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RESUMO - Botrytis cinerea ¢ o principal fungo patogénico da cultura do morango, responsavel pela doenca
denominada de mofo cinzento, que acomete principalmente os frutos, no periodo pds-colheita. O controle do
mesmo ¢ realizado majoritariamente por fungicidas sintéticos. O teor de residuos de fungicidas acima do
permitido identificado em alimentos e contaminagdo ambiental resultante do uso incorreto e excessivo de
fungicidas sintéticos e a alta resisténcia fingica apresentada pelo Botrytis cinerea tem demonstrado a
necessidade de desenvolver novos métodos de controle. Extratos obtidos de plantas apresentam agdo
antimicrobiana sobre diferentes fitopatogenos devido a presenca de metabolitos secundarios. A presenca de
acidos fenolicos e flavonoides presentes nas diferentes partes dos frutos, como os da espécie Physalis peruviana,
conferem a espécie capacidade antimicrobiana natural. Avaliar a acdo preventiva do extrato de Physalis
peruviana sobre o Botrytis cinerea, aplicado através de suspensdo de conidios na concentragao de 10° conidios
por mL de suspensdo, em morangos da variedade Albion foi o objetivo deste trabalho. A melhor acdo antifiingica
foi demonstrada pelo extrato, aplicado de forma preventiva, em morangos verdes armazenados a 25 °C,
evidenciando que a composi¢do quimica dos morangos demonstrou estar relacionada a intensidade da acdo
exercida pelo extrato. Os compostos acido clorogénico (148,8 ug mL™), acido cafeico (14,42 pg mL™), acido
fertilico (2,44 ug mL™") ¢ quercetina (190 ug mL™) identificados no extrato, exercem agdo antifingica sobre o
fungo Botrytis cinerea e possivelmente de forma sinérgica.

Palavras-chave: Compostos fenolicos, agdo antifiingica, Botrytis cinerea.

1 INTRODUCAO

A composi¢do quimica do morango (Fragaria x ananassa Duch) o torna um substrato ideal para o
crescimento de microorganismos (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011). A principal doenga fingica que
acomete os frutos é o mofo cinzento, causada pelo fungo Botrytis cinerea, que pode permanecer nos frutos
verdes e se manifestar somente no periodo pos-colheita, resultando em consideraveis perdas econdmicas pelo
setor produtivo (CANTILLANO; SILVA, 2010; HUSAINI; NERI, 2016).

Os morangos comercializados no Brasil provem em sua maioria do sistema convencional, sendo
aproximadamente 70% destinados ao consumo in natura e 30% ao processamento (REVISTA CAMPO E
NEGOCIO, 2015). Somente nos Estados Unidos, as perdas causadas por Botrytis cinerea podem corresponder a
50% do total de morangos plantados (GIANESSI; REIGNER, 2005). Para controle do mofo cinzento em
morangos o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) vinculado ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tem registrado 12 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;
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ANVISA, 2013; GYAWALI; IBRAHIM, 2014). O desafio da fruticultura ¢ produzir alimentos de qualid"e- e
saudaveis, que atendam aos requisitos de seguranca alimentar, sustentabilidade ambiental e agricola e que sejam
viaveis economicamente para o setor produtivo e para os consumidores (BRASIL, 2012).

Os extratos de plantas possuem propriedades antimicrobianas devido a diversidade de substancias
formadas pelo metabolismo secundario e que ha muito tempo tem sido descritas na literatura por conferirem
protecdo natural as mesmas frente ao ataque de microrganismos fitopatogénicos e pragas. Os frutos da espécie
Physalis peruviana sao fontes de acidos fendlicos e flavonoides (RAMADAN 2011), sua acdo antifiingica tem
sido demonstrada frente a diferentes espécies de fungos (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) foi o objetivo geral deste trabalho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DO Botrytis Cinerea

As etapas de identificacdo 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 Getalio Vargas - RS. As bandejas
foram mantidas em cdmara com temperatura controlada (25 °C £ 1 °C) e fotoperiodo de 12 horas ao dia, até o

aparecimento do fungo.
2.2 MATERIA-PRIMA PARA PRODUCAO DO EXTRATO

Frutos da espécie Physalis peruviana foram adquiridos da empresa ItalBraz®, localizada no municipio
de Vacaria-RS. Apds a colheita manual, os frutos foram acondicionados e transportados em caixas isotérmicas,
para a Universidade de Passo Fundo (UPF). Os frutos foram classificados posteriormente quanto ao seu grau de
maturagao, através da coloragdo do célice e em seguida, acondicionados em embalagens plasticas e congelados

com o calice até o momento dos experimentos.
2.3 PREPARO DO EXTRATO

O extrato foi preparado no Laboratorio Nucleo de Experimentacdo ¢ Estudos Analiticos do IFRS -
Campus Sertdo. Os frutos in natura previamente macerados em almofariz foram adicionados a solucdo extratora
agua:etanol (50% v/v) e transferidos para banho de ultrassom, sem aquecimento, por 2 horas. O extrato foi
filtrado com peneira, papel de filtro quantitativo e filtro hidrofilico de 0,22 pm. O filtrado transferido para um
evaporador rotativo na temperatura de 50 °C, por aproximadamente 2 horas. O teor alcéolico do mesmo foi
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 refrigeracdo. Foi verificado o pH
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2.3.1 DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES E ACIDOS FENOLICOS
PRESENTES

A determinagdo dos flavonoides e acidos fendlicos do extrato de Physalis peruviana foi realizada por
HPLC-UV em fase reversa, com vazdo da fase movel de 1 mL min” e volume de inje¢do de 20 pL. Para
determinacdo de acido cafeico, acido ferulico e acido clorogénico se utilizou fase movel de acetonitrila:agua,
acidificada em pH 3,0 (10:90 v/v), com pH ajustado com acido fosforico e comprimento de onda: 280 nm. Para
determinacdo de quercetina a fase movel foi solugdo de agua 0,3% acido formico e solugdo de metanol 0,3%

acido formico em comprimento de onda de 360 nm.

2.4 AVALIACAO DA ACAO ANTIFUNGICA DO EXTRATO

A avaliag@o da agdo antifingica exercida pelo extrato de Physalis peruviana se realizou através de
testes in vitro e com morangos. O repique do fungo foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da UPF. As
placas foram mantidas em camara com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas ao dia até crescimento do
fungo. Posteriormente armazenadas sobre refrigeragdo. O meio de cultura utilizado foi PDA (do inglés Potato

Dextrose Agar). O repique do fungo foi realizado com 10 dias de antecedéncia a realizagdo de cada teste.

2.4.1 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 difusdo em agar Poisoned Food
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). A inoculagdo do fungo foi realizada através da adi¢do de um disco
de micélio de 7 mm no centro de cada placa. Apds o periodo de incubagido a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, os
diametros dos crescimentos flingicos observados foram mensurados com auxilio de paquimetro. O efeito
antifungico apresentado pelos diferentes tratamentos foi estimado através da equacgdo relatada por Balouiri,

Sadiki e Ibnsouda (2016).

2.4.2 TESTES COM MORANGOS

Os morangos organicos utilizados foram adquiridos de produtora certificada residente no municipio de
Bardo de Cotegipe-RS. Os frutos foram avaliados quanto ao valor de pH, sélidos soltiveis totais (°Brix), umidade
(%) e atividade de agua (Aw) de acordo com Adolfo Lutz (2005).

Para o experimento o extrato, fungicida Mythos e dgua Milli-Q estéril foram aplicados por aspersio
com base na metodologia utilizada por Aqueveque et al (2016). A aplicacdo do Botrytis cinerea foi realizada 24

horas ap6s a aplicagdo dos tratamentos. A suspensdo de conidios foi preparada na concentragio de 10° conidios
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por mL de suspensdo e aplicado pela técnica de aspersdo, totalizando 3 borrifadas por fruto. Os testes foram
realizados no Laboratorio de Fitopatologia da UPF e utilizaram 5 frutos por tratamento cada. A a¢do antifiingica

do extrato, fungicida Mythos e agua Milli-Q estéril foi avaliada em morangos maduros e verdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados os compostos acido clorogénico (148,8 ug mL™), acido cafeico (14,42 pg mL™),
4cido ferulico (2,44 pg mL") e quercetina (190 ng mL™"). A produgio do extrato a partir dos frutos inteiros,
casca, polpa e sementes, contribuiram para a presenga destes compostos. As diferentes partes da planta podem
conter diversos compostos fenolicos e teores distintos de um mesmo composto (ERTURK et al., 2017). O
avanco da maturagdo 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 coloragao 5 (frutos maduros) de acordo com a classificacdo
pela Icontec (1998).

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 concentragdo final de 20% (v/v). O percentual de
inibicdo apresentado pelo volume de 5 mL de extrato foi superior ao percentual de inibicdo de 68,81%
apresentado pelo fungicida Mythos.

A evaporagdo do extrato em evaporador rotativo a 50 °C e a determinagdo do teor alcoolico
garantiram que ndo houve interferéncia da temperatura utilizada no evaporador rotativo e do etanol na acdo
antifungica do extrato (OLIVARES-TENORIO et al., 2017). A filtragem em filtro de 0,22 pm evitou a possivel
interferéncia de microrganismos antagonistas ao Botrytis cinerea (KUMAR, 2012). A acdo fungicida
apresentada pelo extrato se deve a presenga dos compostos fendlicos e a ag@o sinérgica destes. Na maioria das
vezes, a concentragdo dos diferentes compostos presentes em um extrato nio ¢ suficiente para que um composto
isoladamente exerga agdo antifungica (PIRES; OLIVEIRA, 2011; RAZZAGHI-ABYANEH; RAI 2013).

Os resultados obtidos nos testes com morangos evidenciaram que o grau de maturagdo dos morangos
mostrou efeito sobre a agdo do extrato, fungicida e controle. Todos os tratamentos foram mais eficazes no
controle do Botrytis cinerea quando aplicados por aspersdo nos frutos verdes em relagdo aos maduros.

A ag@o antifungica observada foi com base no efeito resultante da acdo dos compostos fenolicos do
extrato juntamente com a composi¢do quimica dos morangos. Valores da composi¢do quimica dos frutos verdes
foram inferiores aos observados nos frutos maduros, demonstrando menor disponibilidade de nutrientes para o
desenvolvimento do fungo. A aplicagdo 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, situagao
relatada por Ornelas-Paz et al (2013). O teor de sdlidos 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).

4 CONCLUSAO
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Quando avaliados in vitro ou in vivo a agdo antifungica exercida pelos metabolitos secundarios de
plantas, apds extracdo da matriz vegetal, pode ser influenciada por diferentes fatores. A aplicagdo do extrato de
forma preventiva frente ao Botrytis cinerea demonstrou melhor agao antifungica quando aplicado em morangos
verdes armazenados a 25 °C. A aspersdo do extrato de Physalis peruviana demonstrou um efeito protetor para o
morango na prevengdo do desenvolvimento de Botrytis cinerea.

O uso do extrato inibiu o crescimento do fungo demonstrando que o extrato de Physalis peruviana

representa uma alternativa para controle preventivo de mofo cinzento em morangos da variedade Albion.
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