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O presente estudo avaliou o potencial fungitoxico in vitro de extratos de pimentdo vermelho
(Capsicum annuum L.) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x10,
sendo dois tipos de extratos (etanolico e hidroetandlico) aplicados em 10 concentraces (0,0; 0,2;
0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0%). Cada extrato foi incorporado ao meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) e vertido em placas de Petri. As placas foram inoculadas com discos de 1
cm de didmetro contendo micélios do fungo e incubadas durante sete dias a 27+2°C. Para
verificar a diferenca entre os tratamentos, foram estimadas a porcentagem de inibicdo de
crescimento micelial (PIC) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM). Todas as
concentragdes dos dois extratos de pimentdo apresentaram inibi¢do do crescimento micelial de C.
gloeosporioides quando comparados a testemunha. A inibicdo total do crescimento foi obtida
quando se utilizou o extrato etan6lico na maior concentracdo (5,0%) e ultrapassando 50% de
inibicdo na concentracdo de 2%, sendo superior a obtida pelo extrato hidroetandlico que na
concentragdo maxima inibiu apenas 27,5% do crescimento do fungo. Assim, em condicGes in
vitro, o extrato etandlico de pimentdo vermelho mostrou-se promissor no controle de C.
gloeosporioides. A concentragdo de 5,0% promoveu o maior efeito inibitdrio.

ABSTRACT
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This study assesses the in vitro fungitoxic effect of the red bell pepper (Capsicum annuum L.) on
mycelial growth of Colletotrichum gloeosporioides. The experiment had a completly randomized
design in a 2 x 10 factorial scheme, with two types of extracts (ethanolic and hydroethanolic)
applied in ten concentrations (0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, and 5.0). Each extract was
added to PDA (Potato Dextrose Agar) medium and poured in Petri dishes. The dishes were
inoculated with 1 cm diameter disc containing fungal mycelia and incubated for seven days at
27+2°C. To verify the difference among treatments, we estimated the percentage of mycelial
growth inhibition (PGI) and index of mycelial growth speed (IMGS). All concentrations of both
extracts inhibited the mycelial growth of C. gloeosporioides when compared to the negative
control. The complete inhibition was obtained when the ethanolic extract was used in the highest
concentration (5.0%) and surpassed 50% of inhibition with 2% concentration, being superior to
the hydroethanolic extract that in maximum concentration inhibited only 27.5% of fungus
growth. Thus, under in vitro conditions, the ethanolic extract of red bell pepper at showed to be
promising in the control of C. gloeosporioides. The concentration of 5.0% promoted the greatest

Revista Verde
ISSN 1981-8203
Pombal, Paraiba, Brasil

v. 14, n.3, jul.-set, p.382-388, 2019
doi: 10.18378/rvads.v14i3.6620

inhibitory effect.


http://orcid.org/0000-0003-0180-1021
http://orcid.org/0000-0002-2096-2122
http://orcid.org/0000-0001-8115-6522
http://orcid.org/0000-0003-2101-0438
http://orcid.org/0000-0002-1256-7704
http://orcid.org/0000-0001-5067-0545
mailto:kevsfranca@gmail.com
mailto:yaroslaviapaiva@gmail.com
mailto:eng.pliniotercio@gmail.com
mailto:lidiapinheiro03@gmail.com
mailto:evertonquimica@hotmail.com
mailto:tiagoipj@yahoo.com.br

Kevison Romulo da Silva Franca et al.

INTRODUCAO

O género Colletotrichum inclui alguns dos patdgenos de
plantas mais importantes economicamente nas regides tropicais
e subtropicais do mundo (WALLER 1992; SILVA et al., 2006).
Em razdo da sua ampla distribuicdo mundial, alta capacidade de
destruicdo e importdncia cientifica como modelo de
patossistema, 0 género encontra-se entre 0s dez principais
fungos causadores de doencas em plantas (DEAN et al., 2012).

Vérias espécies de Colletotrichum sdo agentes causadores
da antracnose em uma ampla variedade de culturas, incluindo
cereais (PEDRO et al., 2012; PARREIRA et al., 2014;
ROGERIO et al., 2017), hortaligas (REIS et al., 2009) e frutas
(BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004; LEMOS et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2016; PENG et al., 2013; GAN et al., 2016).
De modo geral, as doengas causadas por Colletotrichum spp.
sdo registradas mundialmente como responsaveis por perdas
significativas nas fases pré e p6s colheita (JEFFRIES; DOOD,
1990).

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc é um
importante representante do género, sendo capaz de infectar
pelo menos 1.000 hospedeiros (PHOULIVONG et al. 2010). A
antracnose causada por este fungo acomete frutiferas como o
maméo (Carica papaya L.) (DEMARTELAERE et al., 2015),
manga (Mangifera indica L.) (ABD-ALLA; WAFFA, 2010),
maracuja (Passiflora edulis) (FISCHER et al., 2007) e goiaba
(Psidium guajava L.) (FISCHER et al., 2012). Considerada a
principal e mais destrutiva doenga em pos-colheita nas regides
tropicais e subtropicais do mundo, a antracnose também pode
ocasionar perdas em culturas ainda no campo (LIMA FILHO et
al., 2003; RAKESH; SINGH, 2017).

Os defensivos quimicos tém sido amplamente utilizados
no controle desses fitopatégenos e sdo os principais produtos
aplicados na reducdo das perdas econémicas ocasionadas pela
antracnose (LIMA et al., 2012). Devido a alta toxicidade, esses
produtos contaminam o ambiente (CANDIDO E SILVA et al.,
2013), elevam os custos de producdo (PERINA, 2014) e
limitam a comercializacdo de produtos agricolas no mercado
externo (ADAMI et al., 2016). Além disso, 0 uso
indiscriminado pode favorecer o surgimento de fitopatdgenos
resistentes (SOUZA JUNIOR et al., 2009) e causar danos sobre
espécies ndo-alvo, incluindo seres humanos (FARIA et al.,
2009).

Os efeitos nocivos resultantes da utilizacdo excessiva e
indiscriminada de fungicidas sintéticos tem motivado a busca
por métodos alternativos de controle que sejam eficazes no
manejo de doencgas de plantas e que ndo oferecam riscos a saude
humana e ao meio ambiente. A utilizacdo de extratos vegetais
tem sido amplamente estudada para essa finalidade, e alguns
estudos tem apresentado resultados promissores no controle de
diversos fungos fitopatogénicos (CAMATTI-SARTORI et al.,
2011; NARUZAWA et al., 2011; VENTUROSO et al., 2011a;
VENTUROSO et al., 2011b).

O pimentdo (Capsicum annuum L.), membro da familia
Solanaceae, possui uma gama de compostos bioativos
provenientes de seu metabolismo primario ou secundario, 0s
quais podem apresentar acdo antimicrobiana (NOGUEIRA,
2013). A atividade biolégica dos compostos extraidos do

pimentdo é geralmente atribuida a capsaicina e a alguns
pigmentos. A capsaicina € um alcaldide responsavel pela
pungéncia e atividade antimicrobiana em diversas pimentas do
género Capsicum (LUO; PENG; LI, 2011). A concentragdo
desse composto é afetada por diversos fatores, como estadio de
maturacdo do fruto, cultivar, manejo pdés-colheita, condicdes
ambientais e concentracdo de carotenoides (MENICHINI et al.,
2009; ZHUANG et al., 2012; SURH, 1998; PAULA, 2008). No
controle de fitopatdgenos, a capsaicina apresentou resultados
promissores na inibicio da germinacdo conidial de
Colletotrichum  capsici  (KRAIKRUAN; SANGCHOTE;
SUKPRAKARN, 2008) e do crescimento micelial de
Penicillium expansum (FREIRA et al., 2013), Aspergillus niger
e Botrytis cinerea (XING; CHENG,; LI, 2006).

Tendo como hipbtese a presenca de compostos bioativos
com atividade antifngica em frutos de pimentdo, a utilizacdo
do seu extrato pode ser uma alternativa promissora no controle
de fitopatdgenos. Assim, objetivou-se com o presente trabalho
avaliar o efeito in vitro de extratos de pimentdo vermelho
(Capsicum annuum L.) sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides.

MATERIAL E METODOS
Local dos experimentos e obtencao dos materiais

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia
de Alimentos da Universidade Federal de Campina Grande,
Campus de Pombal, Paraiba. O experimento foi realizado no
periodo de marco a abril de 2019. Para a realizagcdo do
experimento foi utilizado o isolado flngico 3331 de
Colletotrichum gloeosporioides fornecido pela colecdo de
fungos fitopatogénicos Prof. Maria Menezes da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. O fungo foi preservado em agua
destilada estéril pelo método Castellani até a realizacdo do
ensaio (CASTELLANI, 1967). Os pimentdes foram obtidos em
feira livre no comércio local do municipio de Pombal, PB.

Os pimentdes foram desinfetados em solugdo de
hipoclorito de s6dio a 2% durante 20 minutos, lavados em &gua
destilada estéril trés vezes e secos em temperatura ambiente.
Apos a secagem, os peddnculos e as sementes foram retirados
manualmente.

Para a obtengdo do farelo, os pimentdes foram cortados
em tiras e submetidos a processos de secagem utilizando estufa
microprocessada com circulacdo de ar a 60°C durante duas
horas e posteriormente a 55°C até que fosse atingido o valor
médio de umidade entre 7 e 10%, segundo a metodologia
descrita por Spoto, Oetterer e Regitano-D’Arce (2006).
Finalizado o processo de secagem, o material foi moido em
moinho de facas com quatro ldminas de aco inoxidavel e
peneira de 10 mesh.

As extracBes foram realizadas na proporcdo de 1:8
(farelo:solvente). Para o extrato etanolico foi utilizado o alcool
etilico (99,5%) como meio extrator, enquanto, para o extrato
hidroetanolico foram utilizados alcool etilico (70%) e agua
deionizada (30%).

As amostras foram homogeneizadas durante uma hora em
mesa agitadora sob 120 rpm de velocidade e em seguida,
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permaneceram em repouso durante 24 horas. Apés esse periodo,
foi realizada a filtracdo a vacuo das amostras em funil de
Bichner. O liquido filtrado foi submetido a extracdo em
evaporador rotativo a temperatura de 60°C até a eliminacdo do
solvente nas amostras. Os extratos obtidos foram coletados em
recipiente de vidro, envoltos em papel aluminio e armazenados
em refrigerador a temperatura de -5°C (TORRES et al., 2002).
Para conseguir 0 maximo de extratos, o 4&lcool etilico
recuperado durante a extracdo foi adicionado novamente nas
amostras residuais para uma nova extracdo, as quais foram
submetidas aos mesmos procedimentos descritos anteriormente
(SILVA, 2017).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x10, sendo 2
extratos (etanolico e hidroetandlico) em 10 concentragdes (0,0;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0%), com 5 repeticdes
cada. Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar) autoclavado e fundente &
temperatura de 46-48° C. Apo6s o resfriamento, o meio de
cultura foi vertido em placas de Petri de 7,5cm de didmetro sob
condicOes assépticas. Discos de meio de cultura com 1cm de
didmetro contendo micélios do fungo foram transferidos para o
centro de cada placa contendo os tratamentos. Em seguida, as
placas foram envoltas em plastico filme e incubadas por 7 dias
em incubadora B.O.D (Biochemical Oxigen Demand) a uma
temperatura de 27+£2° C.

O crescimento micelial foi avaliado através de medicdes
didrias do didmetro das col6nias obtido através da média de
duas medidas perpendiculares, com o auxilio de uma régua
graduada. Com o resultado das medidas, foram calculados a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC;
BASTOS, 1997) e o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM, OLIVEIRA, 1991) segundo as férmulas (1) e

Q).

pIC (Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) X 100
Crescimento da testemunha (1)

Diametro médio atual — Diametro médio anterior
IvVcM =

Numero de dias apos a inoculacio 2)

Os dados foram analisados aplicando-se analises de
variancia fatorial, levando-se em consideragdo as seguintes
fontes de variacdo: tipo de extrato, concentracdo de extrato e a
interacdo entre esses fatores. As analises foram realizadas no
programa Past 3.12 (HAMMER et al., 2001).

Para verificar o efeito das concentra¢@es do extrato sobre o
crescimento do fungo foram realizadas regressdes nos modelos
polinomial para o extrato etandlico e linear para o extrato
hidroetandlico. As regressGes foram realizadas no programa R
Core Team 3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados apresentados na Figura 1, todos
o0s tratamentos apresentaram inibicdo do crescimento micelial e
velocidade de crescimento de Colletotrichum gloeosporioides
quando comparados a testemunha. Para o extrato etandlico, as
porcentagens de inibigdo aumentaram significativamente a

medida que se aumentaram as concentracfes do extrato,
ultrapassando 50% de inibicdo na concentracdo de 2% e
atingindo o valor maximo (PIC=100%) na concentracdo de
5,0%. Por outro lado, o extrato hidroetandlico obteve inibicdo
méaxima de 27,5% na maior concentracao (5,0%) (Figura 1).

Figura 1. Efeito das concentracfes de extratos de pimentdo
vermelho sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides.
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A velocidade de crescimento micelial, por se tratar de uma
variavel inversamente proporcional a porcentagem de inibicéo,
apresentou comportamento  contrario, havendo reducédo
significativa com o0 aumento das concentracdes testadas para 0s
dois extratos. O extrato etan6lico reduziu mais efetivamente a
velocidade de crescimento do fungo nas maiores concentracdes,
sendo observada a paralisacdo do crescimento na concentragdo
de 50% (IVCM=0,00 cm dia’), enquanto que o extrato
hidroetanélico, na mesma concentracdo (5,0%), obteve a
velocidade de crescimento de 0,36 cm dia™, ambas diferindo da
testemunha negativa, que apresentou a maior velocidade de
crescimento (0,49 cm dia™).

Figura 2. Efeito das concentracfes de extratos de pimentdo
vermelho sobre a velocidade de crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides.
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A porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC)
e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
diferiram significativamente entre os dois tipos de meio de
extracdo e as concentragdes dos extratos. Além disso, estes
fatores apresentaram interacdo significativa, pois o aumento na
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concentragdo foi mais eficiente quando o tipo de extrato
utilizado foi o etandlico. Nesse caso, foi observado um
comportamento dose-dependente, ou seja, a inibicdo foi maior
em funcdo do aumento das concentrac@es.

Utilizando o extrato hidroetandlico, o incremento das
concentragdes ndo potencializou efetivamente a inibicdo do
crescimento do fungo, pois em algumas concentragdes deste
extrato o crescimento micelial foi maior que na testemunha.
Uma das hipdteses levantadas pelos autores para este
comportamento, além da baixa atividade dos compostos ativos,
seria que alguns constituintes in6cuos presentes em maiores
concentragbes se tornaram recursos nutritivos ao fungo,
favorecendo o seu desenvolvimento mesmo na presenca de
componentes fungitoxicos.

A maior eficicia do extrato etandlico pode ser justificada
pela extracdo mais efetiva dos constituintes bioativos do
pimentdo vermelho ao utilizar o etanol como Unico meio
extrator. Ao avaliar a atividade antifingica de 20 extratos
vegetais, utilizando dois meios de extracdo (&gua e etanol)
Celotto et al. (2008) verificaram que, de modo geral, os extratos
hidroetandlicos obtiveram maior porcentagem de inibicéo
micelial de C. gloeosporioides quando comparados aos extratos
aquosos. Os autores afirmam que o etanol apresenta maior
eficiéncia na extracdo de substancias antifingicas. Enquanto, a
menor eficiéncia de extratos aquosos esta associada diretamente
a baixa concentragdo de principios ativos extraidos em funcéo
da baixa solubilidade desses constituintes em agua (SILVA et
al., 2009).

A capsaicina é um dos principais componentes ativo das
pimentas do género Capsicum conhecida por sua alta atividade
biolégica (LUO; PENG; LI, 2011), incluindo atividade
antimicrobiana. Alguns estudos mostraram que a capsaicina
exibiu efeito antifingico sobre Colletotrichum capsici
(KRAIKRUAN; SANGCHOTE; SUKPRAKARN, 2008),
Penicillium expansum (FIEIRA et al., 2013), Aspergillus niger
e Botrytis cinerea (XING; CHENG; LI, 2006). O efeito
antifungico dos extratos utilizados no presente estudo pode ter
sido ocasionado pela presenca da capsaicina, no entanto, os
constituintes do extrato devem ser determinados para uma
avaliacdo mais adequada sobre os compostos responsaveis por
essa atividade bioldgica.

O controle micelial in vitro de Colletotrichum spp.
utilizando extratos de outras espécies vegetais tem sido
evidenciado em outros estudos, sendo esses resultados similares
ou inferiores aos nossos. Por exemplo, Venturoso et al. (2011b),
utilizando o extrato aquoso de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), obtiveram inibig8o total do crescimento micelial
de Colletotrichum sp. ao utilizar o extrato apenas na
concentragdo de 7,4%. Semelhantemente, Rozwalka et al.
(2008) observaram supressdo do crescimento de C.
gloeosporioides ao utilizar o extrato aquoso da mesma espécie
vegetal na concentracdo de 10%. O extrato de carqueja
(Baccharis trimera) obteve efeito significativo sobre o
crescimento micelial de C. gloeosporioides somente na
concentracdo de 20% (MILANESI et al., 2009). Por outro lado,
Ferreira et al. (2014) observou efeito fungitoxico ao utilizar o
extrato aquoso de erva-cidreira em concentragdes variando de 4
a 8%.Ha uma crescente busca e interesse por produtos
alternativos  aos  defensivos  quimicos  convencionais,

principalmente em razdo da sua alta toxicidade e impactos
ambientais, econdmicos e a salde publica. Diversos métodos de
controle alternativo de doencas de plantas tém sido
desenvolvidos com o intuito de reduzir os impactos negativos
ocasionados pela utilizacdo exclusiva de defensivos quimicos.
Esse conjunto de praticas e processos sera relevante na
transicdo do atual sistema de producdo para uma agricultura
mais sustentavel no Brasil (EMBRAPA, 2018).

Devido a presenca de substancias bioativas com atividade
antimicrobiana, a utilizacdo de extratos vegetais pode ser uma
alternativa promissora na prote¢do de plantas contras fungos
fitopatogénicos (CAMATTI-SARTORI, et al., 2011). Entre os
beneficios da utilizacdo de defensivos a base de produtos
naturais podemos destacar a sua menor persisténcia no meio
ambiente (FOKIALAKIS et al., 2006), baixa toxicidade e
minimizacao de riscos a satde do produtor e consumidor final.

No presente estudo, o crescimento micelial de C.
gloeosporioides foi paralisado na concentracdo de 5,0% do
extrato etanolico. Para além disso, as inibi¢cGes obtidas nas
concentragdes inferiores (2,0; 3,0; e 4,0%) foram bastante
significativas, variando entre 69,1 e 84,4%. Do ponto de vista
econdmico, esse € mais um beneficio da utilizacdo do extrato
etanodlico de pimentdo vermelho, uma vez que é possivel a
obtencdo de uma forte inibicdo micelial utilizando-se o extrato
bastante diluido, que associado a outras técnicas de manejo,
poderiam promover um controle efetivo do patégeno com
economia do produto.

Portanto, os resultados obtidos demonstraram a capacidade
do extrato etandlico de pimentdo vermelho em reduzir e impedir
o crescimento micelial de C. gloeosporioides em condigdes in
vitro. No entanto, sdo necessarias investigagdes em condi¢des
de campo, além de estudos acerca dos constituintes quimicos
presentes no extrato que promoveram o efeito antifingico, para
que sejam estabelecidas concentracdes seguras da sua
utilizacéo.

CONCLUSAO

O extrato etandlico de pimentdo vermelho tem potencial
fungitéxico sobre Colletotrichum gloeosporioides, que em
condi¢Bes in vitro mostrou-se promissor no controle deste
fitopatégeno. A concentragdo de 5,0% promoveu o maior efeito
inibitério.
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