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RESUMO

O pimentao (Capsicum annum L.), ¢ uma cultura de grande importancia econdmica, social e ambiental,
a qual apresenta funcionalidade nutracéutica, com produgdo mundial superior a 36 milhdes de toneladas.
No entanto seu cultivo e produg@o podem ser severamente afetados por doengas como a antracnose
(Colletotrichum spp.) e fusariose (Fusarium spp.) que podem inviabilizar a colheita e comercializacéo.
Tratamentos alternativos aos fungicidas, como extratos da fungicultura (cogumelos e seu substrato pos-
cultivo), tem demonstrado eficiéncia no controle de fungos e protecdo de plantas. Deste modo, o objetivo
do trabalho foi avaliar a eficiéncia dos extratos dos cogumelos Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes,
Ganoderma lucidum e seus respectivos substratos gastos, no manejo de Colletotrichum sp. ¢ Fusarium
sp., bem como sua influéncia na atividade de enzimas ligadas a induc@o da resisténcia em plantas e
frutos de pimentdo. O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em casa de vegetacdo,
pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba. Os isolados de
Colletotrichum sp. e Fusarium sp. foram obtidos a partir de lesdes sintomaticas de plantas e frutos de
pimentdo. Os tratamentos utilizados foram extratos aquosos dos cogumelos P. ostreatus (CPO), L.
edodes (CLE), G. lucidum (CGL), substrato gasto de P. ostreatus (SPO), L. edodes (SLE) e G. lucidum
(SGL), substrato sem o cultivo de cogumelos, todos na concentragdo de 10% (100 mL L-1 de agua),
fungicida e testemunha (agua destilada esterilizada). No teste in vitro os tratamentos foram diluidos ao
meio de cultura BDA, em placas de Petri ¢ sobre 0 mesmo, um disco de coldnia pura tanto de
Colletotrichum sp. (capitulo II) quanto de Fusarium sp. (capitulo III). Foram determinados o
crescimento micelial, percentual de inibi¢do de colonia, indice de velocidade de crescimento,
esporulagdo e percentual de inibicdo de esporulagdo. Os frutos foram tratados pela imersdo durante 5
minutos, sendo quatro repeticdes de dois frutos por tratamento. Apds 24 h, foram inoculados com
suspensdo de Colletotrichum sp. e ao 14° dia realizadas as avalia¢des de severidade da doenga com a
quantificacdo de area lesionada por analise de imagem, com auxilio de software ImageJ. Para as analises
pos-colheita, os frutos tratados, foram distribuidos em quatro periodos de armazenamento, com trés
repetigoes de dois frutos, por tratamento. Foram realizadas analises fisico-quimicas de perda de massa,
firmeza, pH, solidos soluveis, acidez titulavel, relagdo SS/AT e vitamina C. No teste in vivo, as sementes
foram tratadas e inoculadas por meio de contato direto com o micélio de Fusarium sp. e semeadas em
vasos contendo substrato comercial. Foram analisadas altura de plantas, didmetro de caule, volume de
raiz, massa seca de raiz e parte aérea ¢ a taxa de infecgdo. Ao final dos experimentos, foram coletadas
partes dos frutos e folhas de cada repeticdo e determinadas a atividade enzimatica da peroxidase,
fenilalanina amonia liase e polifenoloxidase. Os extratos da fungicultura apresentaram influéncias sobre
Colletotrichum sp. e Fusarium sp., em que reduziram seu crescimento micelial e esporulagdo, bem como
mantiveram a qualidade das plantas e pos-colheita dos frutos de Capsicum annuuum. O extrato do
cogumelo Pleurotus ostreatus reduziu o crescimento micelial tanto do Colletotrichum sp. quanto do
Fusarium sp., o extrato do cogumelo Lentinula edodes € seu substrato pos-cultivo promove uma maior
protecdo, tanto nos frutos, como nas plantas de pimentao. Todos os extratos testados induzem a produgéo
das enzimas peroxidase, fenilalanina amodnia-liase ¢ polifenoloxidase envolvidas na inducdo de
resisténcia em plantas no manejo de patdgenos.

Palavras-chave: Capsicum annum L.; severidade; controle alternativo; cogumelos; inducado de
resisténcia.



MONTEIRO, R. E. P. Aqueous extracts from fungiculture in the management of bell pepper
diseases. 75f. Federal University of Paraiba (Master's dissertation in Agronomy). Areia, PB.
2024.

ABSTRACT

Peppers (Capsicum annum L.) are a crop of great economic, social and environmental
importance, which has nutraceutical functionality, with worldwide production exceeding 36
million tons. However, its cultivation and production can be severely affected by diseases such
as anthracnose (Colletotrichum spp.) and fusariosis (Fusarium spp.) which can make harvesting
and marketing unfeasible. Alternative treatments to fungicides, such as fungiculture extracts
(mushrooms and their post-cultivation substrate), have demonstrated efficiency in controlling
fungi and protecting plants. Therefore, the objective of the work was to evaluate the efficiency
of extracts from the mushrooms Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes, Ganoderma lucidum
and their respective spent substrates, in the management of Colletotrichum sp. and Fusarium
sp., as well as its influence on the activity of enzymes linked to the induction of resistance in
pepper plants and fruits. The experiment was carried out in the Phytopathology Laboratory and
in a greenhouse, belonging to the Agricultural Sciences Center, at the Federal University of
Paraiba. Isolates of Colletotrichum sp. and Fusarium sp. were obtained from symptomatic
lesions of pepper plants and fruits. The treatments used were aqueous extracts of the mushrooms
P. ostreatus (CPO), L. edodes (CLE), G. lucidum (CGL), spent substrate of P. ostreatus (SPO),
L. edodes (SLE) and G. lucidum (SGL), substrate without mushroom cultivation, all at a
concentration of 10% (100 mL L' of water), fungicide and control (sterilized distilled water).
In the in vitro test, treatments were diluted in PDA culture medium, in Petri dishes and on top
of'it, a disk of pure colonies of both Colletotrichum sp. (chapter I1) and Fusarium sp. (chapter
IIT). Mycelial growth, percentage of colony inhibition, growth speed index, sporulation and
percentage of sporulation inhibition were determined. The fruits were treated by immersion for
5 minutes, with four repetitions of two fruits per treatment. After 24 h, they were inoculated
with a suspension of Colletotrichum sp. and on the 14th day, disease severity assessments were
carried out with quantification of the injured area by image analysis, with the aid of ImageJ
software. For post-harvest analyses, the treated fruits were distributed into four storage periods,
with three replications of two fruits per treatment. Physicochemical analyzes of mass loss,
firmness, pH, soluble solids, titratable acidity, SS/AT ratio and vitamin C were carried out. In
the in vivo test, the seeds were treated and inoculated through direct contact with the Fusarium
mycelium sp. and sown in pots containing commercial substrate. Plant height, stem diameter,
root volume, root and shoot dry mass and infection rate were analyzed. At the end of the
experiments, parts of the fruits and leaves from each replication were collected and the
enzymatic activity of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and polyphenol oxidase was
determined. Fungiculture extracts had influences on Colletotrichum sp. and Fusarium sp., in
which they reduced their mycelial growth and sporulation, as well as maintaining the quality of
the plants and post-harvest of Capsicum annuuum fruits. Pleurotus ostreatus mushroom extract
reduced mycelial growth of both Colletotrichum sp. as well as Fusarium sp., the extract of the
Lentinula edodes mushroom and its post-cultivation substrate promotes greater protection, both
in fruits and pepper plants. All extracts tested induce the production of the enzymes peroxidase,
phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase involved in inducing resistance in plants
in pathogen management.

Keywords: Capsicum annum L.; severity; alternative control; mushrooms; resistance
induction.
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1 CAPITULOI
EXTRATOS AQUOSOS DA FUNGICULTURA NO MANEJO DE DOENCAS EM
PIMENTAO
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1.1 INTRODUCAO GERAL

O pimentdo (Capsicum annum L.), pertencente a familia Solanaceae, ¢ uma planta
nativa das Américas, apresentando funcionalidade nutracéutica, com a presen¢a de nutrientes,
proteinas, vitaminas, fibras, minerais, além de propriedades medicinais devido a existéncia de

fitoconstituintes como fenois, flavonoides ¢ outros metabolitos secundarios (BATIHA et al.,

2020; DOGAN; SELCUK; ERKAN, 2016a; GUILHERME et al., 2020).

No ano de 2022 a produ¢do de pimentdo e pimentas (Capsicum annum L.) foi superior
a 36 milhodes de toneladas com destaque para a China com uma producdo de mais de 17 milhdes
de toneladas (FAO, 2022). Ja no Brasil, a produgdo de pimentao para o ano de 2017 foi superior
a 200 mil toneladas, com um mercado avaliado em mais de 54 milhGes de reais, demostrando

a valorizagao desta cultura (IBGE, 2017).

No entanto, um dos principais fatores limitantes no cultivo dos pimentdes sdo as
doengas, com destaque para a antracnose (Colletotrichum spp.) e fusariose (Fusarium spp.)
(SHARMA et al., 2022). Estes patégenos podem infectar todas as partes da planta, desde as
sementes até os frutos ja formados, causando sérios danos, inviabilizando a producdo e

comercializacdo (AHMAD et al., 2022; GO et al., 2019).

O controle quimico, usado mundialmente, tem reduzido a severidade de doengas em
plantas (PRUTHVIRAJ et al., 2024), no entanto, seu uso continuo e irracional, tem causado
grandes prejuizos tanto ao meio ambiente com a contaminagdo dos solos, rios, fauna e flora,
além de promover o surgimento de fitopatdgenos resistentes a fungicidas, quanto a saude
humana, causando intoxicagdes e até doencas mais graves como cancer (FATUNSIN et al.,

2020; LIMA et al., 2023).

O uso de produtos alternativos, tem demostrado eficécia no controle de doengas, como
o uso de oleos essenciais (OLINTO et al., 2023), uso de antagonistas (MOURA et al., 2022),
extratos vegetais (YANPING et al., 2023), como também extratos de cogumelos, os quais
possuem propriedades que agem diretamente sobre o patdgeno ou induzem a planta a ativar

seus mecanismos de defesa (WISETSAI et al., 2023).

A ativagdo das enzimas relacionadas patogénese (inducdo de resisténcia), desencadeia
o acumulo de certos componentes de sinalizagdo, por meio da interagdo dos hormonios com as
vias de sinaliza¢do imunoldgica das plantas, o que influencia a intensidade da resposta dos

genes de defesa das plantas contra estresses bioticos e abidticos (KHALIL; YOUSSEF, 2024).
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Neste sentido, o uso de elicitores em plantas estimula seu sistema de prote¢do, com a
ativacao de mecanismos latentes de defesa ja existentes, possibilitando a expressao de respostas
morfologicas, fisioldgicas no controle de fitopatogenos, conforme demonstrado por Shasmita

et al. (2023).

A expansao da fungicultura, setor que engloba o cultivo de cogumelos, tem gerado uma
grande quantidade de substrato gasto pds-cultivo, tido como rejeito da produgdo, o qual se
destaca como matéria prima funcional, apresentando propriedades biologicas com

potencialidade atuante nos mecanismos de defesa das plantas (CRUZ et al., 2019).

Como no controle de Fusarium sp. € Corynespora sp. em plantas de Lactuca sativa e
Cucumis sativus, quando utilizado extratos aquosos de residuo do processamento do cogumelo
Lentinula edodes (FRANCO et al., 2022). E no controle de nematoides e indugao de resisténcia
em plantas de tomateiro quando aplicados extratos de Pycnoporus sanguineus (BARBOSA et

al., 2022).

Além de ser uma alternativa ecoldgica na produgdo de alimento de qualidade com valor
agregado, o substrato poés-cultivo de cogumelos, pode promover uma solugdo sustentavel para
a gestao de residuos, com uso na protecdo de plantas, contribuindo para a economia circular

(SINGH et al., 2021).
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de extratos aquosos dos cogumelos Pleurotus ostreatus, Lentinula
edodes, Ganoderma lucidum e seus respectivos substratos pos-cultivo, no controle de

Colletotrichum sp. e Fusarium sp. em pimentao.

1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a agdo dos extratos da fungicultura sobre o crescimento micelial e esporulacao
de Colletotrichum sp. in vitro,

Determinar a eficiéncia dos extratos da fungicultura no manejo do Colletotrichum sp.
na qualidade pos-colheita de pimentao;

Avaliar a agdo dos extratos da fungicultura sobre o crescimento micelial e esporulacao
de Fusarium sp. in vitro;

Determinar a eficiéncia dos extratos da fungicultura no manejo de Fusarium sp. em
plantas de pimentao;

Quantificar a atividade enzimatica da peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina

amonia-liase em plantas e frutos de pimentao tratados com extratos da fungicultura.
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1.3 REVISAO DE LITERATURA
1.3.1 Aspectos gerais e produtivos da cultura do pimentao

O pimentao (Capsicum annum L.) (Figura 1), ¢ uma planta nativa das Américas, sendo
considerado o centro primario de origem o México e América Central. Pertencente a familia
Solanaceae, a planta apresenta porte arbustivo, caule semilenhoso, que pode alcancar mais de
um metro de altura, o fruto ¢ classificado como do tipo baga oca, que possui polpa firme,
podendo apresentar variagdo de cores desde verde e branco até amarelo, laranja e vermelho,
como também diferentes formas e niveis de doce e picante dependendo da variedade (BAENAS

et al., 2019; GUILHERME et al., 2020).

Figura 1. Partes da planta de pimentdo, Fonte: Autoria propria.

Esta hortalica ¢ utilizada principalmente com fins culinarios e apresenta propriedades
nutracéuticas, tendo em sua composicao, proteinas, vitaminas (A, B1, B2, B3, B6, C), fibras,
minerais e fitoquimicos, como foésforo, célcio, zinco, potassio, magnésio entre diversos outros
(CISTERNAS-JAMET et al., 2020). O pimentdo também apresenta propriedades medicinais
devido a presenca de fitoconstituintes como flavonoides, carotenoides, antocianinas e
compostos fenolicos, além de atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas (BATIHA et al.,

2020).

Uma das importantes propriedades biologicas presentes no pimentdo, refere-se a sua
capacidade de atuar como antioxidante na redu¢do do estresse oxidativo, o que leva a prevengao
de diversas doencas degenerativas (PATIL et al., 2023). Os compostos funcionais apresentam

propriedades antimicrobianas, especialmente contra microrganismos patogénicos, além de
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apresentar funcionalidade nutracéutica com eficdcia anticancerigena e cardiopreventiva,
também se destacam como agentes antienvelhecimento, presentes em cosméticos por meio de

Oleos essenciais (AKHTAR et al., 2021).

O pimentdo ¢ comumente cultivado tanto em campo aberto, quanto em estufas, em
sistema protegido, o que possibilita a producdo fora das areas tipicas de cultivo, além de
possibilitar um melhor controle dos tratos culturais e das condi¢des ambientais (KABIR et al.,
2022). A cultura ¢ muito exigente quanto a fertilidade do solo, principalmente potassio, célcio,
nitrogénio, magnésio e fosforo, o que se faz necessario adubagdes corretivas, de acordo as
exigéncias da cultura, quanto a irrigagdo, a planta requer niveis de disponibilidade hidrica
proximos a capacidade de campo, sendo a adubagao e irrigacao um dos fatores limitantes para

o aumento da produtividade e aumento na qualidade dos frutos (CARDOZO et al., 2016)

A cultura do pimentdo ¢ fortemente valorizada e cultivada em todo o mundo, tanto em
grande escala, em agricultura convencional, como também sendo constituido fonte de renda
para a agricultura familiar (ABDELKHALIK et al., 2020). A producdo gera empregos diretos
e indiretos ao longo da cadeia de abastecimento, incluindo agricultores, trabalhadores rurais,

distribuidores, atacadistas, varejistas e exportadores (TRECHA et al., 2017).

A producdo mundial de pimentdo e pimentas no ano de 2022 foi estimada em mais de
36 milhdes de toneladas (36.972.494,42 ton) com destaque para a Asia (67,30%), as Américas
(12,87%) e a Europa (10,18%) com as maiores produgdes, com foco na China, a qual lidera a
em quase metade da producdo mundial, com aproximadamente 17 milhdes de toneladas

(45,54%), seguida pelo México (8,42%), Indonésia (8,17%) e a Turquia (8,16%) (FAO, 2022).

No Brasil, a cultura do pimentao possui grande importancia econdmica e social, estando
entre as dez hortaligas mais produzidas, com uma producdo superior a 200 mil toneladas
(224.286 ton), com destaque para o estado de Sao Paulo (50,17%) como maior produtor,
seguido de Minas gerais (16,47%) e Rio de Janeiro (9,58%), integrando um dos mais
importantes setores do pais, gerando emprego e renda (IBGE, 2017). Em conformidade com os
dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos, os lucros que o Brasil teve com
a exportacdo de pimentdo em 2022 superou US$ 700 mil, referentes a 350 toneladas do fruto,
sendo 7% maior comparado com o ano de 2021 em que foi exportado 280 toneladas se

totalizando US$ 502 mil de lucro (TAVARES, 2023).
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1.3.2 Principais doencas do pimentio

O pimentdo necessita de um manejo adequado, onde diversos fatores podem
comprometer sua producao e qualidade, sendo responsaveis pelo baixo rendimento da cultura,
como a escolha da variedade, condi¢des edafoclimdticas, técnicas de manejo, adubagdo,
irrigacdo, como também a incidéncia de pragas e doengas (TRECHA et al., 2017; VIEGAS,
2016).

A maioria das doencas s3o transmitidas através de sementes infectadas e/ou
contaminadas, causando perdas acentuadas que vao desde o campo, com a ndo germinagao das
sementes, tombamento das plantas, danos nas folhas e ramos, até na pds-colheita com a
podridao dos frutos, inviabilizando a producdo, podendo ser causadas por fungos, virus,
bactérias e nematoides (BORGES et al., 2022; KUMAR et al., 2017). As principais doencas
que atacam a cultura de C. annuum sdo antracnose (Colletotrichum spp.) (SAINI et al., 2021),
fusariose (Fusarium spp.) (CHOWDHURY; MAJUMDAR; MANDAL, 2020), requeima do
pimentdo (Phytophthora capsici) (PICCINI et al., 2019), podriddo mole (Dickeya dadantii)
(ALMEIDA et al., 2020), viroses, entre outras.

Antracnose

Dentre as doengas que atacam o pimentdo, a antracnose se destaca como uma das mais
severas e destrutivas. Causada por fungos do género Colletotrichum, pertence ao Filo
Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Glomerellales, Familia Glomerellaceae (INDEX

FUNGORUM, 2024; VASCONCELOS et al., 2018).

Diversas espécies de Colletotrichum, como C. gloeosporioides, C. acutatum, C. capsici
entre outras, podem infectar a planta em diferentes estagios de desenvolvimento, como na fase
vegetativa, reprodutiva e pos-colheita, como em diversas partes da planta, como nas folhas,
ramos, flores, frutos em formagao e/ou maduros (CARBONI, 2018). A infec¢do ocorre por
meio da formagao de um apressorio, o qual se desenvolve a partir da germinacao esporadica,
ocorrendo em seguida a penetracdo direta e o rompimento da parede celular epidérmica

(VELOSO et al., 2022).

A antracnose causa maiores danos principalmente em periodos chuvosos, quando as
condigdes de temperatura e umidade sdo ideais para o desenvolvimento do patégeno, o qual €
comumente disseminado por meio de sementes infectadas e por respingos de 4gua provenientes

da chuva ou irrigagdo (BECKER, 2015). Os danos causados por Colletotrichum spp. em
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pimentdes, apresentam maior severidades nos frutos, iniciando-se por manchas circulares
aquosas € ao se agravarem tornam-se necréticas, deixando-os improprios para o mercado,

afetando diretamente a quantidade e qualidade com perdas de até¢ 100% (ARORA et al., 2024).
Fusariose

A fusariose ou murcha de fusario, ¢ causada por fungos do género Fusarium,
pertencente ao Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia

Nectriaceae INDEX FUNGORUM, 2024).

O Fusarium spp. € considerado um dos géneros mais importantes mundialmente, devido
a sua agressividade (DIHAZI et al., 2021). Sabe-se que muitas espécies de Fusarium sao
capazes de causar infec¢des graves em plantas, animais e até seres humanos (TAVEIRA et al.,
2017). Espécies de Fusarium em pimentdao, como F. solani, F. capsici, F. oxysporum, podem
ocorrer em qualquer estddio da cultura, infectando o sistema radicular das plantas,
interrompendo o transporte de a4gua pelo xilema, do mesmo, além de serem capazes de produzir
micotoxinas que podem matar a célula hospedeira ou desativar as fungdes celulares,

ocasionando o apodrecimento e levando a morte da planta hospedeira (ROCHA et al., 2016).

Uma vez introduzido no campo, Fusarium spp. sobrevive entre as estagdes de cultivo
como saprofita em restos de plantas ou, por décadas no solo, por meio de estruturas de
resisténcia, denominadas de clamiddsporos, os quais sdo facilmente disseminados tanto a longa
ou a curta distancia, por sementes e mudas infectadas (ABDALLA et al., 2024). J4 em curtas
distancias a disseminagdo ocorre pelo vento, dgua, tratos culturais, mudas contaminadas,

implementos agricolas, maquinas, madeiras e solos infectados (RAZA et al., 2024).

Para as espécies deste género, a principal caracteristica morfoldgica ¢ a producdo de
esporos em trés formas (que sdo seus conidios), estes podem ser divididos em macroconidios,
microconidios e mesoconidios (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Outra caracteristica deste
género ¢ a capacidade em produzir estruturas de resisténcia conhecidas como clamidésporos
que garantem a sobrevivéncia do patdogeno em condi¢des adversas, por varios anos

(O’DONNELL et al., 2013; CASTRO, 2014).

1.3.3 Manejo de doencas em plantas com agrotoxicos
O uso de fungicidas sintéticos tem sido eficiente no controle de doencas de plantas

causadas por fungos fitopatogénicos (DERESA; DIRIBA, 2023). No entanto, seu uso continuo
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e muitas das vezes erroneo, tem causado grandes prejuizos ao meio ambiente com a
contaminagdo dos solos, rios, fauna e flora, além de promover o surgimento de cepas de

fitopatdgenos resistentes a fungicidas (LIMA et al., 2023; SCHEDENFFELDT et al., 2024).

A utilizagdo de agrotdxicos no mundo tem aumentado em mais de 40% nos tltimos 20
anos, passando de 2.179.949,94 toneladas em 2001, para mais de 3.535.374,64 toneladas em
2021, sendo as Américas o continente que mais utiliza (44,9%), com destaque para o Brasil
com mais de 700 mil toneladas (FAO, 2022). Pela sua alta acumulagdao no meio ambiente e sua
baixa degradabilidade, as moléculas constituintes de fungicidas sintéticos tém sido associadas
a doencas humanas cronicas em cenarios de ingestdo ou exposi¢do, além da destruicdo da
camada de ozbnio, o que pode constituir danos irreparaveis a biodiversidade (BHANDARI;

YADAV; SARHAN, 2021).

Segundo Noblat et al. (2021), em dados pesquisados na Associagdo Brasileira de Satude
Coletiva (ABRASCO), mais de 70% dos alimentos in natura consumidos no pais estdo
contaminados por agrotoxicos, onde as culturas que apresentam uma maior quantidade de

residuos de substancias proibidas e fertilizantes sdo pimentdo (92%), morango (63%) e pepino

(57%).

1.3.4 Manejo alternativo de doencas em plantas

No tocante a seguranca alimentar com o consumo de alimentos naturais, a
sustentabilidade e a busca por alternativas frente ao uso de produtos quimicos no controle de
doencas em plantas, alternativas de manejo de doencas de plantas vém sendo difundidas

(MAKHUVELE et al., 2020; REMBISCHEVSKI et al., 2022).

Pesquisas vem sendo desenvolvidas e novos produtos ganhando espago e demostrando
eficacia no controle de doengas, como o uso de termoterapia (MEDEIROS et al., 2023; SOUZA
et al., 2021), uso de oleos essenciais (OLINTO et al., 2023; SOUZA et al., 2022), uso de
antagonistas (controle bioldgico) (CRUZ et al., 2022; MOURA et al., 2022), uso extratos
vegetais (LEITE et al., 2020; YANPING et al., 2023), como também extratos de cogumelos, 0s
quais possuem propriedades que agem diretamente sobre o patdégeno ou induzem a planta a

ativar seus mecanismos de defesa (BARBOSA et al., 2022; WISETSAI et al., 2023).

1.3.5 Extratos da fungicultura
A fungicultura ¢ o ramo agroindustrial que se refere a producao de cogumelos, espécies

de fungos também conhecidas como macrofungos (AHMAD et al., 2023), esta cultura vem
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ganhando grande destaque no agronegdcio, onde nos ultimos anos, tornou-se um ativo
estratégico para conservagdo € manejo dos ecossistemas em varios paises € como uma

alternativa para geracdo de trabalho ¢ renda (MARTINEZ-IBARRA et al., 2019).

Os principais cogumelos cultivados sdo os comestiveis, como o shimeji (Pleurotus
ostreatus) e shitake (Lentinula edodes), ¢ os medicinais como o cogumelo rei (Ganoderma
lucidum) (Figura 2), os quais além de possuirem alto valor proteico, apresentam diversas
propriedades nutricionais, terapéuticas e medicinais, como os mecanismos de agao relacionados

ao sistema imune (SANCHEZ; ROYSE, 2017; ZHANG et al., 2020).

A

Figura 2. A: Cogumelo Pleurotus ostreatus; B: Cogumelo Lentinula edodes; C: Cogumelo Ganoderma lucidum.
Fonte: www.ringana.com.

Ao final da cadeia produtiva de cogumelos (Figura 3), se tem a geragdo do substrato
gasto, também conhecido como SMS (Spent Mushroom Substrate) ou SGC (Substrato Gasto
de Cogumelos). Com a produ¢do mundial de cogumelos, estima-se uma geracao de mais de 200
bilhdes de kg de SMS onde, para cada quilograma de cogumelo colhido, se produz

aproximadamente 5 quilogramas de SMS (CARRASCO et al., 2018; LEONG et al., 2022).

Apesar deste substrato possuir diversas aplicagdes, como alimento para animais
(FAZAELI et al., 2014), micofiltracio (MNKANDLA; OTOMO, 2021), fertilizante e adubos
(OWAID et al., 2017), além de possuir um forte potencial como indutor de resisténcia em
plantas, esta produgdo exacerbada e, muitas das vezes o descarte insustentdvel unido ao

desconhecimento das potencialidades deste substrato, pode representar problemas ambientais.
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Figura 3. Sistema produtivo de cogumelos. Adaptado de Zarate-Salazar et al. (2020).

Existem evidéncias do uso de extratos de cogumelos como meio de controle e prevencao
de doengas fitossanitarias, se destacando como uma alternativa natural e sustentavel, haja vista
que possuem propriedades protetivas, com potencial no controle de fungos fitopatogénicos
(SINGH; VYAS, 2023). Ao utilizarem extratos do cogumelo Pycnoporus sanguineus, Toillier
et al. (2010) observaram uma reducao de mais de 50% na severidade de Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli em Phaseolus vulgaris.

Resultados obtidos por Figueiredo e Silva (2014), indicam eficiéncia para o controle da
fusariose em Solanum lycopersicum, causada pelo fungo Fusarium sp., 0os quais observaram
uma inibi¢do em mais de 92% da esporulag@o deste fungo, a partir da utiliza¢do de extratos do
cogumelo P. sanguineus. Extratos de P. sanguineus apresentaram potencial para reduzir a
densidade de nematoides em tomateiro, sugerindo uma possivel indug¢do de resisténcia

(BARBOSA et al., 2022).

Estudos realizados por Franco et al. (2022), comprovaram eficicia no controle de
doencas em plantas de Lactuca sativa e Cucumis sativus, observaram uma inibicao de Fusarium
sp. e Corynespora sp. ao aplicarem extratos aquosos de residuo do processamento do cogumelo
Lentinula edodes, evidenciando mais uma vez o potencial uso de métodos alternativos no

controle de doengas em plantas.

Pesquisas recentes relatam o uso de substrato gasto de cogumelos como matéria prima
funcional, os quais apresentam com propriedades bioldgicas que evidenciam sua potencialidade
atuando nos mecanismos de defesa das plantas (SINGH et al., 2021). Como também,

contribuindo em atividades de promog¢ao de crescimento uma alternativa ecologica para a
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produgdo de culturas de qualidade, promove uma solucdo sustentavel para a gestdo de residuos

e contribuindo para a economia circular (LI et al., 2022a).

1.3.6 Inducio de resisténcia de plantas a patégenos

A indugdo de resisténcia (IR), refere-se a ativagao dos mecanismos latentes de defesa
existentes nas plantas no controle de fitopatogenos (SHASMITA et al., 2023), a qual pode
ocorrer por meio do tratamento com moléculas eliciadoras/indutoras de origem bidtica ou
abiotica, a qual pode ser empregada no manejo integrado de doengas e contribuir com uma

agricultura sustentdvel (SHASMITA et al., 2019).

Os mecanismos de defesa da planta visam formar uma barreira, a qual impede que o
patogeno penetre nos tecidos ou células, evitando o estabelecimento de um sitio de infec¢ao ou
impedindo que o sitio de infec¢dao avance para outras partes sadias (RIOS et al., 2021). Neste
sentido, os indutores provocam respostas do sistema de defesa da planta, levando a uma maior
resisténcia contra patdogenos através da sinalizacdo de reguladores com a producdo de
compostos que possuem efeitos adversos sobre os patogenos, como a formagdo de barreiras

estruturais, producdo de substancias toxicas (MEENA et al., 2022; VIEIRA et al., 2024).

Na indugdo de resisténcia varios mecanismos podem ser ativados, como a ativagdo de
genes relacionados a patogenicidade, responsaveis pela produ¢do de proteinas que mitigam os
danos causados pelos radicais livres (VIEIRA et al., 2024). Apresentando uma maior produ¢ao
de fitoalexinas e enzimas como a peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, -
1,3-glucanase e quitinase, as quais sdo capazes de resultar na defesa da planta com o controle

de diversos fitopatégenos (PASCHOLATI; DALIO, 2018; SCHONS et al., 2022).

A enzima peroxidase (POX), ¢ caracterizada como enzima oxidoredutase, a qual
participa do refor¢o da parede celular, limitando assim a penetragao de fungos (NAJAFI et al.,
2024), como também, envolvendo-se na sintese de inibidores relacionados a defesa e acelerando
a producao de lignina e outros fenois, as quais atuam também na degradagao do peroxido de

hidrogénio e lidam com o estresse oxidativo (IMRAN; GHOSH, 2024).

A enzima polifenoloxidase (PPO), ¢ caracterizada como metaloproteina de cobre, a qual
contribui para a defesa das células vegetais, catalisando a oxidagdo de fendis e sua conversao
em quinonas antimicrobianas altamente reativas (ZHANG; SUN, 2021). A PPO ¢ uma enzima

oxidante distinta e apresenta componentes notaveis de defesa contra a peroxidacao lipidica da
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membrana e o estresse oxidativo durante a infeccdo por patégenos (ABD-ELRAHIM et al.,

2022).

Ja a enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL), ao ser induzida, desempenha um
importante papel nas reagdes do metabolismo de compostos fenolicos, disseminando a L-
fenilalanina, convertendo-a em amoénio e acido trans-ciamico (FAN et al., 2024). A FAL esta
relacionada com a rota de sintese dos fenilpropanoides, que atua na neutralizagdo do processo
de infec¢do pela formacao de fitoalexinas e hidrolise de beta glucanos na parede celular fungica,
na biossintese de monolignol, na polimerizagdo em lignina e a fortificacdo da parede celular
pela deposicao de lignina, os quais desempenham um papel crucial na prevengao da colonizagao

dos patdgenos no tecido hospedeiro (AUGUSTINE et al., 2024).

A indugdo de resisténcia por meio da ativagdo das enzimas relacionadas patogénese,
desencadeia o acumulo de certos componentes de sinalizagdo, por meio da interagdo dos
hormonios com as vias de sinalizagdo imunologica das plantas, o que influencia a intensidade
da resposta dos genes de defesa das plantas contra estresses bidticos e abidticos (KHALIL;

YOUSSEF, 2024).
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RESUMO

A cultura do pimentao (Capsicum annum L.) representa grande importancia socioecondmica,
sendo uma das mais produzidas no mundo. A antracnose, causada por fungos do género
Colletotrichum, ¢ uma das principais doengas da cultura, ocasionando perdas em pré e pds-
colheita. Para minimizar o uso de produtos quimicos no manejo de doengas em pimentao, tem
se destacado o uso de extratos aquosos, como de cogumelos, os quais possuem agao sobre o
patdgeno e sobre os mecanismos de defesa das plantas. Deste modo, o objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito de extratos aquosos da fungicultura sobre Colletotrichum sp. in vitro, bem como
sua eficiéncia na qualidade pds-colheita e na atividade de enzimas ligadas a indugdo da
resisténcia. O experimento foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia, pertencente ao Centro
de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba. O isolado de Colletotrichum sp. foi
obtido a partir de isolamento de frutos de pimentdo com lesdes provenientes de agricultores
familiares do municipio de Areia-PB. Os tratamentos utilizados foram extratos aquosos dos
cogumelos Pleurotus ostreatus (CPO), Lentinula edodes (CLE), Ganoderma lucidum (CGL),
substrato gasto de Pleurotus ostreatus (SPO), Lentinula edodes (SLE) e Ganoderma lucidum
(SGL), substrato sem o cultivo de cogumelos, todos na concentragio de 10% (100 mL L' de
4dgua), fungicida (azoxistrobina) (0,14 g. L'! de 4gua) e testemunha (4gua destilada esterilizada).
No teste in vitro os tratamentos foram diluidos ao meio de cultura BDA, em placas de Petri e
sobre o mesmo, um disco de colonia pura de Colletotrichum sp. As placas foram mantidas a 25
+ 2 °C e as avaliagdes realizadas diariamente pela mensuragdo do didmetro das coldnias, com
auxilio de uma régua graduada em centimetros. A quantidade de esporos foi mensurada em
hemacitometro. Os tratamentos foram aplicados nos frutos, por imersao, durante 5 minutos e
realizadas as avaliacdes de severidade da doenga com andlise de imagem, com auxilio de
software ImageJ. Nas analises fisico-quimicas foram avaliadas perda de massa, firmeza, pH,
Solidos Soluveis, Acidez Titulavel, Relagdo SS/AT e Vitamina C. Foram avaliadas a atividade
enzimatica da peroxidase, fenilalanina amonia liase e polifenoloxidase nos frutos de pimentao
tratados. De acordo com os resultados observados, os extratos do substrato de Pleurotus
ostreatus apresentou menor diametro de colonia e maior percentual de inibicdo de esporos.
Quanto a severidade de Colletotrichum sp. em frutos, os tratamentos com os extratos do
cogumelo Lentinula edodes e substrato gasto de Ganoderma lucidum, apresentaram menor
suscetibilidade, com uma reducdo da infec¢@o pelo fungo. Os tratamentos com o substrato gasto
de Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes, reduzem o crescimento micelial e esporulagdo in
vitro de Colletotrichum sp. Os extratos do substrato gasto de Ganoderma lucidum e cogumelo
Lentinula edodes, concedem uma maior protecdo contra antracnose em frutos de pimentdo e
reduzem sua severidade. Todos os extratos da fungicultura induzem a producdo das enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase e conservam a qualidade pds-colheita
em frutos de pimentao.

Palavras-chave: Capsicum annum L.; pos-colheita; Colletotrichum spp.; substrato pds-cultivo
de cogumelos; atividade enzimatica.
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MONTEIRO, R. E. P. Aqueous extracts from fungiculture in the management of anthracnose
in pepper. 75f. Federal University of Paraiba (Master's dissertation in Agronomy). Areia, PB.
2024.

ABSTRACT

The pepper crop (Capsicum annum) represents great socioeconomic importance, being one of
the most produced in the world. Anthracnose, caused by fungi of the genus Colletotrichum, is
one of the main diseases of the crop, causing pre- and post-harvest losses. To minimize the use
of chemical products in the management of pepper diseases, the use of aqueous extracts, such
as mushrooms, has been highlighted, which have an action on the pathogen and on the plants'
defense mechanisms. Therefore, the objective of the work was to evaluate the effect of aqueous
extracts from fungiculture on Colletotrichum sp. in vitro, as well as its efficiency in post-harvest
quality and the activity of enzymes linked to the induction of resistance. The experiment was
carried out at the Phytopathology Laboratory, belonging to the Agricultural Sciences Center, at
the Federal University of Paraiba. The isolate of Colletotrichum sp. was obtained from the
isolation of pepper fruits with lesions from family farmers in the municipality of Areia-PB. The
treatments used were aqueous extracts of the mushrooms Pleurotus ostreatus (CPO), Lentinula
edodes (CLE), Ganoderma lucidum (CGL), spent substrate of Pleurotus ostreatus (SPO),
Lentinula edodes (SLE) and Ganoderma Ilucidum (SGL), substrate without the mushroom
cultivation, all at a concentration of 10% (100 mL L' of water), fungicide (azoxystrobin) (0.14
g. L' of water) and control (sterilized distilled water). In the in vitro test, treatments were
diluted in PDA culture medium, in Petri dishes and on top of it, a disc of pure Colletotrichum
sp. The plates were kept at 25 = 2 °C and evaluations were carried out daily by measuring the
diameter of the colonies, using a ruler graduated in centimeters. The quantity of spores was
measured using a hemacytometer. The treatments were applied to the fruits, by immersion, for
5 minutes and disease severity assessments were carried out with image analysis, with the aid
of ImagelJ software. In the physical-chemical analyzes, loss of mass, firmness, pH, Soluble
Solids, Titratable Acidity, SS/AT Ratio and Vitamin C were evaluated. The enzymatic activity
of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and polyphenoloxidase in the treated pepper fruits
were evaluated. According to the results observed, extracts from the Pleurotus ostreatus
substrate showed a smaller colony diameter and a higher percentage of spore inhibition.
Regarding the severity of Colletotrichum sp. in fruits, treatments with extracts from the
Lentinula edodes mushroom and spent Ganoderma lucidum substrate showed lower
susceptibility, with a reduction in infection by the fungus. Treatments with the spent substrate
of Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes reduce mycelial growth and in vitro sporulation of
Colletotrichum sp. Extracts from the spent substrate of Ganoderma lucidum and Lentinula
edodes mushroom provide greater protection against anthracnose in pepper fruits and reduce its
severity. All fungiculture extracts induce the production of the enzymes peroxidase,
polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia-lyase and preserve post-harvest quality in
pepper fruits.

Keywords: Capsicum annum L.; postharvest; Colletotrichum; mushroom post-cultivation
substrate; enzymatic activity.
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2.1 INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) é uma hortalica de grande importincia
socioecondmica, sendo uma das mais produzidas no mundo (FAO, 2022). No Brasil, esta
cultura também possui grande representatividade, sendo uma das hortalicas mais cultivada,

consumida, utilizada na industria alimenticia e na produ¢do de pigmentos, chegando a producao

superior a 220 mil toneladas no ano de 2017 (ANDRADE, 2015; IBGE, 2017).

A produtividade do pimentdo depende diretamente dos tratos culturais, adubagdo,
condig¢des climaticas, genética e principalmente pela qualidade fitossanitaria da semente, planta
ou fruto (BRANDAO-FILHO et al., 2018). Dentre as doencas mais limitantes & producao, se
destaca a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum spp., que ocasiona lesdes nas folhas e
principalmente nos frutos, na forma de lesdes escuras, deprimidas e necroticas com anéis de

acérvulos concéntricos, levando a podridao pré e pos-colheita (SHARMA et al., 2022).

Com a crescente busca por alternativas sustentaveis que minimizem os danos ao meio
ambiente, tem-se destacado o uso extratos como indutores de resisténcia nas plantas, o qual
induz ou sensibiliza a planta a ativar seus mecanismos de defesa em resposta a presenga de um
patogeno (BABA et al., 2019). A inducdo de resisténcia ¢ caracterizada pela ativacdo de
mecanismos bioquimicos, podendo envolver a sintese e atividade de diversas enzimas,
relacionadas a defesa, como a peroxidase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase

(VIEIRA et al., 2024).

Cogumelos como shimeji (Pleurotus ostratus), shitake (Lentinula edodes) e reish
(Ganoderma lucidum), sao mundialmente conhecidos por suas propriedades nutricionais e
medicinais, os quais apresentam a¢do antioxidante, imunomoduladora e antimicrobiana,
atuando diretamente no sistema imunoldgico humano (ZHANG et al., 2020). Pesquisas também
tem demostrado o potencial do uso de cogumelos na indugdo de resisténcia em plantas e no

controle de fitopatogenos (BARBOSA et al., 2022; FRANCO et al., 2022).

J& se tem relatos do uso de extratos de cogumelos no controle e prevengdo de doencas
em plantas, haja vista que possuem propriedades protetivas, com potencial no controle de
fungos fitopatogénicos (SINGH; VYAS, 2023). Como evidenciado por Toillier et al. (2010),
que ao utilizarem extratos do cogumelo Pycnoporus sanguineus, observaram uma reducdo de

mais de 50% na severidade de doencas em Phaseolus vulgaris.
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Deste modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo de extratos aquosos
de cogumelos e substratos pds-cultivo na inibicdo e controle da antracnose, bem como sua

eficiéncia na qualidade pos-colheita e na inducao de resisténcia em frutos de pimentao.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Localizacdo do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia (LAFIT) do
Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Paraiba, campus II, Areia, PB.

2.2.2 Obtencao do isolado de Colletotrichum sp.
O patogeno foi isolado a partir de frutos de pimentao obtidos em area de cultivo familiar

no municipio de Areia-PB com sintomas tipicos do Colletotrichum.

Os frutos foram submetidos a cdmara imida para expressao do fungo, posteriormente
identificado as estruturas morfologicas em microscopio Optico com auxilio de literatura
especifica. Realizou-se o isolamento direto (AMORIN et al., 2018), em que foram transferidos
parte do micélio fingico com auxilio de alga estéril para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar), permanecendo por oito dias em cdmara incubadora
B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), regulada a temperatura de 25 °C, sob fotoperiodo de 12
horas. A confirmacdo da etiologia do patdgeno foi realizada sob microscopio Optico, através da

observagao das estruturas reprodutivas (esporos) (SEIFERT; GAMS, 2011).

2.2.3 Preparo dos extratos

Foram utilizados os cogumelos P. ostreatus, L. edodes ¢ G. lucidum e seus respectivos
substratos pds-cultivo (SGCs), provenientes de cultivo axénico em bagaco de cana de agucar e
serragem. O material foi seco em estufa de circulacdo de ar a 65°C até peso constante. Apos

secagem, foram triturados em moinho de facas (1 mm) e armazenados em sacos herméticos.

Para a obtencdo do extrato aquoso dos cogumelos e dos SGCs, foi adicionado 4gua
destilada estéril (ADE) no p6 seco de cada tratamento (14 mL/g), e apds 24 h de incubacgao a 4
°C, a suspensao foi filtrada em gaze estéril e posteriormente centrifugada a 20.000 g por 25
minutos. O sobrenadante foi novamente filtrado em filtro Whatman 1 sob condi¢des de assepsia

e os extratos foram armazenados a 4°C para posterior utilizagdo (FIORI et al., 2022).

Os tratamentos foram compostos pelos extratos aquosos Ti- Cogumelo P. ostreatus

(CPO), Tz- Cogumelo L. edodes (CLE), T3- Cogumelo G. lucidum (CGL), Ts- Substrato P.
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ostreatus (SPO), Ts- Substrato L. edodes (SLE), Tes- Substrato G. lucidum (SGL), T7- Substrato
in natura (sem o cultivo de cogumelos) (SIN), todos na concentragio de 10% (100 mL.L™")
diluidos em ADE, Ts- Fungicida Amistar® (azoxistrobina) (0,14 g L™! de 4gua) (FGC) e To-
Testemunha (ADE) (TST).

2.2.4 Controle de Colletotrichum sp. isolado de pimentao in vitro

O teste in vitro foi realizado a partir da distribuicdo de 10 mL de meio BDA acrescido
com os tratamentos, nas concentracdes descritas anteriormente, em placas de Petri (7 cm). No
centro de cada placa, foi realizada a introdugdo de um disco de colonia de Colletotrichum sp.

(5 mm).

As placas foram incubadas em B.O.D a 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 horas, durante
nove dias, sendo realizada, a cada 24 horas, até¢ a colonizagdo total pelo fungo em uma das
placas, a mensuracdo dos didmetros das colonias, com auxilio de uma régua graduada em
centimetros, em dois sentidos perpendicularmente opostos, entre as bordas, sendo efetuada a
média entre essas medidas. Esses dados foram utilizados na determinagdo do indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) expresso em mm.dia!, conforme férmula:
IVCM=} (D-Da)/N, onde: IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial; D= didmetro
médio atual da colonia; Da= diametro médio da colonia do dia anterior; N= niimero de dias

apoés a inoculagao.

Também foi calculado o percentual de inibi¢do do crescimento micelial (PIC), conforme
formula proposta por Hillen et al. (2012): PIC (%) = (Dc-Dt)/(Dc)*100, onde: Dc= didmetro da

coldnia no tratamento controle; Dt= didametro da col6nia em determinado tratamento.

A quantificacdo do numero de esporos produzidos foi realizada ao final do experimento,
a partir da suspensdo de esporos obtida pela adicdo de 10 mL de ADE nas placas de Petri e
remog¢ao da coldnia com escova de cerdas macias e a filtragem da suspensao em dupla camada

de gaze estéril, sendo determinado o numero de esporos totais em hemacitometro.

Foi calculado o percentual de inibicdo de esporulacao (PIE), conforme a férmula
proposta por Fernandes et al. (2015): PIE (%) = (Ec-Et)/(Ec)*100, onde: Ec= esporos no

tratamento controle; Et= esporos em determinado tratamento.
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2.2.5 Controle in vivo de Colletotrichum sp. em frutos de pimentio

Os pimentdes da variedade “All Bigg”, foram obtidas de produtor familiar, proveniente
do municipio de Lagoa Seca-PB (7°13°65” S, -35°82°66” W). Os frutos foram selecionados por
tamanho e auséncia de danos, em seguida conduzidos ao Laboratério de Fitopatologia, em que
foram lavados com dgua corrente e sabao, e imersos por trés minutos em solu¢do de hipoclorito

a 1% e dupla lavagem em ADE.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada por imersdo dos frutos durante cinco minutos
e posterior secagem em bandejas de plastico contendo papel absorvente por 30 minutos a
temperatura ambiente (25 = 2 °C). Os frutos foram distribuidos em quatro repeti¢des de dois
frutos, totalizando oito frutos por tratamentos, dispostos em bandejas de poliestireno

expansivel.

Apds 24 horas, foram realizados trés orificios de aproximadamente 2 mm de
profundidade na parte mediana dos frutos, com auxilio de um perfurador flambado. Com
borrifador manual, os frutos foram inoculados com suspensao de esporos ajustada para
concentragio de 2 x 10° esporos mL! de Colletotrichum sp., até atingir o ponto de escorrimento.
Ap6s a inoculagdo, os frutos foram submetidos a cdmara imida, sendo composta por sacos de
polietileno previamente umedecidos com ADE, por 48 horas ap6s inoculacdo, sendo mantidos

a temperatura de 25 + 2 °C.

A avaliacdo da severidade da doenca foi avaliada no 14° dia apds a inoculagdo. Os frutos,
devidamente identificados, foram dispostos sobre um tecido de cor preta com uma escala
métrica (3 x 15 cm) utilizado para calibragao no software, fotografados e realizadas as medigdes
em cada fruto, contabilizando a area lesionada em cm? e a area total do fruto também em cm?

com auxilio do software Image] (ZARATE-SALAZAR et al., 2018).

2.2.6 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas a partir do terceiro dia até o sexto dia,
totalizando quatro avaliacdes. Os atributos fisicos de qualidade avaliados foram, perda de massa
(PM) obtida a partir do célculo: PM (g) = (Pi-Pj), sendo a perda de massa (PM), peso inicial do
fruto (Pi) e peso do fruto no periodo subsequente a Pi (Pj), a determinacdo do peso foi realizada
por uma balanca semi-analitica (g), a firmeza determinada por meio da resisténcia a penetracao
pela utilizacao do penetrometro digital (Magness Taylor Pressure Tester), pressionado na regiao

mediana dos frutos e os resultados expressos em Newtons (N).
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Os atributos quimicos de qualidade avaliados foram: o potencial hidrogenidnico (pH) o
qual foi determinado por meio de um pHmetro digital de acordo com a metodologia descrita
por (AOAC, 1990); a vitamina C na qual foi determinada pelo teor de acido ascorbico (mg/100g
de polpa) através da titulometria, utilizando-se a solugdo de DFI (2,6 diclo-fenol-indofenol
0,02%), para obtencdao da coloragdo final rosea clara permanente; o teor de solidos soluveis
(SS) o qual foi determinado diretamente da polpa triturada, com refratometro digital
(Milwaukee MAS871 Digital Brix/Sugar) e expresso em °Brix (IAL, 2008); a acidez titulavel
(AT) o qual foi determinado o teor de acido citrico pela titulagdo em um extrato (1g de polpa/50
mL de agua destilada), com hidroxido de so6dio (NaOH, 0,1 N), utilizando-se 2 gotas de
fenolftaleina como indicador (IAL, 2008) e a relagdo SS/AT a qual foi obtida por meio do

quociente entre as duas varaveis analisadas.

2.2.7 Analise enzimatica

As avaliagdes da atividade enzimdtica foram realizadas no segundo e quarto dia apds
aplicacdo dos tratamentos nos frutos de pimentdo verde, avaliando-se peroxidase (POX),
polifenoloxidase (PPO), fenilalanina amodnia-liase (FAL). A extracdo do material foi realizada
pela maceragdo de 1 g da casca com nitrogénio liquido e adicionado 10 mL de acetato de sddio,
apos a obtencdo de uma massa homogénea e depositada em microtubos, centrifugadas a 12.000

rpm durante 15 minutos a - 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinar as enzimas.

Foi realizada também a quantificacdo das proteinas totais pelo método proposto por
Bradford (1976), utilizando Soro Albumina Bovina (BSA) como padrao. Este método consiste
na detec¢do e quantificacdo de proteinas pela juncdo em uma cubeta de 1 mL da solucdo de
Bradford e adicionar 0,1 mL da amostra. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 15 minutos. Ao término da reagdo realizou-se a leitura da amostra com a

absorbancia de 595 nm em espectrofotometro (GENESYSTM 10S UV VIS).

A atividade da peroxidase (POX), foi determinada a partir da adicao de 0,25 mL de
extrato enzimatico ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de guaiacol (1,7%), 0,75 mL de tampao
fosfato 0,1 M (pH 6,0). e 0,25 mL de H>O> (1,8%), totalizando um volume de 1,5 mL. Para o
branco a composi¢do foi a mesma do meio de reagdo, exceto o extrato enzimatico que foi
substituido por ADE. A determinacdo da atividade enzimatica foi expressa em
espectrofotometro, pela variagao da absorbancia, no comprimento de onda de 470 nm, a 25 °C.
Ap6s a mistura foi realizada a leitura imediatamente e a atividade expressa em Unidades de

Absorbancia (UA). min"!.mg™! de proteina.
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Para determinagdo da atividade da polifenoloxidase (PPO), foi adicionado 0,25 mL de
extrato enzimatico ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de S-metil-catecol 0,6 mM ¢ 0,75 mL
de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8). Para o branco a composi¢ao foi a mesma do meio de reagao,
exceto o extrato enzimatico que substituido por ADE. As amostras foram incubadas por 15
minutos em banho maria por 40 °C, ap6s este tempo, foi realizada a paralisa¢@o da atividade
das amostras com adi¢do de 0,8 mL de acido perclorico. A determinagdo da atividade
enzimatica foi expressa em espectrofotometro, pela variacdo da absorbancia, no comprimento
de onda de 395 nm, a 25 °C. A atividade expressa em Unidades de Absorbancia (UA). min!

.mg! de proteina.

Para a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL), foi determinada
adicionando 0,25 mL do extrato enzimatico em tubos de ensaio com a adi¢ao de 1,5 mL da
solugdo de tampao TRIS, 0,5 mL de solugdo de fenilalanina (substrato) e 0,5 mL de ADE. O
branco, utilizado para calibrar o espectrofotdmetro, foi composto por todas as solugdes do meio
de reagdo exceto o extrato enzimatico que foi substituido por ADE. Os tubos contendo as
amostras foram incubadas em banho-maria a 40 °C, durante 60 minutos. Em seguida as
amostras foram paralisadas com a adi¢do de 0,1 mL de acido cloridrico a 5,0 M. A leitura foi
realizada em cubeta de quartzo no espectrofotometro pela variagdo da absorbancia, no
comprimento de onda de 290 nm, a 25 °C e os resultados foram expressos em Unidades de

Absorbancia (UA). min! .mg™! de proteina.

2.2.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Para o teste in
vitro, foram utilizadas cinco repeticoes, sendo cada unidade experimental composta por duas
placas de Petri. A area lesionada em frutos foi representada por quatro repeti¢des de dois frutos

por tratamento.

Para o controle in vivo, nas avaliagdes pos-colheita, adotou-se o esquema fatorial 9 x 4
(nove tratamentos vs. quatro periodos de avaliacdo). A andlise enzimatica foi realizada em

esquema fatorial 9 x 2 (nove tratamentos vs. dois periodos de avaliagdo).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, em seguida,
as meédias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05) com auxilio do software

estatistico R® versdo 4.1.2 (R Core Team, 2023).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao utilizar os extratos aquosos provenientes dos cogumelos Pleurotus ostreatus,
Lentinula edodes e Ganoderma lucidum e os substratos pos-cultivo, para avaliar seu efeito in

vitro sobre Colletotrichum sp., observou-se efeito significativo (P<0,05) em todas as variaveis

analisadas (Tabela 1).

Para o diametro médio da coldnia (DC) e percentual de inibi¢ao de crescimento micelial
(PIC), as quais determinam o crescimento diario médio da colonia e a porcentagem de inibigao
de crescimento da colonia nos tratamentos em relacdo a testemunha, verificou-se diferenca
significativa (P<0,05), com destaque para o substrato de Pleurotus ostreatus (SPO), com um

menor DC e consequentemente maior PIC, diferindo de todos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Diametro da colonia (DC), porcentagem de inibi¢ao da coldnia (PIC), indice de
velocidade do crescimento micelial (IVCM), producao de esporos (PE) e porcentagem de
inibi¢do da esporulagdo (PIE) de Colletotrichum sp. exposto a produtos alternativos.

DC PIC PE PIE
Tratamentos IVCM

-—--cm--- —-%o--- 10° esporos mL™!  ---%---
CGL 6,27 b 9,71 c 1,88 b 206,56 b 0,00d
CLE 6,61Db 484 d 2,03 a 165,12 b 0,00d
CPO 6,89 a 1,07 e 2,10 a 713,28 a 0,00d
SGL 6,90 a 0,79 ¢ 2,11 a 216,24 b 0,00d
SIN 6,85a 1,86 ¢ 220a 146,40 b 2121 ¢
SLE 6,34 b 8,71 ¢ 2,02a 21,52 ¢ 84,65 a
SPO 5,35d 2292 a 1,64 ¢ 20,64 c 85,30 a
TBZ 5,87 c 15,51 b 1,77b 73,76 ¢ 51,49 b
TST 6,94 a 0,00 ¢ 2,10 a 166,88 b 0,00d
CV (%) 5,89 37,09 5,21 37,77 46,56

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). CGL:
Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus, SGL:
Substrato Ganoderma Ilucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato
Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida (azoxistrobina e difenoconazol) (0,14 g L"! 4gua) e TST: Testemunha (BDA).

Quanto ao indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de Colletotrichum sp.,
o substrato de Pleurotus ostreatus (SPO), foi o que apresentou menor indice, diferindo dos
demais tratamentos. O cogumelo Ganoderma lucidum (CGL), foi semelhante ao fungicida e
ambos apresentaram influéncia sobre o fungo, com menor IVCM, quando comparado a

testemunha.

O SPO, apresentou uma reducao no diametro da coldnia de Colletotrichum sp. com uma

inibi¢do em quase 23% comparado a testemunha, sendo mais eficiente que o fungicida. Este
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fato pode estar relacionado as propriedades presentes no extrato, uma vez que o micélio
presente no SGC ¢ uma fonte abundante de substancias antimicrobianas, como a pleuromutilina,
leianafulveno, pleurotelol, 4cido pleurotélico entre muitas outras que podem ter inibido o

crescimento in vitro de Colletotrichum sp. (ZHAO et al., 2024).

Quanto a porcentagem de inibigdo de esporos (PIE), nos tratamentos substrato Pleurotus
ostreatus (SPO) (85,30%) e substrato Lentinula edodes (SLE) (84,65%), foram superiores aos

demais tratamentos, inclusive ao fungicida, com uma maior inibi¢do de esporulagdo.

No presente trabalho, foi observada uma inibi¢ao de esporulagdo de Colletotrichum sp.
com aplicagdo do SPO e SLE, o que pode ser explicado pelos constituintes presentes nos
extratos, uma vez que o substrato gasto de cogumelo possui uma grande carga enzimatica
(ZHAO et al., 2024). Além de ser rico em moléculas biologicamente ativas, como
polissacarideos, proteinas, ergosterol e triterpenos, além de flavonoides, compostos fendlicos,
taninos, saponinas e alcaloides, os quais podem ser convertidos em derivados com radicais

livres, que sdo extremamente reativos € tornam-se muito toxicos para patdgenos

(RODRIGUES; COQUEIRO; DI PIERO, 2021).

O fungicida utilizado, com ingrediente ativo azoxistrobina e difenoconazol, aplicado
conforme recomendacdes do fabricante (SYNGENTA, 2022), ndo apresentou a¢do fungicida
sobre Colletotrichum sp., no presente trabalho; apenas reduziu seu crescimento e producao de
esporos, contrario ao observado em outras pesquisas (ISHII et al., 2022; TOFOLI,

DOMINGUES; FERRARYI, 2015).

Ja foi comprovado que o uso de fungicidas ao longo do tempo a sua eficacia ¢ perdida
em razao da selecdo de isolados resistentes (QUEIROZ, 2021). Estudos evidenciam que
espécies de Colletotrichum desenvolveram niveis médios a altos de resisténcia contra muitos
ingredientes ativos de diferentes fungicidas (FENG et al., 2019). Tais informag¢des podem

justificar a nao eficiéncia do fungicida sobre o isolado testado.

Com relacao a avaliagdo da area lesionada (AL) por Colletotrichum sp. em frutos de
pimentdo (Figura 4), observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos
utilizados. Os frutos tratados com os extratos SGL, CLE, apresentaram menor suscetibilidade

que os demais, reduzindo a infec¢ao por Colletotrichum sp.
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SPO TBZ

Figura 4. Area lesionada em frutos de pimentdo (Capsicum annuum L.) inoculados com Colletotrichum sp. e
tratados com extratos da fungicultura. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05). CGL: Cogumelo Ganoderma Ilucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo
Pleurotus ostreatus, SGL: Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula
edodes, SPO: Substrato Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida (azoxistrobina e difenoconazol) (0,14 g L 4gua) e
TST: Testemunha (ADE).

As perdas pos-colheita de pimentdo estdo relacionadas principalmente ao ataque de
Colletotrichum spp., o qual € um dos principais causadores de lesdes necrdticas em pimentdes
(SHARMA et al., 2022). Este patogeno pode se desenvolver em plantas ou frutos no campo,
durante o transporte ou armazenamento, comprometendo a vida util dos frutos, podendo causar

danos na comercializacdo com perdas de até¢ 100% (ALI et al., 2016).

Os tratamentos com o cogumelo L. edodes e com o substrato gasto de G. lucidum,
proporcionaram protecao em frutos de pimentao contra Colletotrichum sp., quando comparado
com os demais tratamentos, promovendo um porcentual de protecdo em mais de 75%. Uma
reducdo da severidade de Colletotrichum gloeosporioides em frutos de maracuja-azedo
(Passiflora edulis Sims) foi observado com a aplicagao de extratos de L. edodes, demonstrando
seu efeito protetor/residual atrelado a um efeito inibitério de C. gloesporioides, conforme

observado por Coqueiro et al. (2011).

Foi observada por Toffano (2010) uma reducao da severidade da mancha preta em frutos
de laranja (Citrus sinensis L.) com a utilizacdo de extratos de cogumelos, incluindo L. edodes,
apresentando potencial como agentes de controle, inibindo o aparecimento de novas lesdes,

evidenciando a potencialidade do tratamento com extratos da fungicultura. A utilizagao desses
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compostos naturais na agricultura ¢ relevante devido a sua baixa toxicidade e possibilidade de

utilizagdo em sistemas de producdo organica (RODRIGUES; et al., 2021a).

Para a perda de massa (Tabela 2), observou-se diferenca entre os tratamentos, onde o
SLE foi semelhante a testemunha e ambos apresentaram uma menor perda de peso dos frutos
de pimentdo, diferindo dos demais tratamentos (p < 0,05). Quanto aos periodos de

armazenamento nao se verificaram diferengas entre os tratamentos.

Quanto a firmeza, teor de solidos soluveis, acidez titulavel, relagao solidos soluveis e
acidez titulavel em frutos de pimentdo, ndo houve influéncia dos tratamentos. Quanto aos
periodos de armazenamento, as variaveis FM, AT e SS/AT, apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 1. Perda de massa (PM), firmeza (FM), teor de sélidos soluveis (°Brix), acidez titulavel (AT) e

relacdo solidos soluveis e acidez titulavel (SS/AT) em frutos de pimentdo (Capsicum annuum L.)
tratados com extratos da fungicultura e avaliados em quatro periodos de armazenamento.

Tratamentos PM (g) FM (N) SS (°Brix) AT (g 100 g!) SS/AT
CGL 158,1 a 0,90 a 395a 0,15a 27,67 a
CLE 149,8 a 1,22 a 3,88a 0,14 a 28,11a
CPO 146,1 a 1,08 a 4,03 a 0,13 a 32,99 a
SGL 155,7 a 1,22 a 393 a 0,14 a 29,80 a
SIN 148,5 a 1,25a 4,00 a 0,14 a 30,18 a
SLE 133,4b I,15a 4,06 a 0,14 a 2945 a
SPO 1519 a 1,05a 393a 0,13 a 31,18 a
FGC 160,8 a 1,07 a 394a 0,14 a 2943 a
TST 124,3b 0,99 a 395a 0,14 a 29,94 a

Periodos
1 154,6 a 1,45a 4,01 a 0,15a 27,37b
2 148,7 a 0,83 b 4,09 a 0,15a 28,41b
3 1454 a 1,10 b 397a 0,15a 27,60 b
4 141,7 a 1,02 ¢ 3,79 a 0,11b 36,06 a
CV (%) 13,45 36,56 11,51 19,93 18,20

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). CGL:
Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus, SGL:
Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato
Pleurotus ostreatus, FGC: Fungicida Amistar® (0,14 g L™ 4gua) ¢ TST: Testemunha (ADE).

A partir da colheita e principalmente durante o armazenamento, os frutos apresentam
perda de qualidade visual, onde o processo de transpiragdo ¢ a principal causa da perda de
massa, o que pode estar associado a perda de 4gua contribuindo desta forma com a redu¢ao da

firmeza (KARAGIANNIS, 2024; SELAHLE et al., 2015), também observado neste estudo.
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Para o pH, observou-se diferenca (p < 0,05) entre os periodos de avaliagao (1°, 3° e 4°)
e entre os tratamentos, com destaque para os extratos CGL (6,08), CLE (5,92), CPO (5,91) com
menores valores. Com o aumento dos dias de armazenamento, foi observada uma redugao no

potencial hidrogenionico dos frutos com médias variando de 5,91 a 6,90.

Com relagdo a vitamina C, verificou-se efeito significativo (p < 0,05) na interagao entre
os tratamentos e os periodos de armazenamento (Tabela 3). No ultimo periodo de
armazenamento, os maiores teores de acido ascorbico (vitamina C), foram observados nos
tratamentos CLE, CPO, SGL e SPO, apresentando semelhangas com a testemunha e diferindo
do fungicida.

Tabela 2. Médias da interagdo para potencial hidrogenidnico (pH) e vitamina C em frutos de pimentao

(Capsicum annuum L.) tratados com extratos da fungicultura e avaliados em quatro periodos de
armazenamento.

pH
Tratamentos Periodos de armazenamento*
1 2 3 4
CGL 6,45 Aa 6,71 Aa 6,08 Bb 6,14 Bb
CLE 6,32 Ba 6,68 Aa 6,22 Bb 5,92 Bb
CPO 5,94 Ab 6,17 Aa 6,03 Ab 5,91 Ab
SGL 6,82 Aa 6,68 Aa 6,65 Aa 6,76 Aa
SIN 6,59 Aa 6,71 Aa 6,64 Aa 6,60 Aa
SLE 6,64 Aa 6,84 Aa 6,58 Aa 6,57 Aa
SPO 6,74 Aa 6,70 Aa 6,41 Aa 6,56 Aa
TBZ 5,94 Bb 6,74 Aa 6,64 Aa 6,81 Aa
TST 6,47 Aa 6,73 Aa 6,65 Aa 6,90 Aa
CV (%) 3,63
Vitamina C (mg 100 g™}
CGL 4,63 Ba 11,40 Aa 4,01 Bb 5,44 Bb
CLE 3,19 Ca 10,12 Aa 6,15 Bb 9,29 Aa
CPO 4,39 Ba 9,30 Aa 4,50 Bb 7,52 Aa
SGL 7,23 Aa 7,02 Ab 6,53 Ab 9,82 Aa
SIN 6,39 Aa 6,88 Ab 6,41 Ab 4,56 Ab
SLE 5,63 Aa 6,55 Ab 5,90 Ab 4,86 Ab
SPO 6,52 Aa 7,11 Ab 4,08 Bb 8,03 Aa
FGC 5,43 Ba 5,50 Bb 10,88 Aa 5,55 Bb
TST 6,66 Ca 9,58 Ba 12,69 Aa 9,38 Ba
CV (%) 24,19

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitiscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05). CGL: Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo
Pleurotus ostreatus, SGL: Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula
edodes, SPO: Substrato Pleurotus ostreatus, FGC: Fungicida Amistar® (0,14 g L' 4gua) e TST: Testemunha
(ADE). *1: trés dias; 2: quatro dias; 3: cinco dias e 4: seis dias.
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Neste estudo, conforme observado, na maioria dos tratamentos utilizados, houve um
pico de producdo de vitamina C no segundo periodo de armazenamento (ap6s 4 dias). Este
aumento nos teores de vitamina C, também foi evidenciado por Selahle et al. (2015), que ao
estudarem as respostas pods-colheita de pimentdes cultivados sob redes fotosseletivas,
observaram que o contetido de acido ascorbico aumentou com a maturagcdo dos pimentdes até
um determinado periodo, passando a diminuir com o inicio do amadurecimento. Os teores de
vitamina C também podem ser alterados em funcdo da temperatura e tipo de armazenamento

(CHITRAVATHI; CHAUHAN; RAJU, 2016).

Os dados observados neste estudo indicam que o uso dos extratos CLE, CPO, SGL e
SPO apresentam influéncias nos teores de vitamina C, o que por sua vez ¢ desejado, haja vista
que a vitamina C apresenta diversas propriedades, como a antioxidante, bastante utilizada no
tratamento e prevengdo de uma gama de doencas, como doengas cardiacas e as relacionadas ao

sistema imunolégico (SOARES; SILVA, 2020).

Para a atividade da enzima POX nos frutos de pimentao (Tabela 4), verificou-se efeito
significativo (p < 0,05) entre os tratamentos versus periodos, em que os tratamentos CPO, SLE
e SPO, todas ao terceiro dia, apresentaram uma maior atividade enzimatica no terceiro dia,

sendo superior que os demais tratamentos.

Com relagdo a enzima PPO, na primeira avaliacdo (terceiro dia), observou-se que o
tratamento CGL diferiu dos demais tratamentos, seguido pelo tratamento CPO (terceiro dia) e
CLE (sexto dia), sendo superiores ao fungicida e a testemunha (P < 0,05). Para a atividade da
enzima FAL, observou-se que os tratamentos CPO e SGL apresentaram uma maior atividade
enzimatica que os demais extratos, e apresentaram semelhangas com o fungicida e a testemunha

(Tabela 4).
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Tabela 3. Atividade enzimatica da peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina
amonio-liase (FAL) em frutos de pimentdo (Capsicum annuum L.) tratados com extratos da
fungicultura.

POX PPO FAL
Tratamentos 3 (dias) 6 (dias) 3 (dias) 6 (dias) 3 (dias) 6 (dias)
UA min! mg! proteina----
CGL 216,96 bA 214,42bA 10,58aA  1,15bB 3,10cA  2,58DbA
CLE 243,13 bA 199,67 bA 3,29 cA 1,64 bA 9,86 aA 1,83 bB
CPO 338,42 aA 105,65¢cB  6,15DbA 1,08 bB 7,43 bA 4,44 aB
SGL 101,98 cB 433,85aA 1,34dA  2,00bA  243cA 3,47 aA
SIN 29,27dB  19593bA 0,72 dA 1,31 bA 1,39cA  2,55bA
SLE 325,14aA 71,95¢cB  6,45DbA 1,40 bB 295cA  2,45bA
SPO 387,26 aA 149,37bB 4,09 cA 0,96 bB 2,41 cA 1,46 bA
FGC 179,33 bA 175,71 bA 1,02dB 6,49 aA 2,10 cB 4,46 aA
TST 256,10 bB 453,24 aA 0,47 dB 3,29 bA 2,34 cB 4,96 aA
CV (%) 37,16 53,66 34,32

Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna e maitiscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05). CGL: Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo
Pleurotus ostreatus, SGL: Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula
edodes, SPO: Substrato Pleurotus ostreatus, FGC: Fungicida Amistar® (0,14 g L! 4gua) e TST: Testemunha
(ADE).

A peroxidase ¢ uma das enzimas mais descritas em diversos processos relacionados a
defesa de plantas, incluindo reagdes de hipersensibilidade, lignificagdo, suberizag¢ao e producao
de fitoalexinas, estando ligada diretamente na diminuicdo da severidade de doengas
(CURVELO et al., 2013). O que foi observado neste estudo, com destaque para o tratamento
SLE, o qual apresentou um dos maiores valores da enzima POX e que conferiu uma maior

prote¢do dos frutos quando inoculados com Colletotrichum sp. (Figura 4).

Este aumento da atividade da peroxidase pode estar relacionado aos compostos
presentes nos extratos, o que também foi observada por Menegassi et al. (2017), onde ao
utilizarem extrato aquoso de L. edodes, houve uma maior atividade enzimatica da peroxidase,
o que pode estar relacionado a presenga de lentinana, substancia presente em L. edodes, a qual

tem a capacidade de ativar os mecanismos de defesa vegetal.

Através do uso do extrato do cogumelo P. ostreatus e substrato de G. lucidum, observou-
se um aumento na atividade da FAL, induzindo respostas de defesa nos frutos de pimentao
contra Colletotrichum sp. Esta mesma resposta de defesa também foi observada por Yu et al.
(2022), que ao submeterem pimentdes ao exopolissacarideo de Schizophyllum commune,

observaram uma maior atividade da enzima FAL.
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Segundo Augustine et al. (2024), a FAL apresenta um papel dominante na constru¢ao
de defesa do hospedeiro contra patdgenos, estando envolvida na ativacdo de reagdes de
resisténcia. A FAL, ¢ tida como uma enzima chave da via do 4cido chiquimico, o qual catalisa
a desaminagdo da fenilalanina para produgdo do 4acido cindmico que posteriormente ¢
modificado em cumarinas e ligninas por reducdo a seus alcoois e finalmente sofre
polimeriza¢cdo ou modificacdo em flavondides, intensificando o suporte estrutural da planta
com o aumento da rigidez da célula para proteger contra a penetragao de patdogenos (KIM et al.,

2020; RIOS; ALMEIDA; SOUZA, 2021).

Enzimas como peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonio-liase desempenham
um papel crucial no desencadeamento de diversas respostas imunologicas em plantas e em
frutos, as quais sdo necessarias para neutralizar os ataques e crescimento de fitopatdgenos

(RISEH et al., 2023).

Extratos provenientes da fungicultura além de promoverem a destinacdo adequada de
residuos agricolas para producdo de cogumelos, com alto valor nutracéutico e comercial
(MARTOS; HECK, 2021), seus residuos, como o substrato gasto de cogumelos, podem ser
incorporados na economia circular, atuante na prote¢ao de frutos de pimentao e diversas outras
culturas, prolongando seu tempo de armazenamento, além de manter os atributos nutricionais
e exercer sua acdo com minimo de residuos e perfil ecologicamente correto (LIU et al., 2024;

ZIOGAS, 2024).

2.4 CONCLUSAO
Os extratos provenientes da fungicultura testados neste trabalho, sdo agentes de

biocontrole reduzindo o crescimento micelial de Colletotrichum sp. in vitro;

Os extratos provenientes da fungicultura mantém a qualidade pds-colheita em

pimentdes in vivo;

A aplicacdo dos extratos dos cogumelos Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes

reduzem o crescimento micelial e esporulagao in vitro de Colletotrichum sp.;

Os extratos do cogumelo Lentinula edodes e seu substrato gasto pds-cultivo promovem

uma maior protecdo em frutos de pimentao, reduzindo a severidade antracnose;

Todos os extratos induziram a producao das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e

fenilalanina amonia-liase em frutos de pimentao.
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3 CAPITULO III
MANEJO DA FUSARIOSE EM PIMENTAO COM EXTRATOS AQUOSOS DA
FUNGICULTURA
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MONTEIRO, R. E. P. Manejo da fusariose em pimentao com extratos aquosos da fungicultura.
75f. Universidade Federal da Paraiba (Dissertagdo de Mestrado em Agronomia). Areia, PB.
2024.

RESUMO

O pimentdo (Capsicum annum L.) € valorizado e cultivado em todo o mundo, o qual gera
empregos diretos e indiretos ao longo de sua cadeia produtiva. A fusariose ¢ uma das principais
doencas fingicas no pimentao, a qual pode causar danos irreparaveis levando a morte da planta.
Meétodos alternativos frente ao uso de quimicos como o uso de extratos de residuos da
fungicultura no manejo de doengas, ¢ uma alternativa promissora. Sendo assim, o objetivo do
trabalho foi determinar a eficiéncia de extratos da fungicultura no controle in vitro e na reducao
da infeccao por Fusarium sp., como também avaliar a sua eficicia na ativacao de enzimas
relacionadas a resisténcia. O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em
casa de vegetacao, pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, Areia, PB. O isolado de Fusarium sp. foi obtido a partir de plantas de pimentao
provenientes de agricultores familiares do municipio de Areia-PB com sintomas tipicos da
doenca. Os tratamentos utilizados foram extratos aquosos dos cogumelos Pleurotus ostreatus
(CPO), Lentinula edodes (CLE), Ganoderma lucidum (CGL), substrato gasto de Pleurotus
ostreatus (SPO), Lentinula edodes (SLE) e Ganoderma lucidum (SGL), substrato sem o cultivo
de cogumelos, todos na concentragio de 10% (100 mL L' de 4gua), fungicida (tiabendazol) (2
mL L' de 4gua) e testemunha (4gua destilada esterilizada). No teste in vitro os tratamentos
foram diluidos ao meio de cultura BDA, em placas de Petri e sobre 0 mesmo, um disco de
colonia pura de Fusarium sp. As placas foram mantidas a 25 £ 2 °C e as avaliacdes foram
realizadas diariamente pela mensuragao do didmetro das colonias. A quantidade de esporos foi
realizada a partir da suspensdo de esporos em hemacitdometro. No teste in vivo, as sementes de
pimentdo foram tratadas e inoculadas por meio de contato direto com o micélio do patogeno
Fusarium sp. por 24 h, posteriormente foram semeadas trés sementes em vasos de quatro litros
contendo substrato comercial e irrigadas diariamente. foram realizadas duas aplicagdes via
foliar dos tratamentos até ponto de escorrimento, aos 60 dias e aos 90 dias. Foram analisadas
altura de plantas, didmetro de caule, volume da raiz, massa seca de raiz e parte aérea e a
avaliag¢do da taxa de infec¢do. Ao final do experimento (120 dias), foram coletadas uma folha
de cada repeti¢do e determinadas a atividade enzimadtica da peroxidase, fenilalanina amodnia
liase e polifenoloxidase. Quando utilizado os extratos dos cogumelos Ganoderma lucidum,
Pleurotus ostreatus e substrato pds-cultivo de Lentinula edodes, observou-se uma redugdo no
didmetro da colonia de Fusarium sp., logo, um maior percentual de inibi¢do do crescimento
micelial. Observou-se que com a aplicacao dos extratos dos cogumelos Ganoderma lucidum,
Lentinula edodes e substrato pos-cultivo de Lentinula edodes nas plantas de pimentdo, as
mesmas apresentaram menor suscetibilidade a infecgcdo por Fusarium sp. Os extratos dos
cogumelos Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus e substrato pds-cultivo de Lentinula
edodes sdo reduzem o crescimento micelial e esporulagdo de Fusarium sp. Os extratos dos
cogumelos Ganoderma lucidum, Lentinula edodes e substrato pos-cultivo de Lentinula edodes,
reduzem a infec¢do por Fusarium sp. e possibilitaram ganhos na matéria seca de raiz e parte
aérea, beneficiando a cultura do pimentdo. Todos os extratos induzem a produgdo das enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em plantas de pimentao.

Palavras-chave: Capsicum annum L.; Fusarium spp.; cogumelos; controle alternativo;

inducdo de resisténcia.
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MONTEIRO, R. E. P. Management of fusariosis in pepper with aqueous extracts from
fungiculture. 75f. Federal University of Paraiba (Master's dissertation in Agronomy). Areia,
PB. 2024.

ABSTRACT

Peppers (Capsicum annum L.) are valued and cultivated throughout the world, which generates
direct and indirect jobs throughout its production chain. Fusarium wilt is one of the main fungal
diseases in pepper, which can cause irreparable damage leading to the death of the plant.
Alternative methods compared to the use of chemicals, such as the use of extracts from
fungiculture residues in disease management, are a promising alternative. Therefore, the
objective of the work was to determine the efficiency of fungiculture extracts in controlling in
vitro and reducing infection by Fusarium sp., as well as evaluating their effectiveness in
activating enzymes related to resistance. The experiment was carried out in the Phytopathology
Laboratory and in a greenhouse, belonging to the Agricultural Sciences Center of the Federal
University of Paraiba, Areia, PB. The isolate of Fusarium sp. was obtained from pepper plants
from family farmers in the municipality of Areia-PB with typical symptoms of the disease. The
treatments used were aqueous extracts of the mushrooms Pleurotus ostreatus (CPO), Lentinula
edodes (CLE), Ganoderma lucidum (CGL), spent substrate of Pleurotus ostreatus (SPO),
Lentinula edodes (SLE) and Ganoderma Ilucidum (SGL), substrate without the mushroom
cultivation, all at a concentration of 10% (100 mL L' of water), fungicide (thiabendazole) (2
mL L of water) and control (sterilized distilled water). In the in vitro test, treatments were
diluted in BDA culture medium, in Petri dishes and on top of it, a disc of pure Fusarium sp.
The plates were kept at 25 = 2 °C and evaluations were carried out daily by measuring the
diameter of the colonies. The quantity of spores was determined from the suspension of spores
in a hemacytometer. In the in vivo test, pepper seeds were treated and inoculated through direct
contact with the mycelium of the pathogen Fusarium sp. for 24 h, then three seeds were sown
in four-liter pots containing commercial substrate and irrigated daily. Two foliar applications
of treatments were carried out until the point of runoff, at 60 days and 90 days. Plant height,
stem diameter, root volume, root and shoot dry mass and evaluation of the infection rate were
analyzed. At the end of the experiment (120 days), one leaf from each replicate was collected
and the enzymatic activity of peroxidase, phenylalanine ammonia lyase and polyphenol oxidase
was determined. When using extracts from the mushrooms Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus and post-cultivation substrate of Lentinula edodes, a reduction in the diameter of the
Fusarium sp. colony was observed, therefore, a greater percentage of inhibition of mycelial
growth. It was observed that with the application of extracts from the mushrooms Ganoderma
lucidum, Lentinula edodes and post-cultivation substrate of Lentinula edodes on pepper plants,
they showed less susceptibility to infection by Fusarium sp. Extracts from the mushrooms
Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus and post-cultivation substrate from Lentinula edodes
reduce mycelial growth and sporulation of Fusarium sp. Extracts from the mushrooms
Ganoderma lucidum, Lentinula edodes and Lentinula edodes post-cultivation substrate reduce
infection by Fusarium sp. and enabled gains in root and shoot dry matter, benefiting the pepper
crop. All extracts induce the production of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and
phenylalanine ammonia-lyase in pepper plants.

Keywords: Capsicum annum L.; Fusarium spp.; mushrooms; alternative control; induccion of
resistence.
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3.1 INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annum L.), ¢ uma planta nativa das Américas que possui
diversas utilizagdes, principalmente culinarios, apresenta funcionalidade nutracéutica,
possuindo diversos nutrientes como, proteinas, vitaminas, fibras, minerais, além de
propriedades medicinais devido a presenca de fitoconstituintes (BATIHA et al., 2020;
GUILHERME et al., 2020).

A cultura do pimentdo ¢ valorizada e cultivada em todo o mundo, tanto em grande escala
em agricultura convencional, como também sendo constituido fonte de renda para a agricultura
familiar (ABDELKHALIK et al., 2020). A producdo de pimentdes gera empregos diretos e
indiretos ao longo da cadeia de abastecimento, incluindo agricultores, distribuidores,

atacadistas, varejistas e exportadores (TRECHA et al., 2017).

A maioria das doengas que acometem o pimentdo, sdo causadas por fungos, virus,
bactérias e nematoides e podem ser transmitidas através de sementes infectadas e/ou
contaminadas (BORGES et al., 2022; KUMAR et al., 2017). Os patogenos podem causar perdas
acentuadas que vao desde o campo, incluindo ndo germinagdo das sementes, tombamento das
plantas, danos nas folhas e ramos, bem como até na pos-colheita com a podridao dos frutos,
inviabilizando a producdo (MAGALLON-ALCAZAR; VILLAR-LUNA; ZEPEDA-JAZO,
2024; WAQAS; AKBAR; ANDOLFI, 2024).

A fusariose, causada pelo fungo Fusarium spp., ¢ uma doencga fungica de grande
relevancia na cultura do pimentdo (DIHAZI et al., 2021). Este fungo pode infectar a semente,
como também o sistema radicular das plantas, interrompendo o transporte de agua pelo xilema,
produzir micotoxinas que sdo capazes de matar a célula hospedeira ou desativar as fungdes

celulares, além de infectar a planta podendo ocasionar a sua morte (ROCHA et al., 2016).

Frente ao uso de produtos quimicos, como s agrotoxicos, pesquisas vém sendo
desenvolvidas para um manejo ecoldgico deste tipo de doenca em pimentdes, com destaque
para a utilizacao de antagonistas (MOURA et al., 2022), 6leos essenciais (SOUZA et al., 2022),
extratos vegetais (YAMPING et al., 2023), e recentemente tem se destacado o uso de extratos

da fungicultura, a qual se refere ao cultivo de cogumelos (WISETSAI et al., 2023).

Pesquisas ja tem demostrado o potencial uso de cogumelos, como também os substratos
pos-cultivo de cogumelos (SGC) como indutor de resisténcia em plantas, com destaque para os

cogumelos shimeji (Pleurotus ostreatus) e shitake (Lentinula edodes), e o medicinal cogumelo
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rei (Ganoderma lucidum) (ZHANG et al., 2019). Uma vez que os cogumelos e SGC possuem
uma variedade de compostos bioativos, como polissacarideos e polifendis que estdo ligados a
atividades farmacologicas, como a regulacdo imunoldgica, antitumoral, antioxidante,
antibacteriano, as quais também apresentam efeitos no controle de fitopatégenos (ZHAO et al.,

2024).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi determinar a eficiéncia dos extratos
aquosos provenientes da fungicultura no controle da fusariose in vitro, como também in vivo,
por meio de sua influéncia nos caracteres morfoagrondmicos e bioquimicos em plantas de

pimentao da cultivar All Big.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Localiza¢ao do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) e
Laboratorio de Ecologia Vegetal pertencente ao departamento de Fitotecnia e Ciéncias

Ambientais do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB.

3.2.2 Obtencao do isolado de Fusarium sp.
O fungo foi isolado a partir de plantas de pimentao obtidos em area de cultivo familiar

no municipio de Areia-PB com sintomas de murcha, tipicos de Fusarium.

Foram realizados fragmentos de 0,5 mm do material em areas de interse¢do entre o
tecido lesionado e o tecido sadio, desinfestados em alcool 70° por 30 segundos, em seguida por
hipoclorito de so6dio 1% por 60 segundos, seguido de enxague em dgua destilada estéril
(ALFENAS; MAFIA, 2016). Os fragmentos do tecido vegetal infectado, foram transferidos
para placas de Petri (9 cm), contendo meio de cultura BDA, permanecendo por oito dias em
camara incubadora B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), regulada a temperatura de 25 °C,
sob fotoperiodo de 12 horas. A confirmacdo da etiologia do patdgeno foi realizada sob
microscopio Optico, através da observagado das estruturas reprodutivas (esporos), confrontando-

as com as descric¢oes realizadas por Seifert; Gams (2011).

3.2.3 Preparo dos extratos
Foram utilizados os cogumelos shimeji (P. ostreatus), shitake (L. edodes) e reish (G.
lucidum) e seus respectivos substratos gastos provenientes de cultivo axénico em bagacgo de

cana de acucar e serragem. Os cogumelos e seus respectivos substratos gastos (SGC), foram
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secos em estufa de circulacdo de ar a 65°C até peso constante. Apos secagem, foram triturados

em moinho de facas (1 mm) e armazenados em sacos herméticos para posterior uso.

Para a obtencdo do extrato aquoso dos cogumelos e dos SGCs, foi adicionado 4gua
destilada estéril (ADE) no p6 seco de cada tratamento (14 mL/g), e apds 24 h de incubacao a 4
°C, a suspensao foi filtrada em gaze estéril e posteriormente centrifugada a 20.000 g por 25
minutos. O sobrenadante foi novamente filtrado em filtro Whatman 1 sob condi¢des de assepsia

e os extratos foram armazenados a 4°C para posterior utilizagdo (FIORI et al., 2022).

Os tratamentos foram compostos pelos extratos aquosos T1- Cogumelo P. ostreatus
(CPO), T2- Cogumelo L. edodes (CLE), T3- Cogumelo G. lucidum (CGL), T4- Substrato P.
ostreatus (SPO), T5- Substrato L. edodes (SLE), T6- Substrato G. lucidum (SGL), T7-
Substrato in natura (sem o cultivo de cogumelos) (SIN), todos na concentracdo de 10% (100
mL.L") diluidos em ADE, T8- Fungicida (tiabendazol) (2 mL. L' de agua) (FGC) e T9-
Testemunha (ADE) (TST).

3.2.4 Experimento in vitro

O teste in vitro foi realizado a partir da distribui¢ao de 10 mL de meio BDA acrescido
com os tratamentos, nas concentracdes descritas anteriormente, em placas de Petri (9 cm). No
centro de cada placa, foi realizada a introducdo de discos de coldnia pura de Fusarium sp. (5

mm).

As placas foram incubadas em B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a uma
temperatura de 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 horas onde foi realizada, a cada 24 horas, até a
colonizagao total pelo fungo em uma das placas, a mensuragao dos didmetros das colonias com
auxilio de uma régua graduada em centimetros, em dois sentidos perpendicularmente opostos,

entre as bordas, sendo efetuada a média entre essas medidas.

Esses dados foram utilizados na determinagdo do indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) expresso em mm.dia-1, conforme a formula: IVCM=)_ (D-Da)/N, onde: D=
diametro médio atual da colonia; Da= didmetro médio da coldnia do dia anterior; N= niimero

de dias apos a inoculagao.

Também foi calculado o percentual de inibi¢ao do crescimento micelial (PIC), conforme
formula: PIC (%) = (Dc-Dt)/(Dc)*100, onde: Dc= diametro da colonia no tratamento controle;

Dt= diametro da coldnia em determinado tratamento.
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A quantificagdo do niimero de esporos produzidos foi realizada a partir da suspensdo
obtida pela adi¢do de 10 mL de ADE nas placas de Petri e remocao da coldonia com escova de
cerdas macias e a filtragem da suspensao em dupla camada de gaze estéril, sendo determinado

o numero de esporos totais em hemacitometro.

Foi calculado o percentual de inibi¢ao da esporulagdao (PIE) conforme a féormula: PIE
(%) = ((Ec-Et) /Ec) *100, onde: Ec= diametro da coldnia no tratamento controle; Et= diametro

da coldnia em determinado tratamento.

3.2.5 Experimento in vivo

As sementes foram obtidas a partir de pimentdes da variedade “All Big”, os quais foram
obtidos de produtor familiar, proveniente do municipio de Areia-PB, (6°58°04°°S,
35°42°58°°W). As sementes beneficiadas para retirada de impurezas, separadas 50 sementes
por cada tratamento, desinfestadas por meio de imersdo por trés minutos em solugcdo de
hipoclorito de sddio a 1% e dupla lavagem em ADE, sendo colocadas para secagem sobre papel

toalha a 25 £ 2 °C. Posteriormente, foram imersas em cada tratamento por cinco minutos.

ApoOs serem submetidas aos tratamentos, as sementes foram colocadas para secagem
sobre papel toalha a 25 £ 2 °C por 24h para acdo dos tratamentos. Posteriormente, foram
inoculadas por meio de contato direto, onde as sementes foram colocadas dentro de placas de
Petri diretamente sobre o micélio do patdégeno Fusarium sp. a 25 £ 2 °C por 24h. Apos os
tratamentos, foram semeadas trés sementes em vasos de quatro litros contendo substrato
comercial MecPlant®, as irrigagdes foram a cada 24h ou de acordo com as condi¢des do
substrato. Apds as plantas atingirem cinco centimetros de altura (sete dias), foi realizado o

desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.

Aos 60 dias de emergéncia das plantulas, foi realizada a primeira aplicagdo via foliar
dos tratamentos, na qual os extratos foram diluidos nas mesmas concentragdes ja descritas (100
mL L! de ADE), colocadas em borrifador e aspergido nas plantas até o ponto de escorrimento.

Foi realizada uma segunda aplicacdo no inicio da floragdo, aos 90 dias apos a emergéncia.

3.2.6 Avaliacoes de caracteristicas morfoagronomicas de plantas de pimentao tratadas
Foram realizadas avaliagdes de didmetro com auxilio de paquimetro digital, bem como

comprimento de planta e tamanho da raiz, por meio de régua graduada, volume da raiz, por

meio de deslocamento de um volume conhecido de 4gua (400 mL) em uma proveta graduada e

taxa de infec¢do, na qual foram coletados fragmentos do colo da planta e incubados em meio
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de cultura BDA (batata, agar e dextrose) a 25 £ 2 °C por sete dias, finalizando com a
identificacdo da presenca ou auséncia de Fusarium sp., onde os dados foram expressos em

porcentagem de infeccao.

3.2.7 Analise da atividade enzimatica
Ao final do experimento, aos 120 dias, foram coletadas uma folha de cada planta,
envolta em papel aluminio e armazenada a -18°C para posterior determinagdo das atividades

enzimaticas,

Foram determinadas a atividade da peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amodnia-
liase. A extracdo do material foi realizada pela maceracdo de 0,1 g da folha com nitrogénio
liquido e adicionado 10 mL de acetato de sodio, apos a obtencdo de uma massa homogénea e
depositada em microtubos, foram centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a -4 °C e o

sobrenadante foi utilizado para determinacdo das enzimas.

Foi realizada a quantificacdo das proteinas totais pelo método proposto por Bradford
(1976), utilizando Soro Albumina Bovina (BSA) como padrdo. Este método consiste na
deteccao e quantificagdo de proteinas pela jungdo em uma cubeta de 1 mL da solucdo de
Bradford e adiciona 0,1 mL da amostra. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
por 15 minutos. Ao término da reagdo realizou-se a leitura da amostra com a absorbancia de

595 nm em espectrofotdmetro (GENESYSTM 10S UV VIS).

A atividade da peroxidase (POX), foi determinada a partir da adi¢do de 0,25 mL de
extrato enzimatico ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de guaiacol (1,7%), 0,75 mL de tampao
fosfato 0,1 M (pH 6,0). e 0,25 mL de H202 (1,8%)), totalizando um volume de 1,5 mL. Para o
branco a composi¢do foi a mesma do meio de reagdo, exceto o extrato enzimatico que foi
substituido por ADE. A determinacdo da atividade enzimatica foi expressa em
espectrofotometro, pela variagao da absorbancia, no comprimento de onda de 470 nm, a 25 °C.
ApoOs a mistura foi realizada a leitura e a atividade expressa em Unidades de Absorbancia (UA).

min"'.mg"! de proteina.

Para determinacao da atividade da polifenoloxidase (PPO), foi adicionado 0,25 mL de
extrato enzimatico ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de S-metil-catecol 0,6 mM ¢ 0,75 mL
de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8). Para o branco a composi¢do foi a mesma do meio de reacao,
exceto o extrato enzimatico que substituido por ADE. As amostras foram incubadas por 15

minutos em banho maria por 40 °C, apds este tempo, foi realizada a paralisa¢ao da atividade
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das amostras com adi¢do de 0,8 mL de acido perclorico. A determinagdo da atividade
enzimatica foi expressa em espectrofotdmetro, pela variacdo da absorbancia, no comprimento
de onda de 395 nm, a 25 °C. A atividade expressa em Unidades de Absorbancia (UA). min!

.mg! de proteina.

Para a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL), foi determinada
adicionando 0,5 mL do extrato enzimatico em tubos de ensaio com a adi¢do de 1,5 mL da
solugdo de tampao TRIS (0,01M, pH 8,8), 0,5 mL de solucdo de fenilalanina (substrato) e 0,5
mL de ADE. No branco, utilizado para zerar o espectrofotometro, foi composto por todas as
solucdes do meio de reagdo exceto o extrato enzimatico que foi substituido por ADE. Os tubos
contendo as amostras foram incubadas em banho-maria a 40 °C, durante 60 minutos. Em
seguida as amostras foram paralisadas com a adi¢do de 0,1 mL de 4cido cloridrico a 5,0 M. A
leitura foi realizada em cubeta de quartzo no espectrofotdmetro pela variacdo da absorbancia,
no comprimento de onda de 290 nm, a 25 °C e os resultados foram expressos em Unidades de

Absorbancia (UA). min™! .mg™! de proteina.

3.2.8 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado para o teste in vitro,
utilizando-se cinco repetigdes, sendo cada unidade experimental composta por duas placas de
Petri. Para o teste in vivo o delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro

repeticoes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, em seguida,
as meédias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05) com auxilio do software

estatistico R® versdo 4.1.2 (R Core Team, 2023).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao utilizar os extratos aquosos provenientes da fungicultura, ou seja, os extratos dos
cogumelos Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes e Ganoderma lucidum e seus substratos pos-
cultivo, para avaliar seu efeito in vitro sobre Fusarium sp., observou-se efeito significativo

(P<0,05) em todas as variaveis analisadas (Tabela 5).

Para didmetro médio da colonia (DC) e percentual de inibigcdo de crescimento micelial
(PIC), verificou-se diferenca significativa (P<0,05), com destaque para cogumelo Ganoderma

lucidum (CGL), cogumelo Pleurotus ostreatus (CPO) e substrato Lentinula edodes (SLE) que
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apresentaram menor DC e consequentemente maior PIC, diferindo dos demais extratos e da

testemunha (Tabela 5).

Em relagdo ao indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) de Fusarium sp.,
observou-se comportamento semelhante ao descrito para o DC e PIC (Tabela 5). Os tratamentos
com CGL, CPO e SLE, foram eficientes na redu¢ao do IVCM de Fusarium sp., sendo diferente

da testemunha.

Tabela 5. Diametro da colonia (DC), porcentagem de inibi¢do da coldnia (PIC), indice de
velocidade do crescimento micelial (IVCM), producao de esporos (PE) e porcentagem de
inibi¢do da esporulagdo (PIE) de Fusarium sp. exposto a produtos alternativos.

DC PIC PE PIE
Tratamentos IVCM

-—--cm--- —-%o--- 10° esporos mL™!  ---%---
CGL 8,55Db 4,19b 3,09b 234,56 b 20,83 b
CLE 9,00 a 0,00 c 3,33 a 572,96 a 0,00 c
CPO 8,71 b 247D 3,16 b 339,60 b 0,00 c
SGL 8,83 a 1,30 ¢ 329a 239,20 b 15,55b
SIN 8,87 a 1,20 ¢ 332a 270,48 b 15,14 b
SLE 8,54 b 4,40 b 3,16 b 47424 a 0,00 ¢
SPO 9,00 a 0,00 c 3,36 a 491,44 a 0,00 ¢
TBZ 0,00 c 100 a 0,00 c 0,00 c 100 a
TST 8,93 a 0,00 c 330 a 292,08 b 0,00 c
CV (%) 2,13 12,18 2,97 41,54 78,10

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). CGL:
Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus, SGL:
Substrato Ganoderma Ilucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato
Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida (tiabendazol) (2 mL L' de 4gua) e TST: Testemunha (BDA).

Apenas o fungicida tiabendazol apresentou acao fungicida sobre Fusarium sp. Apesar
deste fungicida ndo ter indicacao diretamente para este patogeno, foi utilizado por ser o mais
proximo possivel de sua utilizagdo e ¢ o recomendado para esta cultura. O fungicida utilizado
possui agdo sistémica, sendo composto por thiazol e benzimidazole, o qual inibe a sintese de -
tubulina, interrompendo a formagao dos fusos durante a divisao celular fungica, inibindo desta
forma seu crescimento micelial e esporulagdo (SYNGENTA, 2022b). Conforme observado

neste estudo, ndo houve crescimento micelial e esporulagao do patdgeno.

Apesar dos extratos utilizados ndo apresentarem agdo fungitdxica sobre Fusarium sp.,
observou-se inibi¢ao do crescimento das colonias nos extratos CGL, CPO e SLE de quase 5%.

Quanto a porcentagem de inibicao de esporos (PIE), os extratos da fungicultura CGL e SGL,
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apresentaram efeito inibitério sobre a produ¢do de esporos de Fusarium sp., chegando a uma

inibigdo superior a 20% (CGL).

Com a reducdo da esporulagdo de Fusarium sp., com o uso de extratos, diminui-se as
chances deste fungo em colonizar novas plantas e se perpetuar, haja vista que um pequeno foco
deste patdégeno pode contaminar outras plantas e culturas, ficar latente no solo, além de
ocasionar perdas econdmicas significativas e riscos a saude humana (WAQAS; AKBAR;

ANDOLFI, 2024).

Esta baixa inibicdo de esporos observada nos tratamentos quando comparada com o
fungicida, pode estar relacionada com a variedade de cogumelo utilizada, uma vez que varios
isolados de cogumelos podem apresentar quantidades, composi¢des ou atividades diferentes de
substancias inibitérias, a depender da espécie utilizada, método de cultivo e a composig¢ao do

substrato (RODRIGUES et al., 2021).

A inibi¢ao da esporulagdo também pode estar relacionada a concentracdo dos extratos,
uma vez que Oliveira et al. (2019), ao realizarem a separacgdo dos constituintes do cogumelo L.
edodes e testarem diferentes concentragdes dos extratos, observaram uma maior eficiéncia nas
concentragdes mais altas (20%), apresentando uma maior inducdo de resisténcia, com aumento
nos niveis enzimaticos e incremento na produtividade na cultura do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris). Sendo necessarios novos estudos com o uso de diferentes concentragdes destes

extratos para entender melhor seu comportamento.

Com relagdo a taxa de infeccdo (TI) de Fusarium sp. em plantas de pimentdo, observou-
se diferenca (P<0,05) entre os tratamentos utilizados (Figura 7). As plantas tratadas com os
extratos CGL, CLE, SLE e SIN, apresentaram menor suscetibilidade que os demais tratamentos,

reduzindo a infec¢do por Fusarium sp.
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Figura 5. Taxa de infecgdo (T1) de Fusarium sp. em plantas de pimentdo (Capsicum annuum L.) oriundas de
sementes inoculadas e tratadas com extratos da fungicultura. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). CGL: Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes,
CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus, SGL: Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE:
Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida (tiabendazol) (2 mL L' de 4gua)
e TST: Testemunha (ADE).

O cogumelo G. lucidum (CGL), ¢ amplamente utilizado na medicina tradicional chinesa
para tratar doencas, o corpo de frutificacdo e o micélio deste fungo sdo ricos em triterpenoides,
especialmente o triterpendide ganodérico (GT) que possui grande participagdo nas vias de
sinalizagdo, como do acido salicilico, molécula com um papel vital nos sistemas reguladores de
defesa das plantas, uma das responsaveis por induzir resisténcia a muitos patogenos (GU et al.,

2018).

Ja o cogumelo L. edodes (CLE), apresenta propriedades elicitoras, as quais induzem a
expressao de genes relacionados a patogénese, as mesmas sao reconhecidas por receptores
presentes dentro ou sobre a planta e ativam as vias de sinaliza¢ao de defesa (ABDUL-MALIK
et al, 2020). Conforme demonstrado na reducdo da severidade de Exserohilum
turcicum e Colletotrichum sublineolum em cultivares de sorgo (Sorghum bicolor) (PICCININ
et al., 2010) e Colletotichum lindemuthianum em feijdo comum (Phaseolus vulgaris)
(OLIVEIRA et al., 2019), corroborando com os dados observados neste estudo com a redugao

da severidade de Fusarium sp. em pimentao (Capsicum annum).

O substrato gasto de cogumelos (SGC), ¢ um material biodegradado pela agdo de
diversas enzimas, rico em metabolitos secunddrios com propriedades biologicas, atividade

antimicrobiana, nematicida e fungicida (SUDHEER et al., 2022). Ao utilizarem extrato de
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substrato gasto de L. edodes (SLE), Fonseca et al. (2023), observaram uma reducdo da
severidade de Bipolaris maydis em milho Fonseca et al. (2023), em aproximadamente 60%,

confirmando os dados observados neste estudo.

Este acontecimento pode ter sido influenciado pelos compostos quimicos presentes nos
extratos, os quais possuem diferentes fitoquimicos e constituintes bioativos como esteroides,
terpenodides, fenois, flavondides entre outros (CRUZ et al., 2019), os quais exercem acao
antibacteriana e antifingica, que atuam na prote¢do contra danos oxidativos e aumento da

imunidade das plantas (FIORI et al., 2022).

Os fitoquimicos conforme mencionados, apresentam toxicidade contra fungos, uma vez
que possuem a capacidade de afetar a integridade da membrana celular e da parede celular do
fungo, alterar o pH do ambiente celular no tecido vegetal de modo que o crescimento, a
esporulacdo e a germinac¢do dos esporos do fungo pode ser prejudicada, alterar as vias
metabolicas ao interferir nas fungdes das enzimas do fungo e causar alteragdes estruturais e

funcionais na composicao celular (TEREFE; YITAYIH; MENGESHA, 2023).

Os resultados obtidos para altura da planta, didmetro do caule, comprimento e volume
de raiz, nao apresentaram diferencas, independente dos tratamentos testados. Ja para massa seca
da parte aérea e massa seca das raizes (Tabela 6), foram observadas diferengas entre os
tratamentos utilizados (P< 0,05), onde CGL, CLE, CPO, SLE e TST, foram superiores ao
fungicida.

Tabela 4. Comprimento (CR) e volume de raizes (VR) e massa seca da parte aérea (MSA) e

raizes (MSR) de plantas de pimentao (Capsicum annuum L.) oriundos de sementes inoculadas
com Fusarium sp. e tratadas com extratos da fungicultura.

CR VR MSA MSR
Tratamentos
------ e e ol ®
CGL 56,66 a 44,06 a 30,21 a 17,65 a
CLE 56,50 a 51,25 a 36,37 a 14,35 a
CPO 54,72 a 45,00 a 2547Db 15,13 a
SGL 66,32 a 41,25 a 31,28 a 10,79 b
SIN 64,29 a 53,44 a 25,70 b 9,03 b
SLE 54,41 a 50,63 a 33,16 a 16,85 a
SPO 58,79 a 42,81 a 2441D 8,58Db
TBZ 60,50 a 41,25 a 22,40b 10,95b
TST 52,25a 35,00 a 33,53 a 13,31 a

CV (%) 15,75 32,63 15,98 32,40
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Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). CGL:
Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus, SGL:
Substrato Ganoderma Ilucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato
Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida (tiabendazol) (2 mL L' de 4gua) e TST: Testemunha (ADE).

Apesar dos dados observados nos tratamentos com CGL, CLE, CPO e SLE para a MSA
e MSR apresentarem semelhangas com a testemunha, as propriedades bioldgicas presentes nos
extratos podem auxiliar no desenvolvimento das plantas, influenciando sua fisiologia tendo
resposta na absor¢do de nutrientes, maior crescimento e desenvolvimento da parte aérea,
consequentemente uma maior producdo de fotoassimilados e ganhos na produtividade e

qualidade dos frutos, conforme ja foi demonstrado por Li et al. (2022) e Porto et al. (2018).

Em relacdo a atividade da enzima Polifenoloxidase (PPO), observou-se que o tratamento
CPO diferiu dos demais tratamentos, sendo superior (P <0,05). Para a atividade da Fenilalanina
amonia-liase (FAL), observou-se que CLE, SIN, SPO e SLE foram os que apresentaram

diferengas quando comparados com a testemunha apresentando maiores atividades (Figura 6).
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Figura 6. Atividade enzimatica da peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amdnio-liase (FAL)
em plantas de pimentao (Capsicum annuum L.) oriundas de sementes inoculadas com Fusarium sp. e tratadas com
produtos alternativos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
CGL: Cogumelo Ganoderma lucidum, CLE: Cogumelo Lentinula edodes, CPO: Cogumelo Pleurotus ostreatus,
SGL: Substrato Ganoderma lucidum, SIN: Substrato in natura, SLE: Substrato Lentinula edodes, SPO: Substrato
Pleurotus ostreatus, TBZ: Fungicida Tecto® (2 mL L' de 4gua) e TST: Testemunha (ADE).

Os constituintes do tratamento CPO, induziu uma maior atividade da enzima PPO, a
qual exerce um papel essencial na lignificacdo das paredes celulares, com a deposicao de
lignina, formacao de suberinas, polissacarideos e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, as

quais estdo relacionadas com a protecdo contra a invasdo de fitopatogenos (ABDUL MALIK;
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KUMAR; NADARAJAH, 2020b), beneficiando desta foram as plantas de pimentao

possibilitando ganhos na producao e produtividade

Analisando a atividade da FAL, a mesma apresentou maiores atividades nos tratamentos
CLE, SIN, SPO e SLE. Considerada uma enzima chave, a FAL desempenha um papel
importante nas reagdes do metabolismo de compostos fenolicos, bem como na defesa das
plantas, pois estd envolvida na biossintese do acido salicilico (SA), o qual ¢ um dos principais
reguladores das vias de sinaliza¢do interconectados dos mecanismos de defesa das plantas para

superar as condicdes de estresse (MEENA et al., 2022).

Ao estudarem compostos bioativos de cogumelos no manejo da gravidade de oidio
(Erysiphe diffusa) em plantas de soja, Cruz et al. (2019) constataram inducao de resisténcia nas
plantas pela ativacao de fitoalexinas, ativagao da enzima fenilalanina amonia-liase, aumento de

compostos fenolicos, peroxidases e atividade de quitinase.

A sintese de fitoalexinas, metabolito antimicrobiano, esta diretamente ligada com a
defesa quimica das plantas (HELDT; PIECHULLA, 2021). Uma vez que a resposta de defesa
¢ iniciada pela percepgao de elicitores como moléculas sinalizadoras por receptores alvo que
induzem uma cascata de sinalizagdo complexa, mostrando respostas de defesa em plantas, como
producdo de proteinas PR, além de atuar diretamente na area lesionada do hospedeiro, com seu
acumulo no local da infecgdo para previr o crescimento de patdgenos, se destacando como um
importante composto defensivo das plantas contra muitos patdgenos necrotréficos e biotréficos

(KAUR etal., 2022)

Os extratos da fungicultura possuem componentes que podem estimular genes de
resisténcia mediante a ativagao de diferentes vias enzimaticas de defesa e aumento da explosao
oxidativa (SINGH; VYAS, 2023). Se destacando como uma alternativa para produtores
organicos, frente ao uso de produtos quimicos, que além de proteger as plantas contra o ataque
de patogenos, possibilita uma economia circular, associando o desenvolvimento econdmico a

um melhor uso dos recursos naturais (DA CRUZ et al., 2022; LI et al., 2022c¢)

3.4 CONCLUSAO
Os extratos dos cogumelos Ganoderma lucidum e Pleurotus ostreatus, como também
os substratos gastos de Lentinula edodes e Ganoderma lucidum, sdo eficientes na reducdo do

crescimento micelial de Fusarium sp. in vitro;
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A aplicagdo dos extratos com dos cogumelos Ganoderma lucidum, Lentinula edodes,
bem como dos extratos do seu respectivo substrato no tratamento de sementes, reduzem a taxa
de infec¢cdo em plantas de pimentao, indicando sua viabilidade como alternativa para o manejo

de Fusarium sp. na cultura;

A aplicacdo dos extratos dos cogumelos P. ostreatus, L. edodes e os substratos gastos
dos cogumelos Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes e Ganoderma lucidum, induzem a
producdo das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em plantas de

pimentdo indicando uma possivel inducdo de resisténcia.
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