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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos de capeba (Piper marginatum) e nim
(Azadirachta indica) sobre o fungo Colletotrichum scovillei e determinar o componente mais ativo no controle
pos-colheita da antracnose em pimentdo. A atividade de extratos metandlicos das folhas (P. marginatum e
A. indica) e das sementes (4. indica) a 0, 125, 250, 500, 1.000 e 2.000 ppm, na inibi¢do do crescimento
micelial de C. scovillei in vitro foram avaliadas. O extrato metanolico de folhas de P. marginatum foi o mais
ativo e, consequentemente, foi submetido ao fracionamento biomonitorado ("bioassay-guided fractionation").
Esse processo rendeu 10 fragdes majoritarias, obtidas por cromatografia liquida de alta performance, das quais
a fragdo a concentragdo de 1,5 ppm inibiu o desenvolvimento de C. scovillei de forma mais eficiente do que o
fungicida mancozeb.

Termos para indexagdo: Capsicum annuum, antracnose, controle alternativo, fracionamento biomonitorado,
nim.

Extracts of Piper marginatum and Azadirachta indica for the control
of Colletotrichum scovillei in bell pepper

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of extracts of capeba (Piper marginatum) and
neem (Azadirachta indica) on the fungus Colletotrichum scovillei, and evaluate the most active compound on
the post-harvest control of anthracnose in bell pepper. Methanolic extracts activity of leaves (P. marginatum
and A. indica) and of seeds (4. indica) at 0, 125, 250, 500, 1,000, and 2,000 ppm, for in vitro inhibition of
mycelial growth of C. scovillei, were evaluated. The methanolic extract of P. marginatum leaves was the
most active and, consequently, it was subjected to a bioassay-guided fractionation. This processing produced
ten major compounds, obtained by preparative HPLC, from which the fraction at 1.5 ppm concentration was

capable of inhibiting mycelial growth and was more effective than the fungicide mancozeb.

Index terms: Capsicum annuum, anthracnose, alternative control, bioassay-guided fractionation, neem.

Introducao

A antracnose ¢ considerada uma das doencas
pos-colheita mais importantes do pimentdo (Capsicum
annuum L)) (Kim et al, 2014). E ocasionada
por fungos do género Colletotrichum, tais como
C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., C. capsici
(Syd.) E. J. Butler & Bisby, C. coccodes (Wallr.) S.
Hughes, C. acutatum ). H. Simmonds (Azevedo et al.,
2006) e C. scovillei Damm (Damm et al., 2012), que
podem promover a doenga desde a pré-colheita e estao
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associados a infecgdes que levam a grandes perdas
pos-colheita de frutas e hortalicas (Azevedo et al.,
2006).

O controle da antracnose pode ser realizado por
meio de diversas medidas integradas, como a utilizagao
de sementes sadias, a realizacdo do plantio em épocas
secas, etc. (Azevedo etal., 2006); entretanto, a aplicagio
de produtos quimicos continua sendo o método mais
utilizado (Johnny et al., 2011). Por este motivo,
os niveis de residuos de agrotoxicos em pimentdo
in natura, estdo atualmente entre os mais elevados
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(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013).
Nesse contexto, o interesse em métodos alternativos
para o controle de doengas de plantas, como o uso de
extratos vegetais e seus metabolitos secundarios, como
agentes antimicrobianos, t€ém aumentado nos ultimos
anos (Abdel-Monaim et al., 2011).

Extratos de diversas espécies vegetais apresentam
potencial contra fungos fitopatogénicos (Plodpai et al.,
2013; Sukorini et al., 2013). Com relagdo a antracnose
em pimentas (Capsicum spp.), ha relatos do controle in
vitro com uso de Centella asiatica (L.) Urb., Alpinia
galanga Willd., Blumea balsamifera DC., Momordica
charantia L., Piper betle L. (Johnny et al., 2011).
Estudos sobre o controle da antracnose do pimentao
com extratos vegetais ainda sdo raros, um exemplo
¢ a utilizagdo de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf e
Cymbopogon martini (Roxb.) Will Watson var. motia
Burk. (Carvalho et al., 2008). Estudos fitoquimicos
com espécies de Piper demonstram uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios, inclusive com
acdo antifungica (Reigada et al., 2007; Johnny et al.,
2011). Apesar disto, ha poucos estudos com Piper
marginatum sobre o controle de fitopatogenos.

Tem-se relato da eficiéncia de diferentes produtos
de Azadirachta indica Juss., popularmente conhecida
como nim (torta, extrato de folhas, 6leo) no controle
de fitopatogenos que causam doengas do sistema
radicular, parte aérea e pos-colheita de plantas, como
Oidium lycopersici Cooke & Massee, FErysiphe
polygoni  (DC.), Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara (1889) (Carneiro,
2003, 2008; Rajamanickam et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
extratos de Piper marginatum e Azadirachta indica
sobre o fungo Colletotrichum scovillei e determinar
0 componente mais ativo no controle pos-colheita da
antracnose em pimentao.

Material e métodos

Folhas de P marginatum foram coletadas
na Universidade Federal Rural de Pernambuco
(8°00'55"S, 34°56'50"W), e um exemplar desta espécie
encontra-se catalogado e registrado sob n® 575.356,
no Herbario do Jardim Botanico, Rio de Janeiro, RJ.
Folhas e sementes de 4. indica foram cedidas pela
Empresa Cruangi Neem do Brasil Ltda., Timbauba,
PE. O material vegetal foi desidratado em estufa

(40°C, por 72 horas) e, posteriormente, foi triturado
e armazenado separadamente, em sacos de papel, nas
condigoes do ambiente.

A extragdo, o fracionamento e a analise cromatogra-
fica dos extratos foram realizados nos Laboratdrios de
Fitoquimica e Processos (Lafip) e na Central Analitica
do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(Cetene). O material vegetal seco e triturado de cada
espécie (600 g) foi extraido em metanol (MeOH), por
método de extrac@o acelerada por solvente ASE 350
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), a40°C, e
a 1700 psi, tendo-se adaptado metodologias de Reigada
(2007) e Hanwen et al. (2012). Apds a extragdo, o
solvente foi removido em pressdo reduzida, a 50°C,
em evaporador rotatorio modelo RV10 Digital (IKA,
Staufen, Alemanha).

O fracionamento do extrato metanolico, por
cromatografia em coluna aberta (CC), foi realizado com
uso de silica gel 60, 70-230 mesh (Macherey-Nagel,
Diiren, Alemanha), como fase estacionaria, ¢
gradiente de solventes como eluentes, na seguinte
ordem: hexano (HEX); HEX/acetato de etila (HEX/
EtOAc) (1:1 v/v); acetato de etila (EtOAc); metanol/
acetato de etila (MeOH/EtOAc) (1:1 v/v); metanol
(MeOH). As fragdes foram coletadas separadamente,
concentradas em evaporador rotatorio. Posteriormente,
foram pesadas e armazenadas em freezer (-18°C), em
frascos tipo ambar hermeticamente fechados.

A separacdo dos componentes majoritarios das
fracOes obtidas acima foi realizada em cromatdgrafo
semipreparativo HPLC modelo EF1525, com detector
UV Waters 1489 (Waters, Sao Paulo, SP, Brasil), com
coluna C18 (21,2 x 150 mm, 5 pm), com fase movel
de acetonitrila (AcN) (pureza HPLC), com um fluxo
de 10 mL min’', em 10 min, a 35°C. No total, foram
realizadas cinco corridas, com 0,5 mL da fragdo
bioativa. O fracionamento por tempo (31 s por fragdo)
resultou em 30 fracdes, das quais 10 apresentavam
massa acima de 0,5 mg (fragdes 7, 9, 12, 13, 17, 18,
20, 21, 23, 29).

Inicialmente, avaliou-se a atividade dos extratos
metanolicos de folhas e sementes de A. indica e
folhas de P. marginatum sobre o desenvolvimento
de C. scovillei in vitro, pelo teste de difusdo em agar
(Duarte et al., 2003). Foram avaliadas diferentes
concentra¢des dos extratos (0, 125, 250, 500, 1.000
e 2.000 ppm), incorporadas separadamente em meio
de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), a 45°C, e
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vertidas em placas de Petri. Os extratos, antes de
incorporados ao BDA, foram sempre filtrados em
seringa com membrana de 0,45 um PVDF Chromafil
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). Cada placa,
com o meio de cultura acrescido dos tratamentos,
recebeu um disco de BDA com 0,5 cm de diametro
que continha as estruturas do patdégeno (micélio).
Posteriormente as placas foram mantidas em camara
BOD a 28%2°C, em fotoperiodo de 12 horas. Apos
10 dias de incubagdo, foram aferidos os valores
médios do diametro de crescimento micelial (CM)
do patdégeno (em milimetros), e as percentagens
de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foram
calculadas por meio da formula PIC = [(didmetro da
testemunha - didmetro do tratamento) / didmetro da
testemunha] x 100, para cada tratamento em relacao
a testemunha (Carvalho et al., 2013). Utilizou-
se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 3x6, sendo extratos
de trés espécies vegetais e seis concentracdes de
cada extrato, com quatro repeti¢des. Cada repeticao
foi constituida por uma placa de Petri. Realizou-se a
analise de regressdo, e as equacdes foram ajustadas
aos dados experimentais de cada espécie vegetal
estudada. Utilizou-se o programa Assistat versao
7.6 beta (Silva & Azevedo, 2009).

Conforme descrito anteriormente, o extrato mais
ativo no controle de C. scovillei foi fracionado por
cromatografia em coluna aberta (CC), o que resultou
em quatro fragdes: hexano (HEX); HEX/acetato de
etila (HEX/EtOAc); acetato de etila (EtOAc); metanol/
acetato de etila (MeOH/EtOAc); ¢ metanol (MeOH).
Os efeitos destas fragdes foram avaliados no CM e PIC
in vitro. As fragdes foram testadas a concentragdes
correspondentes ao rendimento do fracionamento
(24 mg da fracdo HEX/EtOAc; 103 ng fragao EtOAc;
5 mg fragdo EtOAc¢/MeOH; e 2 mg da fragao MeOH).
O delineamento inteiramente casualizado foi utilizado,
com cinco tratamentos (fragdes e testemunha agua
destilada) e quatro repeti¢des; as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
com uso do programa Assistat versao 7.6 beta (Silva &
Azevedo, 2009).

As fracdes HEX/EtOAc, EtOAc, EtOAc/MeOH e
MeOH de P. marginatum foram também avaliadas no
controle de C. scovillei em pos-colheita. Realizaram-
se ferimentos em frutos de pimentdo, previamente
desinfestados com hipoclorito de sédio (1,5%) por
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3 min, de acordo com Menezes & Assis (2004).
As fragdes foram inoculadas a concentragdo de 50 uL
por fruto. Duas horas apos a aplicacdo dos tratamentos,
os frutos foram infectados com 50 pL da suspensdo
de C. scovillei a concentracdo de 1x10° conidios mL"!.
Como testemunha, utilizaram-se frutos tratados com
agua destilada esterilizada (ADE) e infectados com
o fitopatégeno. Foram colocados quatro frutos por
bandeja, equidistantes entre si, e cada fruto foi
considerado uma repeticdo. As bandejas foram
colocadas em sacos de plastico (cdmara umida)
e mantidas a temperatura ambiente (26°C+2°C).
A avaliagdo foi realizada 10 dias apos a inoculagao,
tendo-se determinado o crescimento micelial e a
percentagem de inibicdo do didmetro da lesdao (PIDL),
com formula adaptada de Carvalho et al. (2013).
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos (fragdes e
testemunha) e quatro repetigoes. As meédias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
com uso do programa Assistat versao 7.6 beta (Silva &
Azevedo, 2009).

A fracdo mais ativa foi submetida ao
segundo fracionamento biomonitorado (Koehn &
Carter, 2005) em HPLC, o que resultou em fragdes
majoritarias. Estas fracdes foram utilizadas segundo
a mesma metodologia dos experimentos anteriores,
e as mesmas varidveis foram avaliadas (in vitro
e em pos-colheita). As concentragdes das fragdes
majoritarias foram padronizadas para 1,5 ppm.
O fungicida mancozeb, a concentragdo recomendada
pelo fabricante (2,5 mg mL"'), foi comparado
as fragdes deste experimento. O delineamento
experimental inteiramente casualizado foi utilizado
com 14 tratamentos (agua destilada como testemunha;
fracdo EtOAc; fragdo acetato de etila (AcN/EtOAc); as
fragdes 7,9, 12,13, 17,18, 20,21, 23,29; e mancozeb),
em quatro repeticdes. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com o
programa Assistat versdo 7.6 beta (Silva & Azevedo,
2009).

Resultados e Discussao

Os extratos metanolicos reduziram significativa-
mente (p<0,05) o crescimento micelial de C. scovillei
(Figura 1). Apesar de os extratos de folhas e sementes
de nim (4. indica) terem mostrado efeito sob as duas
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variaveis analisadas no presente estudo, o extrato de
capeba (P. marginatum) mostrou-se mais eficiente.

Alguns autores relataram efeitos de extratos e
componentes ativos de folhas e sementes de nim no
controle de fitopatogenos. El-Kholie et al. (2012)
observaram niveis significativos de inibicdo de CM
dos fungos Fusarium oxysporum Kiithn, Rhizoctonia
solani Kuhn, Alternaria solani e Sclerotinia
sclerotiorum, ao utilizar diferentes concentragdes
de nim. Ao testar o extrato de semente de nim, na
inibicao de doengas pos-colheita de frutas ocasionadas
por Monilinia fructicola, Penicillium expansum,
Alternaria alternata, Wang et al. (2010) observaram
que o nim inibiu o CM dos patoégenos avaliados in
vitro e em pods-colheita.

@ P marginatum (folha) = 0,000002x” - 0,0070x + 8,4779 R’ = 0,93**
$=10,000001x" - 0,0039x + 8,9421 R’=0,94**
$=0,0000004x" - 0,0018x + 8,7636 R’ =0,85%*
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Figura 1. Relagdo do crescimento micelial ¢ porcentagem
de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) de Colletotrichum
scovillei em fungao das concentragdes de extratos metanolicos
de Piper marginatum (folha), Azadirachta indica (folha) e
A. indica (semente), in vitro apds 10 dias de incubacao.

Entretanto, assim como no presente estudo,
outros autores também verificaram que o extrato
de nim, quando comparado a extratos de outras
espécies vegetais, ndo ¢ eficiente no controle de
alguns fungos fitopatogénicos. Silva et al. (2012)
observaram que o extrato de nim ndo reduziu o
CM de Colletotrichum gloeosporioides. Almeida
et al. (2009) utilizaram extratos de varias espécies
vegetais, para o controle de Colletotrichum acutatum,
e verificaram que enquanto os extratos de Ruta
graveolens L., Artemisia absinthium e Allium sativum
apresentaram potencial fungitéxico e influenciaram
o CM, a esporulacdo e a germinagdo de esporos, o
extrato de nim favoreceu o crescimento micelial e
promoveu alta esporulagao e germinagdo de esporos.
Prince & Prabakaran (2011) avaliaram diferentes
espécies vegetais, entre as quais A. indica e Piper
betle (Piperaceae), contra Colletotrichum falcatum, e
verificaram que o extrato de nim foi o menos eficiente
no controle do fitopatoégeno in vitro, enquanto P. betle
apresentou resultados significativos de inibigdo do
fungo. Verificamos, no presente trabalho, que o nim
teve pouca influéncia sobre o desenvolvimento de
C. scovillei, especialmente em comparagdo ao efeito
antifungico do extrato de P. marginatum, que foi
promissor no controle do fitopatégeno.

Extratos de espécies do género Piper ja foram
testados contra diversos fitopatdgenos in vitro: P. chaba
Hunter inibiu o crescimento micelial de F. oxysporum,
Phytophthora capsici Leonian., Colletotrichum capsici,
F solani (Mart.) Sacc. e R. solani (Rahman etal.,2011).
Piper auritum Kunth e P. holtonii C. DC. também
inibiram o crescimento micelial de C. acutatum J. H.
Simmonds (1968), C. gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc. e Botryodiplodia theobromae (Pineda M. et al.,
2012). Os resultados observados no presente trabalho,
em que foi verificada a eficiéncia de Piper marginatum
no controle de um importante fungo fitopatogénico do
pimentdo, corroboram estes estudos.

Provavelmente, alguns metaboélitos secundarios
afetam de forma distinta os diversos fitopatdgenos.
Johnny et al. (2011) avaliaram diferentes espécies
vegetais e verificaram que o extrato bruto de folhas
de P betle, a doses muito baixas (0,01 pg mL"),
apresentou maior atividade antifingica na inibicao do
crescimento micelial de C. capsici, agente causal da
antracnose do pimentdo.
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O aumento das concentra¢des dos extratos promoveu
diminui¢ao de forma quadratica (p<0,01) do crescimento
micelial (Figura 1). A relagdo entre a percentagem
de inibicdo do crescimento micelial e o aumento da
concentracdo destes extratos, se ajustou a modelo
quadratico, para as trés espécies vegetais (p<0,01).

O fracionamento do extrato metandlico de
P. marginatum produziu 24 mg da fragdo HEX/EtOAc;
103 pg da fracdo EtOAc; 5 mg da fragdo EtOAc/
MeOH; e 2 mg da fragdo MeOH (Tabela 1). Todas
as fragdes do extrato metanolico de P marginatum
controlaram o desenvolvimento de C. scovillei in vitro
e em pos-colheita (Tabela 2). Entretanto, ressalta-
se que a concentragdo utilizada da fragdo EtOAc foi
inferior a das demais (0,036 mg mL™"), pois as fra¢des
foram testadas a concentragdes que corresponderam
ao rendimento do fracionamento. Pelo fato de ter
sido utilizada em menor concentracao e ter obtido
resultados compativeis as fragdes mais concentradas,
a fracdo EtOAc foi considerada como a de maior
atividade antifungica.

Todos as fragdes majoritarias, obtidas da fracao
EtOAc em HPLC, diferiram estatisticamente
da testemunha (Tabela 2). A fracdo 12 foi
significativamente mais ativa do que as demais, em
todas as variaveis analisadas, tanto in vitro como em
pos-colheita. De acordo com os resultados obtidos,
P marginatum apresenta compostos com potencial
antifngico. Alguns trabalhos ja apresentaram relatos
sobre compostos identificados e comprovados como

antimicrobianos em espécies do género Piper (Rahman
& Kang, 2011).

O fungicida mancozeb a dose recomendada pelo
fabricante (2,5 mg mL"') nao reduziu totalmente o
crescimento micelial de C. scovillei in vitro e em
pos-colheita. Johnny et al. (2011) compararam o
extrato bruto de P. betle a um fungicida comercial e
verificaram que o fungicida (Kocide 101) apresentou
87,24% e P. betle 85% de inibi¢do do crescimento de
C. capsici, que sao valores muito préximos entre si, o
que indica que o extrato bruto de P. betle é promissor
no controle alternativo deste fitopatégeno. Enquanto
Johnny etal. (2011) observaram resultados satisfatorios
para o extrato bruto de P. betle, no presente trabalho,
obtivemos fracdo majoritaria que ¢ promissora como
fonte para a producdo de um antifingico natural.
A continuidade dos estudos, por meio da elucidagao
estrutural destas fragcdes majoritarias, em especial a
fragao 12, possibilitara o desenvolvimento de futuras
formulagdes para o controle de C. scovillei e testes em
outros fitopatogenos.

Tabela 2. Avaliacdo das fragdes majoritarias do extrato
metanolico de Piper marginatum, com o crescimento
micelial (CM), percentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PIC) e percentagem de inibicdo do didmetro
da lesdo (PIDL) de Colletotrichum scovillei in vitro ¢ em
pos-colheita, em comparagio ao fungicida mancozeb™®.

Tratamento Concentragdo In vitro Pos-colheita
(ngmL") CM (cm) PIC (%) CM (cm) PIDL (%)
Testemunha 0,0 8,50a 0,00 4,50a 0,00
.. - o Fracao EtOAc 1,5 8,50a 0,00 4,50a 0,00
T:.lbela 1. Avalla(;ao de fraqoes.do extratp metanohco de Fracio AcN/EtOAC 15 333 60.88c 1.53ef 59.5bc
Piper margmatu{n,. c.0£n 0 crescnpento mlcfehgl (CM) e a Fragio 7 15 3760 558lcd 1.75de  55.00cd
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de Fragio 9 1.5 445c 47.65¢f 235¢  43.00e
Colletotrichum scovilleiin vitro e em pos-colheita®. Fragdo 12 15 1,50¢ 82432 044g  8125a
Tratamento ~ Rendimento Concentragio  In vitro Pos-colheita Fragdo 13 1,5 4,55¢c 4647t  238c  42,50e
(mg) (mgmL') CcM PIC CM PIC Fragdo 17 1,5 4,55b  46,47f 2,25¢  45,00e
(cm) (%) (cm) (%) Fracdo 18 1,5 436d 48,75ef  2,19¢  46,25¢
Testemunha 0,000 0,0000 8,00a 0,00c 3,00a 0,00b Fragao 20 1,5 4,63c  45,51f  2,24c  4525e
HEX/EtOAc 24,000 0,5526 1,76b 79,26b 1,43b  52,5a Fracdo 21 1,5 4,03¢  52,65de 1,90d 52,00d
EtOAc 0,103 0,0360 1,56b 81,62b 1,24b 58,73a Fracdo 23 1,5 4,39¢  48,38ef 2,16c  46,75¢
EtOAc/MeOH 5,000 0,2526 0,89¢ 89,56a 1,73b 42,48a Fragdo 29 1,5 4,776b  44,05f 231c  43,75e
MeOH 2,000 0,1612 0,96d 88,68a 1,65b 45,00a Fungicida mancozeb 2.5 2,59f  69,56b 1,38f  62,50b
CV (%) 3,7 2,723 21,86 33,12 CV (%) 5,39 7,08 4,11 4,20

(WMédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. HEX, hexano; EtOAc, acetato de etila; MeOH,
metanol. Testemunha, agua destilada.
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(WMédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. EtOAc, acetato de etila; AcN,
acetonitrila. Testemunha, agua destilada.
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Conclusoes

1. Os extratos metandlicos de folhas de
Piper marginatum a 250 ppm, de folhas de
Azadirachta indica a 1.000 e 2.000 ppm e de sementes
de A. indica a 500 ppm inibem o crescimento micelial
de Colletotrichum scovillei in vitro.

2. A fragdo acetato de etila do extrato metandlico de
P. marginatum reduz significativamente o crescimento
in vitro de C. scovillei.

3. Uma fragdo purificada da fragdo acetato de etila
do extrato metanolico de P. marginatum reduz o
crescimento de C. scovillei, tanto in vitro como em
pos-colheita, de modo mais eficiente do que o fungicida
mancozeb.
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