2,0
(CALBO; MORETTI; HENZ, 2007). O carater 4cido dos frutos ¢ evidenciado também pelo
percentual de acidez titulavel total (0,68 + 0,01) expressa em acido citrico, sendo este o
principal acido orgénico presente em frutos da espécie Physalis peruviana

O teor de soélidos soluveis totais identificado nos frutos (14,17 = 0,06) fornece um
indicativo da quantidade de agtcares presentes nos frutos. O valor da relagao sélidos soluveis
totais/acidez titulavel total (20,84) observado para os frutos de Physalis peruviana demonstra
o consideravel teor de agucar presente nos frutos (SCHIMIDT et al., 2015).

As proteinas dos frutos podem participar de reagdes com diferentes fitopatdgenos,
incluindo o Botrytis cinerea (CAMPBELL-PLATT et al., 2015). Segundo estudos de Hofling
e Gongalves (2016) o teor de umidade no fruto também pode contribuir positivamente para a
acao antifungica do extrato, sendo também responsavel pela fonte de vitaminas hidrossoluveis
(PUENTE et al., 2011). No fruto estudado o teor de acido ascérbico foi de 34,67 mg por100 g.
O 4cido ascorbico desempenha como principal fun¢do a de antioxidante, embora possa atuar
também como antimicrobiano (DAZ et al., 2015).

O teor de flavonoides totais observado para os frutos de Physalis peruviana foi de 9
pg de catequina equivalente por mg de amostra umida. Na andlise cromatografica do extrato
foram identificados os seguintes compostos: acido clorogénico (148,8 ng mL™), acido cafeico
(14,42 pg mL™), 4acido fertlico (2,44 ug mL!) e quercetina (190 ug mL™). A produgdo do

extrato a partir dos frutos inteiros (casca, polpa e sementes) contribuiu para a presenga dos
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compostos quantificados. As diferentes partes da planta podem conter diversos compostos
fenolicos e teores distintos de um mesmo composto (ERTURK et al., 2017).

O avanco da matura¢do pode influenciar na concentracdo dos diferentes compostos
fenolicos (LA ROSA; ALVAREZ-PARRILLA; GONZALEZ-AGUILAR, 2010;
LICODIEDOFF; KOSLOWSKI; RIBANI, 2013). Os frutos utilizados neste trabalho tinham
grau de maturacdo 5 de acordo com a classificacdo pela Icontec (1998), o que pode ter
influenciado na reducao dos compostos fendlicos presentes no extrato (BOLZAN; CUQUEL,;
LAVORANTI, 2011). As sementes de Physalis peruviana sido descritas por armazenarem a
maior concentragao de flavonoides e acidos fenolicos (ERTURK et al., 2017).

O crescimento micelial do fungo foi inibido em 100% quando o volume de 5 mL do
extrato foi incorporado ao meio de cultura PDA resultando em uma concentra¢do final de
20% (v/v). O percentual de inibi¢do apresentado pelo volume de 5 mL de extrato foi superior
ao percentual de inibicao de 68,81% apresentado pelo fungicida Mythos.

A evaporacdo do extrato em evaporador rotativo a 40 °C e a determinagdo do teor
alcoolico garantiu que ndo houve interferéncia do etanol na agdo antifingica do extrato
(OLIVARES-TENORIO et al., 2017). A acdo fungicida apresentada quando utilizado o
volume de 5 mL de extrato se deve a presenca do compostos fendlicos e a agdo sinérgica dos
compostos identificados no extrato. Na maioria das vezes, a concentragdo dos diferentes
compostos presentes em um extrato ndo ¢ suficiente para que um composto isoladamente
exerca acdo antifungica (PIRES; OLIVEIRA, 2011; RAZZAGHI-ABYANEH; RAI 2013).

Acidos fenolicos e flavonoides presentes nas células das plantas apresentam
capacidade de inibirem a acdo de enzimas hidroliticas utilizadas por fitopatdgenos na
obtencdo de nutrientes (RAZZAGHI-ABYANEH; RAI, 2013). Segundo Sung; Lee (2010) e
Martinez et al (2017) os acidos fenodlicos e flavonoides podem promover o rompimento da

membrana celular e a disfuncdo das mitocondrias fingicas, desta forma os compostos
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identificados no extrato podem ter atuado principalmente sobre a membrana citoplasmatica do
fungo.

A estrutura e as posi¢des dos grupos funcionais dos compostos presentes no extrato,
como o 4cido clorogénico, promovem o aumento da permeabilizacio da membrana,
permitindo a dissolugdo e acimulo do mesmo. Este acumulo leva a desestabilizagdo da
membrana o que pode resultar em uma interrup¢ao da transferéncia de protons (ZABKA;
PAVELA, 2013).

Os resultados obtidos no experimento I sdo apresentados na Figura 1. O grau de
maturacao dos morangos mostrou efeito sobre a acdo do extrato, fungicida e controle. Os
tratamentos extrato e fungicida, foram mais eficazes no controle do Botrytis cinerea quando

aplicados por aspersao nos frutos verdes em relacdo aos maduros.

Figura 1: Resultados obtidos no experimento I.

Influéncia dos estidios de maturacio sobre a eficiéncia
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Fonte: Elaborade pelo Awtor (2018).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018).

Os resultados obtidos no experimento II para os morangos armazenados a 25 °C (1

°C) sao apesentados na Figura 2.
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Figura 1: Resultados obtidos no experimento 1.
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A agdo antifiingica observada foi com base no efeito resultante da agao dos compostos
fendlicos do extrato juntamente com a composi¢ao quimica dos morangos. Os valores de pH,
°Brix, atividade de 4agua e umidade observados para os frutos verdes foram inferiores aos
valores observados nos frutos maduros, demonstrando menor disponibilidade de nutrientes
para o desenvolvimento do fungo. A aplica¢ao do extrato nos frutos verdes atua como uma
camada protetora, reduzindo a capacidade do fungo em metabolizar os nutrientes dos
morangos mesmo com o avango da maturagdo. Trabalhos anteriores relatam a relagao da
composi¢do quimica do fruto com a disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento de
fungos. Ornelas-Paz et al (2013) avaliaram a composi¢do quimica de morangos da variedade
Albion, em diferentes estadios de maturacao, relatando o aumento do teor de sélidos solaveis
totais, pH e umidade com o avango da maturagdo dos frutos.

Em relagdo aos morangos armazenados sob temperatura de refrigeragdo (4 °C £ 0,1
°C), aplicados ou ndo com Botrytis cinerea, se observaram auséncia de desenvolvimento
fingico em todos os frutos durante os 15 dias de acopanhamento. A temperatura influenciou
no desenvolvimento do Botrytis cinerea em relagdo aos diferentes tratamentos avaliados. A

capacidade do Botrytis cinerea em se desenvolver proximo de 0 °C ¢ descrita na literatura
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(GINDRO; PEZET, 2001). Embora, estudos tem demonstrado que o mesmo pode ndo crescer
em baixas temperaturas. Este fator isoladamente, influencia fortemente (p<0,0001) o
desenvolvimento do fungo (LAHLALI et al., 2007).

Ahlem et al (2012) avaliaram o crescimento do Botrytis cinerea em diferentes
temperaturas (5 a 30 °C) durante 7 dias. Os resultados demonstraram auséncia de crescimento
fingico nos morangos armazenados a 5 °C, durante o periodo de incubagdo. Para as demais
temperaturas se observou redugdo da taxa de crescimento micelial do Botrytis cinerea
conforme a redugdo das mesmas. Resultado observado também por Lahlali et al (2007), que
descrevem a redu¢do do crescimento micelial do Botrytis cinerea em fungdo da redugdo da
temperatura, sendo fortemente influenciado quando armazenado a 5 °C.

O fator temperatura também esta relacionado ao fator atividade de agua (aw) dos
morangos. Evidenciado pela redugdo no crescimento de Botrytis cinerea com a reducdo da
temperatura e da aw (< 0,93) e o desenvolvimento em 5 °C porém em taxas de aw de 0,98 a
0,99 (LAHLALI et al., 2007).

Considerando a temperatura de armazenamento (4,0 °C £ 0,1 °C) e a taxa de aw (0,95)
dos morangos utilizados nesse experimento, se infere que o ndo desenvolvimento de Botrytis
cinerea em nenhum dos morangos avaliados, possivelmente foi em consequencia de ambos os
fatores, independentemente dos tratamentos aplicados. Somado a estes dois fatores, o teor de
solidos soluveis de 6 °Brix também pode ter contribuido para este resultado. A influéncia
exercida pelo teor de solutos no crescimento de Botrytis cinerea ¢ mencionada por Lahlali et
al., (2007). Confirmando que o aumento do teor de sacarose, por exemplo aumenta a taxa de

desenvolvimento do fungo.

4. CONCLUSAO
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Quando avaliados In vitro ou in vivo a acdo antifingica exercida pelos metabolitos
secundarios de plantas, apos extracdo da matriz vegetal, pode ser influenciada por diferentes
fatores. A aplicacdo do extrato de forma preventiva frente ao Botrytis cinerea demonstrou
melhor acdo antifungica quando aplicado em morangos verdes armazenados a 25 °C.

A composi¢ao quimica dos morangos, como pH, teor de solidos soluveis totais,
atividade de agua e umidade, demonstrou estar relacionada a intensidade da acdo exercida
pelo extrato. Evidenciando que a agdo exercida por um composto fenolico frente ao mesmo
fitopatdégeno, pode variar em fung¢do das diferentes composigdes quimicas de diferentes
espécies de frutos.

Os compostos fenolicos, acido clorogénico, acido fertlico, acido cafeico e quercetina,
identificados no extrato exercem acdo antifungica sobre o fungo Botrytis cinerea, sendo o
volume de 5 mL de extrato capaz de atuar como um fungicida sobre o fungo, quando avaliado
in vitro. Possivelmente a agdo antifungica se deve a agdo sinérgica dos 4 compostos.
Normalmente, a concentragao de cada composto extraido ndo ¢ suficiente para exercer a acao
antifingica isoladamente.

O extrato de Physalis peruviana representa uma alternativa para controle preventivo
de mofo cinzento em morangos da variedade Albion. Uma sugestdo de continuidade deste
trabalho ¢ a aplicagdo de um nanoextrato de forma preventiva frente ao fungo Botrytis cinerea

em morangos verdes no periodo pré-colheita.
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