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Atividade fungitoxica de extratos de Piper sp. contra os fungos
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii

A busca por mecanismos que podem ajudar no controle de fitopatégenos tem sido recorrente, tendo como fonte a diversidade biolégica, dada a sua variabilidade, fornecendo compostos
com agdo farmacoldgica diversa, tal qual no combate de microrganismos. Estudos relatam o uso de extratos contra os fungos fitopatogénicos com o objetivo de manter um equilibrio destes
patogenos, por estes causarem grandes danos em diversas culturas agricolas. Por tanto este trabalho tem como objetivo testar extratos de Piper sp. contra os fungos Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsii, patégenos de extrema importdncia na cultura do feijoeiro. Desta forma, foram coletadas na casa de vegetagdo da Embrapa Rond6nia, talos e folhas de Piper sp. e, ap6s sua
maceragdo, em solugdo extratora tampdo PBS 0,1 M obteve-se os extratos, na proporgdo 1:10 (p/v, g/mL). Os extratos foram adicionados ao meio BDA semissdlido na proporgdo 1/100 (V/V)
sendo em seguida homogeneizados e vertidos em placas de petri. No centro das placas, discos de micélio dos patégenos foram depositados, sendo vedadas e incubadas em camara B.O.D.
por até 96h, sob condigdes controladas de temperatura e fotoperiodo de 12h. A atividade antifingica dos extratos também foi avaliada em experimento in vivo, conduzido em casa de
vegetagdo. Para tanto, plantulas de feijoeiro foram inoculadas com os patégenos e testadas com diferentes concentragdes dos extratos de Piper sp. Foram avaliadas 6 concentragdes, com 5
repeti¢des por tratamento. Como controles foram usados tampdo PBS 0,1 M e os fungicidas Amistar e Vitavax, conforme recomendagdo do fabricante. As avaliagdes foram realizadas
diariamente, a partir do segundo dia de incubagdo, nas quais foram feitas as medi¢des do halo de crescimento dos fungos, por meio de um paquimetro, até que a medi¢do das placas que
continham o grupo controle com PBS atingissem a borda das mesmas. Dos extratos testados, o extrato de talo promoveu inibigdo do crescimento de R. solani estatisticamente superior ao
efeito do fungicida comercial, enquanto que contra S. rolfsii, embora o extrato tenha sido eficiente, o efeito foi inferior ao do fungicida testado. Este trabalho permite inferir que extratos de
Piper sp. apresentaram atividades significativas contra os fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Novos testes serdo realizados para verificar sua eficiéncia in vivo (campo).

Palavras-chave: Extratos; Atividade Fungitdxica; Fitopatdgenos.

Fungicidal activity of extracts of Piper sp. against fungi Rhizoctonia
solani and Sclerotium rolfsii

The search for mechanisms that may help in the control of phytopathogens has been recurrent, having as a source the biological diversity, due to its variability, providing compounds with
diverse pharmacological action, such as in the fight against microorganisms. Studies report the use of extracts against phytopathogenic fungi in order to maintain a balance of these pathogens,
as they cause great damages in several agricultural crops. Therefore, this work aims to test extracts of Piper sp. against the fungi Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii, pathogens of
extreme importance in the bean crop. In this way, stems and leaves of Piper sp. were collected in the greenhouse of Embrapa Ronddnia. Extracts, in the proportion 1:10 (w/v, g/mL), were
obtained in extraction solution 0.1 M PBS buffer. The extracts were added to the semi-solid BDA medium in the ratio 1/100 (V/V) and then homogenized and poured into petri dishes. In the
center of the plates, mycelial discs of the pathogens were deposited, being sealed and incubated in chamber B.O.D. for up to 96 hours, under controlled temperature and photoperiod
conditions. Fungal growth evaluations were performed daily, using a pachymeter, from the second day of incubation until control group plates measurement, with PBS buffer, reached total
growth. The antifungal activity of the extracts was also evaluated in an in vivo experiment conducted under greenhouse conditions. For that, bean seedlings were inoculated with the
pathogens and tested with different concentrations of Piper sp. Six concentrations were evaluated, with 5 replicates per treatment. As controls, 0.1 M PBS buffer and Amistar and Vitavax
fungicides were used, as recommended. From the extracts tested, stem extract promoted inhibition of R. solani growth statistically superior to that of the commercial fungicide, whereas
against S. rolfsii, although the extract was efficient, the effect was lower than that of the tested fungicide. This work allows to infer that extracts of Piper sp. presented significant activities
against the fungi Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii. Further testing will be performed to verify its in vivo efficiency (field).
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INTRODUGAO

No Brasil o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos alimentos mais populares fazendo parte
da dieta alimentar de toda a populac3o. E um alimento que possui propriedades nutricionais e funcionais
capazes de atender muitas necessidades basicas da alimentagdo humana destacando-se, principalmente,
como fonte protéica, no entanto, seu cultivo enfrenta sérios problemas fitossanitarios que limitam sua
produtividade, sendo importante, neste contexto, as pragas e doencas (GONCALVES et al., 2015).

Uma das doengas mais importantes nessa cultura sdo conhecidas como podriddes radiculares do
feijoeiro (CASA et al., 2011) também denominado mela, causada pelo fungo necrotréfico Rhizoctonia solani
Khun (teleomorfo Thanatephorus cucumeris) (FIALLOS, 2011), sendo um fungo patogénico de solo podendo
matar a planta antes da formagdo das infrutescéncias, provocando redugao de até 100% no rendimento de
grados (CASA et al., 2011).

O fungo Sclerotium rolfsii Sacc. é responsavel por podridées do colo e raizes, murcha e tombamento
de plantulas, em inUmeras espécies economicamente importantes, dentre as quais, o feijoeiro (BOSAH et al.,
2010; AULER et al., 2013). Trata-se de um patdgeno de dificil controle, pois forma esclerédios de cerca de
1mm de didmetro, de cor branca a castanha, que |he confere a capacidade de sobreviver por longos periodos
no solo em condi¢Ges adversas (YAQUB et al., 2011; AULER et al., 2013).

Desta forma, a busca por métodos alternativos de controle de doengas que causem menos impacto
ao meio ambiente e seja eficiente no manejo de doencas vem crescendo (CELOTO et al., 2008),
principalmente por ocorrer o uso indiscriminado e recorrente de fungicidas sintéticos, o que pode gerar o
aparecimento de cepas resistentes, acimulo de residuos téxicos em produtos agricolas e poluicdo ambiental
(PEREZ et al., 2011).

Os extratos de plantas sdo uma opc¢ao para o controle, agindo como fungicidas ou como reguladores
de crescimento de fungos patogénicos. A utilizacdo de extratos para o combate de fungos no contexto da
agricultura sustentavel é uma alternativa promissora, porque os compostos obtidos a partir de plantas sdo
biodegradaveis, altamente eficazes, de baixo custo e ndo poluem o meio ambiente (MARTINEZ et al., 2010;
MOO-KOH et al.,, 2014). E por algumas plantas apresentarem uma diversidade de substdncias em sua
composicdo, muitas vezes com potencial fungicida ou fungistatico, devem ser estudadas para serem
utilizadas diretamente pelo produtor, bem como servir de matéria-prima para sintese de novos fungicidas
(CELOTO et al., 2008).

Portanto, estudos que procurem identificar compostos alternativos que apresentem potencial de
controle para agentes fitopatogénicos e que minimizem possiveis efeitos adversos a saude do aplicador e ao
meio ambiente possuem grande importancia. Neste sentido, o presente estudo objetivou verificar o uso de
extratos vegetais com potencial bioativo no controle de fitopatégenos de importancia para a cultura do

feijoeiro, como os fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.
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MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Rondénia. Os materiais
vegetais sendo folha e talo de Piper sp. foram coletados na casa de vegetacdo da Embrapa Rondénia. Para
obtencdo dos extratos vegetais de folhas, estas foram inicialmente maceradas em nitrogénio liquido até
formacgao de um fino pdé. Em seguida, 10 g do tecido vegetal foi submetido a extracdo em tampdo PBS 0,1 M,
pH 7,4, na proporgdo de 1:10 (g/mL). A suspensdo foi submetida a agitacdo em mesa orbital agitadora por
24 horas, 100 rpm, 25 °C. Em seguida o material foi filtrado em pano de nylon de trama fina, centrifugado
(13000 rpm a 4°C por 20 minutos), e o sobrenadante foi acondicionado a 8 °C para realiza¢do das analises
laboratoriais.

Para a obtencdo do extrato vegetal de talo, este foi inicialmente conduzido a estufa por 48 horas, e
apods este periodo, triturado em moinho de bolas até formacdo de um fino pd. A partir dai o preparo do
extrato foi realizado conforme descrito anteriormente (SOUZA, 2004; FREIRE, 2015) adaptado. Os isolados
fungicos de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii utilizados na pesquisa foram retirados a partir de culturas
puras da cole¢do do laboratério de fitopatologia da Embrapa Rondonia, os quais foram mantidas em meio
BDA.

Para a realizagcdo dos ensaios de atividade fungitdxica (Atividade Antifungica in vitro), os extratos
foram homogeneizados ao meio BDA semissdlido fundente, de modo a obter uma concentragdo de 10%, e
vertidos em placas de Petri. Posteriormente a solidificagdo do BDA, foram transferidos no centro das placas,
discos de 0,5 cm de diametro do micélio dos fitopatdgenos. As placas de Petri foram incubadas em camara
BOD a uma temperatura de 25 2C, com fotoperiodo de 12 horas (VENTUROSO et al., 2011) adaptado. Os
controles utilizados no experimento foram tampao PBS (0,1 M) e o fungicida Amistar (0,6 g/L).

Para cada microrganismo, foram avaliados 16 tratamentos, sendo 4 repeticGes para cada (Extratos
talo e folha, Fungicida e Solucdo tampdo PBS). As avaliacdes foram realizadas diariamente, a partir do
segundo dia de incubacao, nas quais foram feitas medicdes do halo de crescimento dos fungos, por meio de
um paquimetro, até a medicdo das placas que continham o grupo controle com PBS atingissem a borda das
mesmas.

Para os ensaios em casa de vegetacao (Atividade Antifungica in vivo) com R. solani e S. rolfsii foram
utilizadas plantas de feijoeiro com 14 dias de plantio. As plantas foram inoculadas com uma suspensado de
fragmentos de micélios do patégeno (1x10° frag.micélios/mL) e disco de micélio de 0,5 cm de didmetro do
patégeno, respectivamente. Para avaliagdo de controle do patégeno, primeiramente aplicou-se a suspensao
fungica e os discos e depois os tratamentos com 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 mg/mL de extrato bruto de
Piper sp. Tratamentos controle com tampdo PBS 0,1 M, e os fungicidas Amistar (R. solani) e Vitavax (S. rolfsii)

foram preparados. Cada tratamento continha cinco repeticdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds as avaliagbes pode-se verificar a inibicdo dos fitopatdgenos (Tabela 1 e 2) sendo utilizados
extratos de Piper, folha e talo nas concentrag¢des de 1/10 (g/mL). Foram utilizados como controle positivo o
fungicida Amistar tendo em sua composic¢do (azoxistrobina) e controle negativo a solugdo tampao PBS. Para
o fungo Rhizoctonia solani, ambos os extratos de Piper sp., folha e talo, apresentaram atividade de inibigao
do crescimento fungico, com percentual de inibicdo de cerca de 3x superior ao observado com o controle

positivo (Figura 1).
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Figura 1: Halo de crescimento de Rhizoctonia solani na presenga de extratos de Piper sp.

Para o fungo Sclerotium rolfsii, ambos os extratos de Piper sp., folha e talo, apresentaram atividade
de inibicdo do crescimento fungico, com percentual de inibicdo semelhante ao observado com o controle

positivo (Figura 2).
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Figura 2: Halo de crescimento de Sclerotium rolfsii na presenca de extratos de Piper sp.
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As avalia¢Oes das atividades antifungicas in vivo foram conduzidas em mudas de feijoeiro inoculadas
com os dois fitopatdgenos. Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significativas entre eles, nas
concentracoes avaliadas, 15 dias apds a inoculacdo dos patégenos. Para o fungo R. solani, os extratos de talo
apresentaram menores valores médias de severidade, quando comparado com os extratos de folha (Figura
3). Entretanto, os valores médios de severidade para o fungicida foram melhores em todas as concentragdes
avaliadas. Também para o fungo S. rolfsii, os valores médios de severidade foram menores nos extratos de
talos, quando comparados com os extratos de folha (Figura 4). Também aqui, a severidade para o tratamento

com fungicida foi menor do que para com os extratos em ambos os casos.
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Figura 3: Percentual de severidade da doencga por Rhizoctonia solani na presenga de extratos de Piper sp.
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Figura 4: Percentual de severidade da doenca por Sclerotium rolfsii na presenca de extratos de Piper sp.

Segundo Celoto et al. (2008), para se obter um produto que seja vidvel a recomendacdo aos
produtores ou a sintese de nova molécula fungicida, existe necessidade de pesquisa que procure detectar
onde estdo essas substancias, tendo como hipdtese que extratos de plantas de nossa flora tém propriedades
antimicrobianas. Um exemplo disso sdo as plantas do género Piper sendo de interesse a farmacologia devido
a grande variedade de metabdlitos secundarios que apresentam (alcaldides, flavondides, arilpropandides e

lignanas) (JUDD et al., 2002; FACUNDO, 2008; SANTANA, 2012).
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O emprego dos extratos vegetais é bastante conhecido, caso do extrato de camomila que inibiu 52%
o crescimento micelial de Fusarium sp. e o fungo Botrytis sp. que foi inibido com os extratos de alecrim,
eucalipto e menta e o cravo-da-india controlou 100% o crescimento micelial de C. gloeosporioides, F.
oxysporum f.sp. vasinfectum e P. oryzae (CAMATTI-SARTORI et al., 2011; SILVA et al., 2012).

Medeiros et al. (2012) e Rodrigues et al. (2014) também verificaram que houve diferengas nos
controles entre as diferentes partes das plantas testadas, tanto para o controle de Fusarium oxysporum como
para o pulgdo preto. Isso provavelmente se deve ao fato de existirem diferentes constituintes e em diferentes
concentracdes em todas as partes das plantas, podendo variar da espécie da planta, parte utilizada,
finalidade, localizagdo geografica, sazonalidade, idade fisiologica da planta e época de colheita (FACUNDO et
al., 2008; MEDEIROS et al., 2012; MORALESA, et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014).

Silva et al. (2007) obteve resultados que demonstraram que os 6leos essenciais de Piper callosum,
Piper marginatum var. anisatum e Piper enckea tiveram acgdo fungitdxica significativa contra trés
fitopatogenos testados, sendo eles Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici.
Stangarlin (2007) demonstrou que pimenta longa apresentou efeito inibitério inferior a 50% no crescimento
do fitopatdgeno S. sclerotiorum. Freire (2015) testou os extratos etandlicos de talos de P. tuberculatum, onde

o0 mesmo apresentou eficiéncia no controle in vitro de R. solani e S. rolfsii.

CONCLUSOES

Os testes permitem inferir que extratos de Piper sp. apresentaram atividades fungitdxicas
significativas contra os fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii, demonstrando sua eficacia in vitro,

entretanto, esta atividade nao se repetiu nos ensaios em casa de vegetacao.
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