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CONTROLE BIOLOGICO DO FUNGO Fusarium solani f. sp. glycines
COM DIFERENTES EXTRATOS BRUTOS DE DUAS VARIEDADES DE
Capsicum chinense JACQ.

Nayara de Melo Sousa Pinto*, Nayrelli de Melo Sousa Pinto®, Carlos Aparecido

Barbosa®, Ana Paula Ferreira Leal®, Gustavo Haralampidou da Costa Vieira®.

Resumo: A Podriddo Vermelha da Raiz (PVR) ou Sindrome da Morte Subita
(SMS) é uma doenca causada pelo fungo Fusarium solani f.sp. glycines que tem
devastado inimeras plantacfes de soja, nos sintomas é notavel a presenca de uma
mancha avermelhada que aumenta de tamanho no final do ciclo e com a evolugao
das lesbes pode ser observada uma massa azulada formada por conidios do
respectivo fungo. A avaliagdo foi realizada com testes in vitro em diferentes
concentragdes (100mg, 75mg, 50mg, 25mg) contando com a testemunha (sem
tratamento). O controle com extratos de pimenta Capsicum chinense Jacq.(bode e
biguinho) com dois tipos de solventes (etanol e hexano) e a testemunha mostrou
que o0s extratos hexanicos das duas variedades apresentaram resultados
satisfatorios na inibicdo do fungo.

Palavra-chave: PVR, atividade antifingica, inibi¢&o do fungo.

BIOLOGICAL CONTROL OF FUNGUS Fusarium solani f. sp. glycines
WITH DIFFERENT EXTRACTS GROSS TWO VARIETIES Capsicum
chinense JACQ.

Abstract: The Red Root Rot (PVR) or Sudden Death Syndrome (SMS) is a disease
caused by the fungus Fusarium solani f.sp. that has devastated many soybean
fields, symptoms is remarkable the presence of a reddish stain increases in size at
the end of the cycle and the evolution of the lesions can be observed a bluish mass
formed by conidia of the respective fungus. The evaluation was performed with in
vitro tests in different concentrations (100mg, 75mg, 50mg, 25mg) relying on the
control (no treatment). The control with pepper Capsicum chinense Jacq extracts.
(Goat and pout) with two types of solvents (ethanol and hexane) and the witness
showed that hexane extracts of the two varieties showed satisfactory results in the
inhibition of the fungus.

Key Words: PVR, antifungal activity, inhibition of the fungus.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de soja, ficando atras
apenas dos Estados Unidos (USDA, 2014). Nota-se que, a soja [Glycine max (L.)
Merr.] apresenta inUmeras doencas, em sua maioria sdo causadas por virus,
bactérias, fungos e nematoides (Yorinori, 2007). O fungo Fusarium f. sp. glycines
é responsavel pela Podriddo Vermelha da Raiz (PVR) ou Sindrome da Morte
Subita (SMS), tornando-se uma doenga importante por seu dificil controle (Aoki;
O"Donnell; Scandiani, 2005).

A SMS apresenta sintomas visiveis destacando-se em reboleiras,
semelhante ao ataque por nematoides, porém o patdgeno infecta o ponto de
encontro entre a raiz e o caule de 1 a 2cm abaixo do solo no que resulta numa
diminuicdo do volume de nodulagéo, pois a lesdo, ou seja é notavel a presenca de
uma mancha avermelhada que aumenta de tamanho no final do ciclo. No entanto
em sua fase inicial, a SMS assume uma coloracdo semelhante a uma mancha
avermelhada tornando a castanho-avermelhada escura no fim do seu ataque e com
a evolucdo das lesdes pode ser observada uma massa azulada formada por
conidios do respectivo fungo. (Freitas; Meneghetti; Balardin, 2004).

A raiz principal resseca e manchas amareladas aparecem nas folhas,
decorrente da toxina liberada pelo fungo, que com o tempo ficam necréticas. Esse
sintoma é mais facilmente detectavel no inicio da floracdo, mas, em condic6es
favoraveis de umidade e temperatura pode ocorrer no estagio vegetativo e as
folhas muito afetadas acabam por cair. (Almeida et al., 1997; EMBRAPA, 2001;

Doencas da Soja, 2004).



A Podridao Vermelha da Raiz foi observada no Brasil, pela primeira vez,
na safra do ano de 1981/82 em Sao Gotardo - MG (Yorinori et al., 1993), e em
1990 notou-se o aparecimento em lavouras nos estados do Parand, Mato Grosso
do Sul em (Chapadédo do Sul) e Goias em (Chapaddo do Céu) (Yorinori, 2000;
EMBRAPA, 2001). Este patogeno de solo é responsavel por até 40% dos danos
na producdo de soja (Wrather et al.,1997) e apresenta grande dificuldade no
controle quimico (Silva et al., 2002) tornando-se uma preocupacdo para 0S
sojicultores (Fronza, 2003).

Uma pratica que demonstra nos ultimos anos sua eficacia é o controle
alternativo, que ndo faz uso de defensivos agricolas e associado a rotacdo de
culturas, podas, entre outros corresponde ao aumento da producdo e protege a
lavoura de pragas e plantas daninhas. Outro ponto positivo a esta préatica, é a nao
contaminacdo do meio ambiente, dos alimentos produzidos e ndo oferecem riscos
a saude de quem aplica o tratamento (Moraes, 1992).

As plantas com sua capacidade de inibi¢do das atividades antibacteriana e
antifangica (Khalid et al., 2010) revela que o controle bioldégico com extratos
naturais estd entre as formas mais utilizadas no controle de patdgenos, pois eles
geram compostos que sd0 menos concentrados, menos toxicos e biodegradaveis.
Esse é o grande diferencial com relagdo aos outros manejos, pois 0s fungos nao
séo capazes de inativar esses compostos (Ferris et al., 1999). Com isso 0s extratos
(metabdlitos secundarios) oferecem protecdo contra o ataque de organismos
patogénicos as plantas (Silva et al., 2008).

As pimentas sdo utilizadas tanto na culinaria como em laboratorios devido
a presenca de alcaloides que da& as pimentas sua ardéncia,

o alcaldide lipdfilo capsicina ou capsaicina e mais quatro outros Ccompostos
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relacionados, conhecidos como capsaicinoides. Estes compostos trazem efeitos
diferentes na boca devido a sua variedade e proporcéo, e aos atributos quimicos e
palataveis da pimenta € que se aumentou o interesse na pesquisa cientifica. (Surh

et al. 2002)

A importancia do estudo dos compostos da C. chinense em relagdo as suas
variedades e extratos atribuidos a atividade antifungica, torna importante a
exploragdo para o conhecimento agrondémico e possivel controle do fungo da

PVR.

Contudo o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito inibitorio de
duas variedades de pimenta Capsicum chinense com diferentes extratos brutos

quando expostos ao fungo Fusarium solani f. sp. glycines em testes in vitro.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os frutos das duas variedades (biquinho e bode) foram adquiridos no
Mercado Municipal de Campo Grande — MS e as exsicatas depositadas no
Herbério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com o numero de
registro 29236 e 33633, respectivamente.

Aproximadamente 2 kg dos frutos foram lavados e secos em estufa com
circulacdo de ar, macerados e submetidos a extracdo por maceracdo a frio até o
esgotamento por hexano e etanol, e concentrados em evaporador rotatorio,
obtendo-se 0s respectivos extratos. Assim, os extratos foram distribuidos em
diferentes concentragdes (100mg, 75mg, 50mg, 25mg) e diluidos em seus

respectivos solventes.



O preparo dos extratos foi realizado no Laboratério de Farmacologia e

Mutagénese da Universidade Catélica Dom Bosco em Campo Grande - MS.

2.2 Fusarium solani f. sp. glycines

O fungo Fusarium solani f. sp. glycines cadastrado como MMBF 86-09,
adquirido da Colegao de Culturas Fangicas Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”,
Instituto Biologico de Sdo Paulo (SP) foi isolado de plantas de soja, em 2009.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul, na unidade de Cassilandia-MS.

A repicagem do fungo foi realizada, no laboratério de fitossanidade da
UEMS/Unidade Universitaria de Cassilandia-MS, utilizando-se o meio de cultura
BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose, 20g de agar e 1000mL de agua
deionizada ), e acrescido antibiotico (Estreptomicina) 0,05mg/100mL no meio.

Apbs a autoclavagem, o meio de cultura contendo antibidtico, foi vertido
em oito placas de Petri de 9 cm de didmetro, sendo depositado em média 15 mL
de meio por placa, para onde o fungo, originado de colénia pura, foi repicado. As
placas permaneceram em BOD com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25°C
por 5-7 dias. O patdgeno desenvolve-se em temperaturas entre 25°C e 28°C,
sendo a temperatura ideal para o desenvolvimento do fungo a 25°C na BOD

(Hartman et al., 1999).

2.3 TESTE in vitro - AVALIACAO ANTIFUNGICA
Para a realizacdo do teste in vitro utilizou-se as placas que continham

col6nias puras do fungo Fusarium solani f. sp.glycines, no qual foi retirado discos
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com 5mm de didmetro e depositados no B.D.A. distribuido nas placas a 0,5cm da
borda. Foram realizados quatro tratamentos (com 4 concentracdes cada) e a
Testemunha: 1- extrato hexanico da variedade Biquinho, 2-extrato hexanico da
variedade Bode, 3-extrato etandlico da variedade Biquinho e 4- extrato etandlico
da variedade Bode. O esquema fatorial utilizado foi o de 4x4 com cinco repeticdes
(4tratamento x 4 dose) + testemunha (sem tratamento) , totalizando 90 placas.

Em Cada placa foi avaliado o crescimento micelial do fungo, onde a cada 24
horas realizou-se a mensuracdo da coldnia em dois sentidos opostos radialmente,
definindo uma média para cada repeticdo. As mensuracdes foram realizadas 24h,
48h, 72h, 96h e 120h apds a inoculacdo. A velocidade média de crescimento do
fungo foi determinada por meio da formula seguinte (adaptada de Lylli & Barnet,

1951).

Vmc=Ct,-Ct,
!

VVmc = velocidade média de crescimento;
Ct,= crescimento no primeiro intervalo de tempo;
Ct,= crescimento no segundo intervalo de tempo;

T= intervalo de tempo considerado.

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e ao pos-teste
de Tukey a 5% de probabilidade, comparando-se as médias por intermédio do

software Graph Prism 5.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas variedades foram submetidas a dois tipos de extracao, devido cada

uma conter diferentes compostos. O extrato hexanico, por exemplo, concentra
6



compostos apolares (acidos graxos e lipideos) enquanto o extrato etandlico
concentra compostos polares (agucares).

Tratamentos desenvolvidos com extrato bruto apresenta o potencial de
controle de fitopatdgenos tanto pela inducéo de fitoalexinas, indicando a presenca
de compostos com caracteristicas de elicitores quanto por sua acdo fungitoxica
direta, inibindo a germinacéo de esporos e o crescimento micelial (Schwanestrada,
2002).

Os resultados expressos na Figural foram submetidos a andlise estatistica
onde revelou que nenhuma concentracdo foi significativa entre si quando

comparada ao grupo testemunha.

Testemunha

diametro micelial (mm)

50 25 Test 100

Bode Etanol Bode Hexano

Figura 1: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos extratos brutos
etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense. O controle foi avaliado de acordo
com o crescimento micelial ap6s 24 horas de inoculagdo em placas de petri contendo meio BDA e
0 extrato etanol/hexano nas concentracfes de 100/75/50/25mg. Os resultados séo representados de
acordo com o didmetro micelial *p<0,05 quando comparados ao grupo da testemunha.

A Figura 2 contém os resultados da expressdo fangica evolvidos com o0s
extratos da pimenta C. chinense variedade Biquinho que apresentou diferenga
significativa do extrato etandlico. Quando comparado aos outros tartamentos.

Estudos realizados por ROSSET et al. (2005) constataram que o extrato etandlico
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de Ocimum gratissimum, com sua capacidade na atividade antifungica inibiu o
crescimento de Penicillium chrysogenum, Rhizoctonia sp., Aspergillus niger e de
duas espécies de Alternaria sp. isoladas de cenoura e de tomate. Esses resultados
demonstram a importancia dos extratos etandlicos na inibicdo dos fitopatdgenos.
RODRIGUES et al. (2006) afirma que a diversidade quimica de plantas
medicinais possuem principios ativos microbiocidas, que as tornam eficientes na

defesa contra de fitopatdgenos.
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Figura 2: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos extratos brutos
etanol e hexano da variedade Biquinho da pimenta C. chinense. O controle foi avaliado de
acordo com o crescimento micelial apds 24 horas de inoculagdo em placas de petri contendo meio
BDA e o extrato etanol/hexano nas concentra¢cBes de 100/75/50/25mg. Os resultados s&o
representados de acordo com o didmetro micelial *p<0,05 quando comparados ao grupo da
testemunha.



N
?
*

N RN o4 ¢

W Testemunha

SAVAERAAAARAAARRAAAAA AN

R
NN

\\{{{{\\\\\\\\\\\\\\\\\\\N

R S S Ra.

diametro micelial (mm)
= =
°_ ¢ 2 9
X %
IL:
| R
i—|>(-

100 75 50 25 Test.100 75 50 25 (mg)

Bode etanol Bode hexano

Figura 3: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos extratos brutos
etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense. O controle foi avaliado de acordo
com o crescimento micelial ap6s 48 horas de inoculagdo em placas de petri contendo meio BDA e
0 extrato etanol/hexano nas concentracfes de 100/75/50/25mg. Os resultados séo representados de
acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao grupo da testemunha.

A mensuracdo do didmetro do micélio na Figura 3 entre os extratos das
variedades Bode apresentou diferencas significativas quando comparados entre si
e notou-se um menor crescimento micelial do fungo no tratamento do extrato da
pimenta bode etanol de 100mg quando comparado com as demais concentracoes e
também a testemunha.

O extrato hexanico apresentou efeito inibitdrio maior quando o fungo foi
submetido a altas concentra¢Ges quando comparado a testemunha, ANDRADE,
(2006) afirma que todos os extratos obtidos a partir de Cassia fistula contra os
fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. spharospermum o que
apresentaram maior atividade antifungica foram, os extratos de diclorometanico,
acetico incluindo o extrato hexanico. Nossos resultados sugerem que a inibicao do
fungo inicia apos as primeiras 48horas de contato, comprovando os resultados

analisados na Figura 1.
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Figura 4: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos

extratos brutos etanol e hexano da variedade Biquinho da pimenta C. chinense. O
controle foi avaliado de acordo com o crescimento micelial apds 48 horas de inoculagcdo em placas
de petri contendo meio BDA e o extrato etanol/hexano nas concentragdes de 100/75/50/25mg. Os
resultados séo representados de acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.

A figura 4 demonstra que o tratamento do extrato hexano com
concentracdo de 75mg foi estatisticamente melhor, em relacdo as concentragdes
estudas o que apresentou maior efeito inibitério da taxa de crescimento micelial.
Porém o extrato etanolico ndo relatou de forma significativa inibi¢do do fungo.

MING, (1994) ressalta que a utilizacdo de plantas medicinais quanto a sua
composicdo sdo complexas, sendo que, do cultivo a venda, alteracdes
consideraveis ocorrem, comprometendo a qualidade e a quantidade dos principios

ativos.
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Figura 5: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos
extratos brutos etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense. O controle
foi avaliado de acordo com o crescimento micelial ap6s 72 horas de inoculagdo em placas de petri
contendo meio BDA e o extrato etanol/hexano nas concentracfes de 100/75/50/25mg. Os
resultados séo representados de acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.

A analise da Figura 5 mostrou que a variedade Bode etanol obteve
diferenca significativa no tratamento a 100mg, quando comparado a testemunha.
O mesmo foi demonstrado pelo extrato hexanico de 100mg. Contudo o extrato
hexanico da variedade Bode demonstra um nivel de controle significativo quando
exposto ao F.solani f. sp. glycines. Ja na Figura 6 podemos observar que a
variedade biquinho com 75mg apresenta bons resultados o que possibilitou um
menor crescimento do micélio quando comparada a variedade Bode.

O extrato etandlico da variedade biquinho demonstrou somente apds 72
horas de incubacdo uma inibicdo no crescimento do fungo sendo a concentragao
de 100mg o melhor resultado significativo. DI STASI, (1996) afirma que as
variacdes conforme as condices de cultivo, a colheita e o processamento do

material vegetal altera a concentragéo de principios ativos.
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Figura 6: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos
extratos brutos etanol e hexano da variedade Biquinho da pimenta C. chinense. O
controle foi avaliado de acordo com o crescimento micelial apos 72 horas de inoculagcdo em placas
de petri contendo meio BDA e 0 extrato etanol/hexano nas concentra¢fes de 100/75/50/25mg. Os
resultados séo representados de acordo com o didmetro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.
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Figura 7: Controle Bioldégico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos
extratos brutos etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense apds 96
horas. O controle foi avaliado de acordo com o crescimento micelial apds 96 horas de inoculagdo
em placas de petri contendo meio BDA e o extrato etanol/hexano nas concentragdes de
100/75/50/25mg. Os resultados sdo representados de acordo com o didmetro micelial *p<0,05
quando comparados ao grupo da testemunha.
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Os resultados obtidos na Figura 7 dos extratos da variedade Bode
continuaram revelando os mesmos 0 seu potencial de inibicdo. A maior
concentracdo do extrato etandlico e as concentragdes de 100/75/50/25mg foram
significativas quando comparadas a testemunha. Para a expressdo fungica na
Figura 8 da variedade biquinho, observou-se que as concentracdes a 100mg
(etanol) e 75mg (hexano) foram estatisticamente satisfatério comprovando a

eficacia do extrato hexanico da variedade biquinho.
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Figura 8 Controle Biolégico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos
extratos brutos etanol e hexano da variedade Biquinho da pimenta C. chinens . O
controle foi avaliado de acordo com o crescimento micelial ap6s 96 horas de inoculagdo em placas
de petri contendo meio BDA e o extrato etanol/hexano nas concentragdes de 100/75/50/25mg. Os
resultados sdo representados de acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.
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Figura 9: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos
aos extratos brutos etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense. O
controle foi avaliado de acordo com o crescimento micelial apds 5 dias de inoculagdo em placas de
petri contendo meio BDA e o0 extrato etanol/hexano nas concentracdes de 100/75/50/25mg. Os
resultados sdo representados de acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.
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Figura 10: Controle Bioldgico do fungo F. solani f. sp. glycines submetidos aos
extratos brutos etanol e hexano da variedade Bode da pimenta C. chinense. O controle
foi avaliado de acordo com o crescimento micelial ap6s 96 horas de inoculagdo em placas de petri
contendo meio BDA e o0 extrato etanol/hexano nas concentracBes de 100/75/50/25mg. Os
resultados sdo representados de acordo com o diametro micelial *p<0,05 quando comparados ao
grupo da testemunha.
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Estudos realizados por FRANZENER et al. (2003); SOUZA et al.,(2007)
constataram que quanto maiores as concentracdes dos extratos vegetais maiores
sdo a capacidade de inibicdo do crescimento micelial.

Finalizando a avaliacdo do crescimento micelial no 5° dia (Figura 9) a
variedade Bode Etanol a 100mg adquiriu o melhor resultado. Para os extratos
hexanicos pode ser notado que com a concentracdo de 100mg, ocorreu capacidade
inibitdria do extrato quando avaliada com as demais concentragdes. Com extrato
Hexano a 100mg mostrou diferenca significativa quando comparada as
concentracdes de 75mg,50mg e a Testemunha. Contudo a variedade Biquinho
Etanol ocorreu diferenca significativa a 100mg comparada a Testemunha, ja o
extrato Hexano a 75mg foi estatisticamente significativo quando comparado a
Testemunha.

De acordo com REIFSCHNEIDER, (2000) a pimenta Bode e Biquinho
com diferentes caracteristicas em relacdo ao aroma e pungéncia, a pimenta bode, é
de aroma forte e pungéncia forte e onde a pimenta biquinho é de pungéncia doce e
com aroma forte, que atribui ao composto capsaicinoide o responsavel pelo ardor.
Entre as substancias pertencentes a este grupo podemos destacar a capsaicina, a
dihidrocapsaicina e a nordihidrocapsaicina

DOMENICO, (2011) mostrou a auséncia de capsaicina em plantas de
Biquinho. Podemos classificar como efeito inibitério do fungo F. solani f. sp.
glycines esta associado ao tipo de extrato utilizado.

A taxa de crescimento micelial de F. solani f. sp. glycines verificada
guando submetida aos extratos hexanicos teve um menor crescimento do fungo
guando comparado aos extrato etanolicos das variedades de pimenta C. chinense

obteve crescimento.
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4, CONCLUSAO

O extrato hexanico das duas variedades de pimenta Capsicum chinense
avaliados com a finalidade da inibi¢do do fungo Fusarium f. sp. glycines foi o que
apresentou niveis consideraveis promovendo uma atividade antifungica melhor
que os extratos etanolicos, sob efeito inibitério do fungo.

A pimenta da variedade Bode necessita de altas concentragfes para um
controle biolégico mais eficiente em ambos extratos, sendo o hexanico mais
eficiente quando comparado ao extrato etandlico. O que difere da pimenta
Biquinho que manteve um nivel de controle para taxa de crescimento micelial a

75mg com extrato hexanico.
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6. ANEXO

Fonte: Pinto,N. M. S.

Placas com o fungo Fusarium solani f. glycines mensuradas ao 5° dia em
concentragfes de: 50mg de Bode Etanol no meio BDA (a), 50 mg de Biquinho
Etanol (b), 50mg de Bode Hexano (c), 50 mg de Biquinho Hexano (d),

Testemunha (f) e Fungo repicado na placa (g).
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