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RESUMO

Objetivou-se avaliar in vitro a eficiéncia de diferentes extratos de pimentas sobre o
crescimento micelial de Rhizoctonia solani. O delineamento experimental utilizado foi
0 inteiramente casualizado com 23 tratamentos, composto por 10 extratos aquosos,
10 extratos alcoolicos e trés controles (agua, alcool e fungicida), com quatro
repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de
comparacao de médias (Tukey) (p<0,05). Determinou-se o crescimento micelial para
avaliar os possiveis efeitos de inibicdo por meio da determinacdo do diametro.
Paralelamente foi conduzido ensaios de compostos volateis. Dos extratos brutos
testados, cinco se mostraram eficientes na inibicdo do crescimento micelial de R.
solani: os extratos aquosos de folhas de malagueta mexicana, bojuda, jurema, dedo-
de-moca e pimenta de cheiro. Nos ensaios de diluicdo, exceto os extratos de jurema
(1/1000 e 1/10000) e bojuda (1/10000) todos os extratos inibiram o crescimento de
R. solani. Nos ensaios de compostos volateis, os extratos de Jurema e malagueta
mexicana tiverem efeito fungistatico. Esses resultados demonstram a potencialidade
do uso de extratos de pimenta no controle de R. solani.

PALAVRAS-CHAVE: Antibiograma, Controle alternativo, feijao

EXTRACTS PEPPERS (Capsicum spp.) FOR GROWTH IN VITRO INHIBITION
MYCELIAL Rhizoctonia solani Kuhn

ABSTRACT
The aim was to evaluate in vitro the efficiency of different extracts of peppers on the
Mycelial growth of Rhizoctonia solani. The experimental design used was the
completely randomized design with 23 treatments, composed of 10 aqueous
extracts, 10 alcoholics extracts and three controls (water, alcohol and fungicide), with
four replicates. The data were subjected to analysis of variance and means
comparison test (Tukey) (p < 0.05). Mycelial growth was determined to assess the
possible effects of inhibition by determining the diameter. At the same time was
conducted tests of volatile compounds. The crude extracts tested, five were efficient
in inhibiting mycelial growth of R. solani: aqueous extracts of leaves of mexican chilli,
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bojuda, jurema, dedo-de-moca and pimenta de cheiro. Dilution assays, except
jurema extracts (1/1000 and 1/10000) and bojuda (1/10000) all extracts inhibited
growth of R. solani. For volatiles, jurema extracts and mexican chilli has fungistatic
effect. These results demonstrate the potential of using extracts of pepper in the
control of R. solani.

KEYWORDS: Antibiogram, Alternative control, bean

INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises mais importantes mundialmente em relagdo a
producao agricola e diversidade de alimentos, principalmente em relacdo a producao
de grdos que vem aumentando consideravelmente no pais. Dentre esses graos, o
feijdo foi responsavel por 3.414,1 mil toneladas na safra de 2014/2015 (CONAB,
2015). E com o predominio do aumento na producao houve também um crescimento
paralelo do uso de agroquimicos (PORTO & SOARES, 2012).

Outro fator que tem contribuido para o desenvolvimento do setor de
agroquimicos se da pela resisténcia desenvolvida por fitopatdbgenos a certas
moléculas, tornando-se ineficientes a determinados patégenos (SILVA et al. 2007,
BASSO et al., 2015; CARDOSO, et al., 2015). Por outro lado, diante dos diversos
problemas ambientais causados pelo uso exarcebado de agroquimicos na
agricultura tém-se buscado métodos alternativos como a procura por extratos
vegetais eficientes no controle de fungos fitopatogénicos (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2000).

Dentre as doencas mais impactantes da cultura do feijoeiro, a mela é
causada pelo fungo Rhizoctonia solani. Apresenta caracteristicas de podridao,
sendo comum na América Latina, bem como nas demais regiées do mundo,
reduzindo a populacdo de plantas e redugéo da producéo, se mostrando como uma
doenca importante economicamente (BIANCHINI et al., 2005).

Algumas espécies de plantas apresentam uma diversidade de substancias em
sua composicado, advindas de metabolismo primario e secundario, tendo estes
muitas vezes potencial atividade antimicrobiana (CELOTO et al.,, 2008;
DOMINGUES et al., 2011; AMORIM et al., 2011; BORGES et al., 2013; ARAUJO et
al., 2014). Alguns trabalhos tém demonstrado o efeito do uso de extratos de plantas.
Com relacdo ao fungo Rhizoctonia solani, existem trabalhos sobre o controle in vitro
com uso de extratos de Datura metel, Solanum grandiflorum, Ocimum basilicum,
Baccharis trimera e Cnicus benedictus (KAGALEA, 2004; LIMA & FERREIRA NETO,
2014; BERNARDO et al., 2015).

Estudos com plantas do género Capsicum demonstram uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios, inclusive com ac¢éo inseticida e antifungica
(RIBEIRO & BEDENDO, 1999; LING et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014;
VASCONCELOS et al.,, 2014). Apesar disto, ha poucos estudos com Capsicum
sobre o controle de fitopatégenos importantes economicamente.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar in vitro a eficiéncia de diferentes
extratos de pimentas sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

MATERIAL E METODOS
Para os ensaios foram utilizadas 10 variedades comerciais de pimenta
(Capsicum spp.), pertencentes ao Banco de Germoplasma do Centro Nacional de
Pesquisas em Hortalicas da Embrapa — CNPH, sendo estas: Dedo-de-Moca
(Capsicum baccatum L.); Biguinho (Capsicum chinense Jacq.); Siria (Capsicum
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baccatum L.); Jurem& (Capsicum frutescens L.); Pitanga amarela (Capsicum
baccatum L.); Pimenta de cheiro (Capsicum chinense L.); Bojuda (Capsicum
frutescens L.); Chifre-de-bode (Capsicum chinense Jacq.); Malagueta curta
(Capsicum frutescens L.) e Malagueta Mexicana (Capsicum annuum L.).

As amostras de folhas de pimentas foram lavadas em &agua corrente, em
seguida sanitizadas em agua contendo hipoclorito (0,5%) por 20 minutos,
congelados em Freezer -30° C até a preparacao dos extratos.

Para a obtencdo dos extratos, foram pesadas 10 gramas do material
congelado em balanca digital. Em seguida, estes foram macerados com nitrogénio
(N2) liguido até que se tornassem um pOé homogéneo e fino, logo apos foram
adicionados 100 ml do extrator. Foram usados como solugdes extratoras: agua e
alcool etilico 96% G.L. O extrato obtido foi conservado em erlenmeyer tampado e
mantido sob agitacdo em mesa agitadora Kline modelo Q225K a 100 RPM por 24
horas. ApOs este periodo esta suspensao foi filtrada em papel de filtro 100%
celulose e posteriormente em gaze, a fim de retirar as particulas sélidas.

Os extratos obtidos foram transferidos para frascos de vidro esterilizados e
mantidos em geladeira para maior conservacao. Para cada 100 mL de extrato,
adicionaram-se dois mL do antibiético de amplo espectro Cloranfenicol (500 ppm).
Das 10 variedades de pimenta selecionadas para 0os ensaios in vitro, foram obtidos
20 extratos brutos (1/10), sendo 10 extratos alcodlicos e 10 extratos aquosos e 0S
controles.

Para os ensaios foi utilizado o meio de cultura BCA (Batata—Cenoura—Agar),
vertido na placa de Petri de nove cm de diametro. Apos a solidificacdo do meio foi
adicionado no centro da placa um disco de micélio de um cm de diametro do fungo
Rhizoctonia solani. Ao redor das placas, de forma equidistante, perfuragdes foram
feitas com furador de tecidos vegetais de 0,5 cm de diametro por um cm de
profundidade no meio de cultura.

Dentro destes pocos foram dispensados 20ul dos extratos com auxilio de
pipeta automatica. Em cada placa foram testados cinco tipos de extratos por placa.
Em outras placas, as testemunhas, agua ou alcool (conforme o tipo de extrato
utilizado aquoso ou alcodlico) e o fungicida comercial Azoxistrobina na concentracao
de 0,69/l foram testadas. As placas foram mantidas em incubadora tipo B.O.D. em
temperatura média de 25°C (£1° C) por 72 horas, num regime de fotoperiodo de 12
horas claro/escuro, onde o acompanhamento do crescimento do fungo foi diario e
medido o didametro médio dos halos de inibicdo com paquimetro digital.

Com base nos resultados obtidos, foram selecionados os cinco melhores
extratos e, a partir destes foram produzidos extratos diluidos nas proporgdes de
1/100, 1/1000, 1/10000. Nos ensaios de producdo de compostos volateis,
objetivou-se determinar se o0s extratos produzidos seriam capazes de produzir
substancias volateis téxicas ao fungo, capazes de inibir ou retardar o seu
crescimento. Utilizou-se apenas os cinco melhores isolados em 4 repeticbes por
isolado.

Assim, em Placas de Petri de nove cm os extratos foram aplicados no centro
da placa de Petri, em cavidade obtida por meio de perfuracdo com furador de
tecidos de 0,5 cm de diametro. O meio-suporte utilizado foi o de agar-agua. Na
tampa da placa foi depositada uma camada de meio de cultura BCA. Sobre este
também no centro da tampa, um disco de micélio do fungo de 0,5 cm de diametro foi
depositado. As partes da placa foram unidas e seladas com parafiime. Mediu-se
diariamente o didametro médio de crescimento das colbnias.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 23
tratamentos, composto por 10 extratos aquosos, 10 extratos alcéolicos e trés
controles (agua, alcool e fungicida) e quatro repeticdes. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia e teste de comparacédo de meédias (Tukey) (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 20 extratos testados (1/10), cinco extratos mostraram-se eficientes na
inibicdo do crescimento de Rhizoctonia solani. Foram eles: extratos aquosos das
folhas de malagueta mexicana, dedo-de-moca, bojuda, Jureméa e pimenta de cheiro
(Figura 1).
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FIGURA 1. Didametro médio dos halos de inibicdo de Rhizoctonia solani.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05)

Os resultados demonstram que o extrato aquoso de pimenta malagueta
mexicana apresenta forte inibicdo do crescimento micelial do fungo, se igualando ao
fungicida. Enquanto que pimenta bojuda, pimenta jurema, pimenta dedo-de-moca e
pimenta de cheiro apresentaram inibicdo mediana. Os demais extratos nao
apresentaram nenhum efeito.

Resultados semelhantes foram obtidos com o uso do extrato aquoso de folhas
de Lippia alba (Mill) N. E. Brown. no controle de Colletotrichum gloeosporioides
Penz. indicando maior inibicdo ao crescimento micelial do patdgeno com o uso deste
(FERREIRA, 2014). Assim como CELOTO et al. (2011), avaliando o efeito dos
extratos de Momordica charantia L. na inibicdo da germinacdo de conidios e no
crescimento micelial de Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx., observaram que
0 extrato aquoso e o fungicida tiofanato metilico proporcionaram 100% de inibicdo
da germinacao dos conidios, diferindo-se dos demais extratos.

Nos ensaios de inibicdo com extratos diluidos (1/100), foi possivel observar
gque oS mesmos apresentaram niveis de inibicdo semelhantes entre si, mas
diferentes quando comparados com o tratamento com fungicida (Figura 2).

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.13 n.23; p. 1808 2016



50

30 -
20 B B g B 8
2" > 2 2
* '“ & & o

e
5
=
E
< 20
= 10
F - j
£E°
e = o
: CAN A N S
% &
‘23 \.*b"bé\ é‘%@% ¥ -;_*b\o b“g ‘(‘}Q%
e o 2 ®b° {cp@ ‘.\@
4] '\6& o Q & &
E © & N ? &
F Qv & Q
a &
Tratamentos

FIGURA 2. Média de inibicdo do crescimento micelial de R. solani
contra extratos de pimentas diluidos a 1/100 vezes.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05)

Nos ensaios de inibicdo com extratos diluidos (1/1.000), foi possivel observar
gue o extrato de pimenta jurema ndo alterou o crescimento micelial do fungo R.
solani. Assim como os extratos diluidos (1/10.000), de pimenta jurema e pimenta
bojuda.

As maiores concentracbes de extratos de Ruta graveolens L., Mentha x
villosa, Calendula officinalis L., Momordica charantia L., Symphytum officinale L.,
Ageratum conyzoides L. e Ricinus comunis L. resultaram em maiores porcentagens
de inibicdo, proximas de 100%, 30%, 35% e 40%, respectivamente, a 10000 mg L-1
sobre a inibicdo do crescimento micelial de Cercospora calendulae Sacc.
(NASCIMENTO et al., 2013).

Em ensaios de fungitoxicidade BRITO & NASCIMENTO (2015) testando o
efeito de extratos de alho, citronela, gengibre e nim em diferentes concentracdes (5,
15, 25, 35, e 45%) no controle in vitro de Curvularia eragrostidis, observaram que a
utilizacdo de todos os extratos a partir da concentracdo de 25% apresentaram
maiores efeitos fungitdxico, reduzindo o crescimento micelial, a esporulagéo, e
germinacao do patégeno.

Nos ensaios de compostos volateis foi determinada a producdo de compostos
volateis. Neste, pode-se observar que o extrato de pimenta bojuda obteve a maior
eficiéncia em retardar o crescimento do fungo, com uma média de 79,9 mm, nao
permitindo o crescimento em toda a placa (90 mm) (Figura 3), mostrando que
existem compostos organicos volateis existentes nesta espécie, com possivel efeito
fungistatico.
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FIGURA 3. Curva de crescimento micelial de R. solani em ensaios
de producdo de compostos volateis por extratos de
pimentas.

SOUSA et al. (2006), avaliando os perfis de compostos volateis que
contribuem para o aroma de variedades vermelhas, amarelas e roxas de Capsicum
chinense sp. encontraram compostos organicos volateis como, éster de hexilo do
acido pentandico, dimethylcyclohexanols, humuleno e ésteres de acido butandico.

Os resultados obtidos em relacédo a area abaixo da curva do progresso da
doenca demonstram que o0s extratos obtiveram uma acdo fungistatica e nado
fungicida, apenas retardando o crescimento micelial do patdgeno. Obteve-se 0s
melhores resultados com as pimentas malagueta mexicana e Jurema (Figura 4).

150

. B c
— . A AB B
o 90 |
S
2 60
e
o . . .
> > o
& & o & &
B &
*e:a‘ﬁ ‘&g.&? & 4\&“' 2> ,:@’*
o® < & < & &
<F & N
& ¥

¥

FIGURA 4. Area abaixo da curva do progresso de crescimento de R.
solani in vitro em fungéo do extrato testado.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05)
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SEIXAS et al. (2011), ao avaliarem o efeito fungitéxico do 6leo essencial de
capim-citronela e do citronelal sobre a inibicdo micelial do fitopatégeno Fusarium
subglutinans, observaram que o 6leo essencial do capim-citronela demonstrou maior
efeito inibitorio do crescimento micelial do fungo F. subglutinans do que o composto
citronelal, demonstrando assim, um efeito fungistatico sobre o patdégeno. Outro fator
observado foi a diminuicdo da eficiéncia dos extratos brutos apos 90 dias
conservados em geladeira, onde os mesmos apresentaram médias de inibicdo néo
tdo satisfatorias quando usados dias ap0s 0 seu preparo.

Estudos revelam que as caracteristicas do pimentdo em p6 acondicionado em
embalagem de polietileno durante 100 dias de armazenamento em temperatura
ambiente sofrem alteracbes das caracteristicas ao longo do armazenamento
(ARLINDO et al., 2007). Resultados semelhantes foram obtidos por SOUSA et al.
(2008), que relatam que o armazenamento do extrato em geladeira também teve
depreciou a agao acaricida e larvicida do extrato.

A eficiéncia dos extratos aquosos e a ineficiéncia dos extratos alcoodlicos
podem ter sido influenciados devido os flavondides. Estas substancias sdo mais
facilmente extraidas em meios polares como o etanol enquanto os acidos e 0s
acucares pelos extratos aquosos (EDWARDS et al., 2012).

CONCLUSAO
Os extratos de folhas de pimentas possuem efeito de inibicdo de crescimento
micelial sobre o fungo R. solani e a medida que é aumentado a concentragdo dos
extratos a atividade antifingica aumenta.
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