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RESUMO
A capacidade de produzir metabólitos secundários com atividade biológica é uma característica já relatada para as briófitas, contudo a comunidade científica ainda carece elucidar sobre as ações antifúngicas de briófitas, sobretudo com os biótrofos obrigatórios. Nesse sentido, o objetivo deste estudo é avaliar a ação antifúngica de diferentes concentrações de extrato hexânico de N. undulata, sobre o fitopatógeno causador da ferrugem (P. xanthii) em culturas de Jambu (A. oleraceae). Foram produzidas quatro diluições do extrato hexânico de N. undulata, utilizou-se um grupo controle (sem aplicação de tratamentos) e quatro tratamentos (T1=0,5; T2=1,0; T3=1,5; T4=2,0 mg/ml) diferentes com cinco repetições cada. Mediu-se o diâmetro dos halos de infecção e esses valores foram comparados através de uma ANOVA, na intenção de verificar se a aplicação dos tratamentos gera uma diferença no diâmetro dos sintomas. Em caso de diferença um teste Tukey foi utilizado como post-hoc. Houve diferença significativa entre os diâmetros das unidades amostrais, o teste de Tukey indicou que essa diferença foi do Grupo Controle e os Tratamento 2 e 3 (1,0 mg/ml e 1,5 mg/ml, respectivamente). A análise sobre o crescimento do diâmetro no decorrer dos dias de observação, demonstrou um efeito antifúngico para os Tratamento 2 e 3. A ação antifúngica dos extratos de briófitas pode ser classificada como fungistática, haja vista que a inclinação da tendência de crescimento no decorrer dos dias de observação foi menor nesses tratamentos.
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[bookmark: _Hlk178195818]1. INTRODUÇÃO 
A comunidade científica já reconhece as briófitas como um grupo vegetal com potencial para estudos de atividades biológicas, mesmo assim ainda carece de maior descrição química e farmacológica (COMMISSO et al., 2021). 
Miranda et al. (2022) em um estudo cienciométrico sobre atividade antifúngica de briófitas, entre os anos de 2000 e 2019, encontraram 53 publicações, sendo dessas apenas uma na América Latina e nenhum estudo, até então, do Brasil.
O potencial antifúngico das briófitas indica que estes vegetais podem ser fontes de moléculas com bioatividades no controle de fitopatógenos em culturas agrícolas, sendo de alternativa mais sustentável diante do uso de agrotóxicos (SAXENA; HARINDER, 2004).
A Amazônia é conhecida por sua agricultura de grandes monoculturas, mas também se destaca, principalmente, por espécies de ciclo curto, sobretudo espécies como o Jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen), com valor regional agregado, tanto econômico quanto cultural, sendo bastante cultivada e consumida e tem sua maior demanda nos períodos festivos, tais como o Círio de Nazaré e as festas de fim de ano (BORGES et al., 2013; HOMMA et al., 2011; MARTINS et al., 2018).
O Jambu é acometido por uma doença causada por um patógeno denominado de ferrugem (Puccinia xanthii Schwein), cujos sintomas se manifestam através de lesões na região abaxial das folhas e expande-se até formar pústulas, causando perdas na produtividade e consequentemente perdas econômicas (POLTRONIERI; POLTRONIERI; MÜLLER, 1998).
Entender a capacidade bioativa das briófitas é fundamental e, para isso, é preciso conhecer o perfil químico das briófitas, como no caso do estudo de Miranda et al. (2021) que descreveu no perfil volátil de Neckeropsis undulata (Hedw.) Reichardt, a presença do composto 1-Octen-3-ol com ação antifúngica, a qual é relatada como sendo, responsável pela inibição micelial Penicillium expansum (OKULL; BEELMAN; GOURAMA, 2003) ou o 2-etilhexanol contra Botrytis cinerea (WANG et al., 2022). 
O objetivo desse estudo foi investigar a ação antifúngica de Neckeropsis undulata (Hedw.) Reichardt, sobre o fitopatógeno causador da ferrugem (Puccinia xanthii Schwein) em culturas de Jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen).
2. METODOLOGIA 
2.1. Obtenção do material vegetal, extração e diluição
As amostras de N. undulata foram coletadas em ecossistema de várzea sobre o tronco de árvores vivas da espécie Theobroma cacao L., utilizando-se as técnicas sugeridas por Yano (1984). 
As amostras foram secas em pleno sol, por três dias, como briófitas de diferentes famílias, gêneros e espécies podem ocorrer juntas (BEHAR et al., 1992) foi realizada uma triagem e identificação com base em Florschütz (1964) e Costa; Peralta (2015). Para o preparo foi selecionado como solvente o hexano, um total de oito gramas (8g) de N. undulata foi utilizada e para a extração dos compostos bioativos foi realizada empregando o método assistido por micro-ondas durante 45 minutos (CHEN; SPIRO, 1994).
Para obtenção das concentrações, utilizou-se o dimetilsulfóxido (DMSO) como solvente para as diluições na proporção de 20mg/10ml e se preparou os tratamentos utilizadas no experimento nas T1= 0.5 mg/ml, T2= 1.0 mg/ml, T3= 1.5 mg/ml e T4= 2.0 mg/ml (MARKHAM; CHALK; STEWART-JUNIOR, 2006).
2.2 Processo de inoculação
As mudas de Jambu foram adquiridas com um produtor da agricultura familiar do município de Santa Bárbara, ainda sem nenhum sintoma e sete dias de cultivo, cabe ressaltar que nenhuma muda passou por tratamentos fitossanitários, para assim obter-se o máximo de padronização. Os fungos utilizados para a infecção artificial dos hospedeiros foram oriundos de materiais infectados em mercados de Belém, para a realização da inoculação foi utilizada um aparato nomeado de “germinatélio” que funcionam com microcâmara úmida para germinação do metabasídio ou teliósporo (APARECIDO; PASSADOR, 2014).	
2.3 Desenho experimental
Os experimentos foram montados em áreas cobertas e fechadas, na intenção de padronizar e controlar variáveis como exposição ao sol, pluviosidade e ação dos ventos, as plantas de jambu cultivadas em vasos individuais, sendo as amostras divididas em cinco tratamentos: GC (testemunha), T1= 0.5 mg/ml, T2= 1.0 mg/ml, T3= 1.5 mg/ml e T4= 2.0, com cinco repetições cada, totalizando 25 unidades amostrais.
Um total de 25 plantas foram infectadas, borrifou-se nas regiões abaxiais e adaxiais das folhas uma porção de 1 ml dos respectivos tratamentos ao surgimento do sintoma, as quais foram observadas durante 18 dias para verificação de possíveis alterações no diâmetro da infecção. 
2.4 Análise dos dados
O diâmetro dos sintomas foi mensurado (em milímetros) utilizando-se um paquímetro digital de três em três dias durante 18 dias a partir do aparecimento do primeiro sintoma. A estimativa de diâmetro das infecções de espécies do gênero Puccinia, são observações que indicam a suscetibilidade de espécies além de indicar severidade do fungo sobre o hospedeiro (LOPES; BERGER, 2001).
O grau de severidade foi avaliado de acordo com Junghans et al. (2003), que consideram o diâmetro de cada pústula para escalonar os graus e assim definiu-se a seguinte escala de notas, S0 = imunidade, sem sintomas, S1 = pústulas puntiformes, < 0,8 mm de diâmetro; S2 = pústulas medianas, de 0,8 a 1,6 mm de diâmetro; e S3 = pústulas grandes, > 1,6 mm de diâmetro.
Para analisar a existência de diferenças entre os tratamentos os dados obtidos foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA), para verificar em quais comparações ocorriam essa diferença entre os tratamentos utilizou-se o teste post-hoc de Tukey, todos os testes serão com um nível de significância de α = 0.05, todas as análises e gráficos foram realizadas no software R (DEVELOPMENT, 2017).
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Desenvolvimento e severidade da infecção 
	Nas unidades amostrais o primeiro sintoma surgiu entre os dias 14º e 17º de observação do experimento com uma mancha clorótica, conforme apontado por Miranda et al. (in prep.), esse é o estágio 1 descrito como clorose inicial na superfície abaxial, mas ainda sem rompimento da epiderme foliar (lesão).
Tanto o grupo controle quantos os tratamentos apresentaram diâmetros com valores acima de 1,6 mm, que para a escala de Junghans et al. (2003), considera-se uma alta severidade do patógeno, esses dados demonstram os perigos desse fungo para a cultura do jambu. Espécies muito suscetíveis tornam-se vegetais com potencial para perdas econômicas e por isso devem ser agentes de estudos de controle biológicos, pois apenas assim pode-se efetivamente reduzir a necessidade de aplicação de antifúngicos prejudiciais ao meio ambiente (HARTMAN; MILES; FREDERICK, 2005).
	Patógenos biotróficos, que é o caso da P. xanthii, se desenvolvem a partir dos crescimentos diamétricos de tecidos cloróticos, sendo que com o aumento dessa região clorótica pode ter um efeito diferente na fotossíntese foliar (ROBERT et al., 2005), sobretudo no estágio 6 onde, anatomicamente, ocorre o rompimento da epiderme foliar (MIRANDA et al., in prep.). 
Shahoveisi et al. (2023) afirmam que a inibição do crescimento de halos cloróticos de fungos do gênero Puccinia sp. é essencial pois assim pode evitar a queda prematura da folha o que pode ocasionar uma alta pressão no hospedeiro. 
Evitar o crescimento progressivo, em se tratando de fungos, é fazer com que os urediniósporos não possam emergir causando a ruptura da epiderme foliar como pústulas agravando a infecção. (SEPHTON-CLARK; VOELZ, 2018).
O diâmetro final médio foi maior no Grupo Controle, com 3,7 mm (±0,16) (figura 5), a ANOVA indicou uma diferença significativa entre as médias dos diâmetros finais dos tratamentos (p = 0.001011), após o teste de Tukey, observou-se que as diferenças eram entre o GC e os tratamentos T2 (p=0,00477) e T3 (p=0,0026).

Figura 4 – Diâmetro final dos tratamentos.
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Fonte: Autores (2024).

Em se tratando do gênero Puccinia, Carnegie et al. (2016) trabalhando com Puccinia psidii, afirmaram que um ponto que se deve ter atenção no controle desse gênero é na redução da área de infecção, haja vista que quanto maior a superfície de ocupação do fungo, menor é a área fotossintética da planta.   
As ferrugens podem afetar a aptidão das plantas hospedeiras de várias maneiras, como reduzir a produção de sementes do hospedeiro e o crescimento devido a uma mudança da alocação de nutrientes após a infecção (SALAMA et al., 2010). 
Esse resultado indica que T2 (1.0 mg/ml) e T3 (1.5 mg/ml), podem afetar o desenvolvimento de P. xanthii, com isso essas concentrações possuem as melhores chances de impedir o crescimento da infecção e consequentemente a progressão da doença. Com base nessas observações, pode-se depreender que essas frações do extrato hexânico de N. undulata apresentam atividade antifúngica do tipo fungistática, apresentando potencial mitigador no impacto dessa doença na cultura do Jambu. 
Impedir o crescimento do patógenos, principalmente aqueles que afetam a produtividade é de fundamental importância para o controle da doença além de reduzir influência na reprodução dos hospedeiros (GILBERT, 2002).
No Brasil, até o momento, não foi publicado nenhum estudo que demonstre atividade antifúngica de briófitas, e por ser o primeiro estudo sobre atividade biológica com essa espécie de briófita, projetos que busquem elucidar os mecanismos, a etapa do ciclo de vida e compostos responsáveis por essa atividade antifúngica do extrato tornam-se imperativos.

4. CONCLUSÃO
Os dados desse trabalho trazem mais evidências sobre a atividade biológica de briófitas, sobretudo contra fungos, a ferrugem do Jambu apresentou uma alta severidade, os extratos apresentaram diferenças em suas capacidades de controle sobre o patógeno, tanto na inibição quanto no diâmetro final. 
Os Tratamento 2 e 3 (1.0 mg/ml e 1.5 mg/ml, respectivamente), apresentaram os melhores resultados de inibição e diâmetros finais, com diferenças significativas em relação ao GC, indicando que essas concentrações podem ser mais eficientes no controle do fitopatógeno e indicadas para bioprospecção. Esses resultados também evidenciam o tipo de ação antifúngica dos extratos de briófitas, que podem ser classificados como fungistática.
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