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Epigrafe

“Feliz o homem a quem Deus corrige!

N&o rejeites, pois a repreensdo do Poderoso, porque ele fere, mas trata da
ferida; golpeia, mas suas proprias maos curam. De seis tribulacdes te livrara, e na
sétima, o mal néo te atingira.

Na fome, ele te livra da morte e, na guerra, do perigo da espada. Estaras
salvo do acoite da lingua e nao teras medo da devastacéo, quando chegar.

Na desolacédo e na penuria has de rir, e dos animais selvagens nao teras
receio.

Até com as pedras do campo fards alianca e os animais selvagens serao
amistosos contigo.

Saberas que estd em paz a tua tenda e, visitando a tua propriedade, veras
gque nada falta.

Desceras ao sepulcro ainda em teu vigor, como a colheita do trigo em
tempo certo. Olha as coisas sdo assim, como investigamos a fundo: escuta bem e

tira proveito para ti”. (Biblia Sagrada. Livro de Jo, cap 5, 17-27).



RESUMO
Caracterizacdao fisiolégica e uso de extratos vegetais no controle in vitro de
Fusarium solani isolado de raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz)

no municipio de Humaita, AM.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar fisiologicamente e testar extratos
vegetais no controle in vitro de F. solani isolado de raizes de mandioca. O fungo
foi cultivado utilizando cinco meios de cultura (batata dextrose éagar, batata
sacarose agar, mandioca agar, micophil e agar-dgua) sob trés regimes de
luminosidade (escuro continuo, fotoperiodo de 12 h e luz continua) durante o
periodo de incubacao de sete dias, a temperatura de 25 °C + 2 °C. O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (5x3),
com trés repeticdes. Quanto o controle in vitro de F. solani utilizou-se o método de
incorporagao dos extratos de Alho, Capim santo e Pimenta malagueta ao meio
para as concentracfes finais de 1, 10, 20 e 40%. A analise da inibicdo do
crescimento micelial foi feita medindo-se os didmetros das colénias em dois
sentidos diametralmente opostos com auxilio de uma régua milimetrada durante 5
dias. Avaliou-se a esporulacdo, a partir da contagem de trés leituras por
tratamento dos esporos do fungo em hemacitdmetro, apds a incubacédo. Quanto a
germinacdo, esporos de F. solani na concentracdo de 2x10° foram imersos em
solucBes dos extratos, nas concentracbes mencionadas, e avaliados quanto a
germinacdo de conidios 12 horas apds a imersdo. Os meios BDA e BSA sob
regime de luz continua induziram maior crescimento micelial e producdo de
conidios. Enquanto que no meio AA sob escuro continuo ocorreu as menores
taxas de esporulacdo e crescimento micelial. Os extratos empregados reduziram a
taxa de crescimento micelial, esporulacdo como também a germinacéo de esporos
de F. solani. O extrato de alho a partir da concentracdo de 20% mostrou maior

eficiéncia em relagdo aos demais tratamentos.

Palavras-chaves — Avaliagdo, Fisiologia, Manihot esculenta, Podriddo radicular,

Extratos vegetais.



ABSTRACT

Physiological characterization and use of plant extracts in in vitro control of
Fusarium solani isolated from roots of cassava (Manihot esculenta Crantz) in
the city of Humaita AM.

The objective of this study was to characterize physiologically and test plant
extracts in in vitro control of F. solani isolated from cassava roots. The fungus was
grown using five culture media (potato dextrose agar, potato sucrose agar,
cassava, agar-agar and water micophil) under three lighting regimes (continuous
darkness, a photoperiod of 12 h continuous light) during the incubation period of
seven days, the temperature of 25 ° C = 2 oC. The trial was conducted in a
completely randomized in factorial scheme (5x3) with three replications. The in
vitro control of F. solani used the method of incorporation of extracts of garlic,
lemongrass and chili pepper in half to the final concentrations of 1, 10, 20 and
40%. The analysis of inhibition of mycelial growth was done by measuring the
diameters of the colonies in two diametrically opposite meanings with the aid of a
millimeter ruler for 5 days. Sporulation was evaluated from the count of three
readings by the treatment of fungal spores in hemacytometer after the incubation.
Germination, spores of F. solani at a concentration of 2x106 were immersed in
solutions of the extracts at concentrations above, and evaluated for germination of
conidia after 12 hours immersion. The BDA media and BSA under the regime of
continuous light induced higher mycelial growth and conidial production. While in
the middle AA in continuous darkness was the lowest rates of mycelial growth and
sporulation. The extracts employed reduced the rate of mycelial growth,
sporulation as well as the germination of spores of F. solani. The extract of garlic
from the concentration of 20% showed greater efficiency relative to other
treatments.

Keywords - Assessment, Physiology, Manihot esculenta, root rot, plant extracts.
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1. INTRODUCAO

A podriddo radicular, causada principalmente, por Fusarium sp. e
Phytophthora sp. € um dos fatores limitantes da producdo de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) em algumas areas da Regido Norte e Nordeste. A doenca é
particularmente importante nos ecossistemas de Véarzea e de Terra Firme dos
Estados do Amazonas, Para, e Amapa (SERRA et al., 2009).

A dificuldade em conseguir isolados esporulantes, ou mesmo padronizar
condicbes ideais para a esporulacdo de fungos fitopatogénicos, € um dos
principais problemas enfrentados por grupos de pesquisa que visam a
identificacéo de cultivares resistentes (CRUZ et al., 2009).

Sabe-se que a composi¢cao do meio de cultura a temperatura e luminosidade
determinam a quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulacdo dos
fitopatdgenos (DHINGRA e SINCLAIR 1995).

Para serem desenvolvidos estudos de controle da doenca como o
desenvolvimento de resisténcia genética do hospedeiro ou produtos alternativos
com potencial fungitoxico, ha necessidade de se fazerem inoculacdes artificiais em
ambientes controlados e experimentos in vitro, o que requer a produ¢do massal de
esporos do patdgeno. Atualmente o controle da doenca é realizado basicamente
com a utilizacdo de fungicidas. Porém a adocao indiscriminada destes produtos
tem ocasionado problemas de contaminacdo humana e ambiental, e tem
provocado a selecdo de patdgenos resistentes a esses produtos quimicos (GHINI
e KIMATI, 2000). A busca de substitutos para estes produtos encontra nas plantas
uma alternativa de interesse econdmico e ecoldgico bastante promissor (SOUZA
et al., 2007).

A Amazbnia com sua biodiversidade € uma grande fonte de recursos
naturais para obtencédo de substancias fungitoxicas com potencial para utilizacao
no controle de doencas de plantas (SILVA e BASTOS, 2007). Da regido ja existe
uma grande quantidade de metabdlitos secundarios das plantas medicinais que
foram isolados e identificados em relagdo a estrutura quimica, porém, ainda nédo

foram estudados quanto as atividades fungitoxicas. A obtencdo dos metabdlitos
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secundarios de plantas, bem como, a determinacéo da atividade biologica de suas
moléculas, com respeito a atividade elicitora e/ou antimicrobiana poderé contribuir
para a aquisicdo de maiores conhecimentos que reforcam a possivel utilizacdo
como um meétodo alternativo de controle de doencas de plantas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais sobre o cultivo da mandioca

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, pertence a classe das dicotiledéneas
e a familia Euphorbiaceae, constituida por 7.200 espécies. Das 98 espécies
pertencentes ao género Manihot, somente M. esculenta tem propriedades
comerciais para a producdo de raizes tuberosas comestiveis, mas todas elas tém
capacidade de intercruzamento (CEBALLOS e CRUZ, 2002).

A mandioca € um arbusto perene, com altura média de um a cinco metros,
sendo que geralmente n&o ultrapassa os trés metros (CEBALLOS e CRUZ, 2002).
Possui destacavel adaptacdo a uma elevada diversidade de ambientes, tolerancia
a distintos fatores bidticos e abidticos prejudiciais a producéo, e diversificada
versatilidade de uso (CONCEICAO, 1981).

A cultura se desenvolve com vigor em locais onde ndo ocorrem geadas, e
com temperaturas entre 16 e 38°C (CONCEICAO, 1981). Temperaturas inferiores
a 20°C ndo sao convenientes para o cultivo da espécie, fato que leva os
agricultores de regibes frias a evitar tal plantio. Entre 20 e 25°C a taxa
fotossintética de plantas de mandioca mantem-se estavel e o maximo de atividade
fotossintética ocorre na faixa de 35°C, sendo que temperaturas superiores e
inferiores reduz este indice (EI- SHARKAWY et al., 1989).

Uma mesma cultivar de mandioca dificilmente se comporta de maneira
semelhante em todos o0s ecossistemas, 0 que justifica, em parte, a elevada
diversidade de cultivares utilizada pelos agricultores de mandioca do Brasil. O
elevado numero de pragas e doencas que afetam o cultivo de mandioca sao
fatores determinantes para a necessidade de elevado numero de cultivares
existentes (FUKUDA et al., 2003).

Quanto aos tratos culturais a mandioca € predominantemente cultivada por
pequenos produtores, que usam pouca ou nenhuma tecnologia de produgcdo como
observado no municipio de Humait4-AM. Na maioria das regides do mundo foram
0s proéprios produtores quem primeiro definiram os periodos mais apropriados para

efetuarem a colheita da planta (CONCEICAO, 1981). De acordo com Lorenzi e
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Dias (1993), as raizes tuberosas de mandioca podem ser coletadas conforme as
necessidades, ndo apresentando um periodo critico de colheita. Porém, o periodo
de trincamento do solo proximo da planta € um bom indicativo da maturacdo das
raizes. Entretanto, Carvalho et al., 1988, citou que muitos produtores observam o
amarelecimento e queda das folhas, ou ainda, o ressecamento das extremidades

das hastes para realizar a colheita.

2.2. Podridéo radicular da cultura da mandioca

As podriddes radiculares causadas por patégenos como Phytophthora
spp. e Fusarium spp. caracterizam-se como uma das doencas mais importantes
da mandioca, pois afetam a qualidade sanitaria do material de plantio e causam
apodrecimento das raizes (LOZANO, 1989). Diferenciam-se por estarem
normalmente restritas as areas de solos argilosos e mal drenados causando
problemas nos plantios feitos em baixadas e varzeas (MASSOLA e BEBENDO,
2005), recentemente uma grande epidemia causada por Phytophtora spp. causou
perdas na ordem de 60 % em extensas areas da Regido Amazodnica.

Segundo Lozano et al. (1985), esse patégeno ataca plantas jovens e adultas,
estas mostram-se amarelecidas e posteriormente murcham e secam causando
severo desfolhamento, quanto as raizes as torna escuras com estrias negras
internamente exudando um liquido fétido, culminando com a morte da planta.
Diferencia-se por estar normalmente restrita as areas de solos argilosos e mal
drenados causando problemas nos plantios feitos em baixadas e varzeas
(MASSOLA e BEBENDO, 2005). Em alguns casos, tém-se observados prejuizos
totais, principalmente em plantios conduzidos em areas sujeitas a constante
encharcamento (MUNIZ et al., 2006). Estima-se que, na Regido Amazobnica as
perdas causadas pela podriddo radicular chegam a ser superiores a 50% na
Varzea, podendo atingir até 30% na Terra Firme (MATTOS et al., 2003).

A disseminagdo do fungo ocorre através de rizomorfas que avangcam no
solo a varios metros de distancia (LIMA et al., 1995).
No concerne ao controle da doenca (MASSOLA e BEBENDO, 2005)

recomendam o plantio em solos com boa drenagem, porém, nas areas de
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varzeas, as praticas culturais para o controle das podriddes radiculares envolvem
a rotacdo de cultura na estacdo seca, com milho ou arroz, e o plantio em
camalhdes de 30 cm de altura aproximadamente, além disso pode-se utilizar
manivas sadias e tratadas quimicamente através da imersao por 10 minutos numa

suspensao de Fosetyl — Al (80%) na concentracéo de 2 g/L.

2.3. Caracterizagdo fisiol6gica de F. solani

Para serem desenvolvidos estudos de controle da doenca como o
desenvolvimento de resisténcia genética do hospedeiro ou produtos alternativos
com potencial fungitéxico, ha necessidade de se fazerem inoculagées artificiais em
ambientes controlados e experimentos in vitro, o que requer a producdo massal de
esporos do patdégeno. Nozaki et al.,, (2004), afirmam que nem sempre as
condi¢cBes que favorecem o crescimento sdo as mesmas para esporulacdo, pois a
luz exerce efeito direto sobre o fungo, induzindo ou inibindo a formacédo de
estruturas reprodutivas. Segundo estes autores, alguns meios de cultura sdo mais
favoraveis para a esporulagdo de fungos que outros, por apresentarem
carboidratos complexos que sdo menos adequados para a producdo de hifas
vegetativas, porém mais adequados a producao de esporos.

Quando um fungo cresce bem em um substrato e ndo em outro, acredita-se
gue metabdlitos especificos estejam envolvidos (MENEZES e SILVA-HANLIN,
1997). A esporulacdo € um processo de diferenciagcdo mais especifico, no qual,
estdo envolvidas as células reprodutivas afetadas por modificagcbes morfolégicas,
fisiologicas e bioguimicas (CASTRO e COELHO, 2000).

2.4. Utilizacdo de extratos vegetais no controle de fitopatégenos
Atualmente o controle da doenca é realizado basicamente com a utilizacao
de fungicidas. Porém a adocao indiscriminada destes produtos tem ocasionado
problemas de contaminagdo humana e ambiental, e tem provocado a selecdo de
patdgenos resistentes a esses produtos quimicos (GHINI e KIMATI, 2000). A
busca de substitutos para estes produtos encontra nas plantas uma alternativa de

interesse econdmico e ecologico bastante promissor (SOUZA et al., 2007).
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Os resultados alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado
promissores para uma utilizacdo pratica no controle de fitopatégenos em diversas
culturas (FRANCO e BETTIOL, 2000; BENATO et al., 2002; CARRE et al., 2002;
MOREIRA et al., 2002). Foi verificado por Oliveira (2008) que a utilizacdo de
extratos vegetais de alho em diferentes concentracfes (20, 30 e 40%) pode ser
uma alternativa de controle de F. gutiforme. Souza et al., (2007) relataram que o0s
extratos de alho e capim-santo (Cymbopogon citratus) inibiram a germinacao do
fungo F. proliferatum. Bastos (1997) demonstrou, in vitro e in vivo, a acao inibitoria
do oleo essencial de P.aduncum contra Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer,
agente causal da vassoura-de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e a

inibicdo in vitro do crescimento micelial de varios fitopatégenos.
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3. JUSTIFICATIVA

A mandioca é um alimento basico de milhdes de habitantes dos tropicos de
todo o mundo. No municipio de Humaitd-AM a mandioca é cultivada
principalmente em pequenas propriedades para consumo de subsisténcia.

Além de ser utilizada para o préprio consumo é produzida em maior
quantidade, porque delas fazem a farinha d’agua que é a base da alimentacéo, e
vendida no comércio local, e da qual fazem a farinha da tapioca, farinha seca,
mingau, tarubd, polvilho e tucupi. Em observacdes realizadas em plantios de
mandioca no municipio de Humaita-AM foi verificado que a cultivar Pirarucu €&
plantada em maior quantidade pelos agricultores devido ao maior rendimento
alcancado de goma, no entanto, esta cultivar apresentou maior suscetibilidade ao
fungo F. solani causador da podridao radicular. Por isto, com este estudo espera-
se obter as melhores condi¢gbes para o crescimento micelial e esporulagdo de F.

solani e produtos alternativos para o controle do fungo.
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4. OBJETIVOS
4.1. Geral
e Avaliar o comportamento fisioldgico e uso de extratos vegetais in vitro no

controle de F. solani obtido de raizes infectadas de mandioca.

4.2. Especificos
e Avaliar a eficiéncia de cinco meios de cultivo e trés regimes de
luminosidade no crescimento micelial e esporulacao de F. solani.
e Analisar a eficacia dos extratos vegetais de alho, capim santo e pimenta na
inibicdo do crescimento micelial, germinacdo de esporos e esporulagédo de

F. solani.
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5. MATERIAL E METODOS

5. 1. Obtencéao do isolado de Fusarium solani

O isolado de F. solani foi obtido a partir de raizes de mandioca da cultivar
Pirarucu, apresentado sintomas caracteristicos da doenca, proveniente de
lavouras localizadas nas varzeas do municipio de Humaita—AM. Pelo método de
isolamento direto, foram transferidas estruturas reprodutivas do patdgeno para
placas de Petri contendo meio de BDA (batata-dextrose-agar) e cloranfenicol 250
ppm. Culturas de F. solani, crescidas em placa de Petri contendo meio de BDA,
com 14 dias de incubacdo a 25 °C + 2 °C no escuro, foram utilizadas para
multiplicacdo de indéculo. Raizes de mandioca foram inoculadas com discos de
micélio do patégeno e apds o surgimento de sintomas, realizou-se o reisolamento

de F. solani confirmando os postulados de Koch.

5.2 Meios de cultura visando crescimento micelial e esporulacdo de F.

solani.

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitossanidade da
Universidade Federal do Amazonas, localizada no municipio de Humaitd/AM.
Neste experimento, foi avaliada a esporulacdo e crescimento micelial de F. solani
em 5 meios de cultura utilizando 3 regimes de luminosidade.

Da cultura pura do isolado, foram retirados discos de 5mm de didmetro e
depositados no centro de cada placa de Petri com 20 ml de seus respectivos
meios testados. Todas placas foram mantidas em incubadora, a 25 °C + 2 °C sob
seus relativos regimes de luminosidades.

Os meios de cultura testados foram: Batata-dextrose-agar (BDA) (extrato de
200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de agar e 1000 mL agua destilada),
Micophil-agar (MA) (10 g de extrato de soja, 10 g de dextrose, 20 g de 4gar e 1000
mL de agua destilada), Batata-sacarose-agar (BSA) (extrato de 200 g de batata,
20 g de sacarose, 20 g de agar e 1000 mL de agua destilada), Mandioca-agar

(MAND-A), o meio mandioca-agar foi preparado, utilizando 200g de mandioca, 20g
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de dextrose, 17g de agar e 1000mL de agua destilada. Apds o preparo, todos os
meios foram autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Os trés regimes de luminosidade empregados foram: escuro continuo (EC),
luz continua (LC), fotoperiodo de 12 h (FT).

A avaliacdo do crescimento micelial consistiu da leitura, a cada 24 h, do
didametro da colénia em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de uma
réegua milimetrada definindo uma meédia de trés leituras. As leituras foram
concluidas quando o crescimento da colénia cobriu completamente o diametro da
placa em um dos tratamentos no quarto dia de avaliacéao.

ApOs a avaliacdo do crescimento do fungo, foi determinado o nimero de
conidios, adicionando-se 3 mL de agua destilada em cada placa, removendo-se 0s
esporos com uma escova de cerdas macias. Da suspensao obtida, foi quantificada
a esporulacéo de conidios por meio de trés leituras em lamina utilizando o método
da gota.

O experimento seguiu em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x3 com 3 repeticdes, onde cada repeticao foi representada por
uma placa de Petri de 90 mm de diametro. Foi utilizado o teste de Tukey ao nivel

de 5% para comparacao das médias.

5.3. Efeito de extratos vegetais sobre o crescimento micelial,

esporulacao e germinacao de esporos de F. solani.

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitossanidade da
Universidade Federal do Amazonas, localizada no municipio de Humaita/AM.

Na preparacdo dos extratos foram utilizadas as espécies de Alho (Allium
sativum), Capim santo (Cymbopogon citratus) e Pimenta malagueta (Capsicum
frutescens). Foi utilizado o método de Scapin et al. (2010) com modificacdes, no
qual folhas frescas e sadias das espécies selecionadas foram trituradas,
separadamente, em caldo de batata por trés minutos e 0s homogenatos
resultantes filtrados em gaze, obtendo-se o0 extrato bruto aquoso (EBA). Este foi

incorporado ao meio BDA (200 g de batata; 20 g de dextrose; 17 g de agar; 100
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mL de agua destilada) de maneira a se obter as concentracdes de 1, 10, 20 e
40%, para a testemunha, foi feita somente meio BDA sem a adi¢&o dos extratos.

Apés a solidificacdo do meio foi efetuada a repicagem de um disco micelial
(7 mm de didmetro) de F. solani para o centro da superficie do meio de cultura
com o0s respectivos tratamentos. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente (25 °C £2) e fotoperiodo de 12 h, sendo a avaliagdo do crescimento
micelial realizada a cada 24 horas, durante 5 dias, mensurando o diametro da
colébnia com auxilio de wuma régua milimetrada em dois sentidos
perpendicularmente opostos.

Apés a analise do crescimento micelial foi feita a analise da producéo de
conidios de F. solani. Para isto foi preparada uma suspensdo de conidios, onde
foram adicionados 6 mL de ADE (4gua-destilada-esterilizada) em placas com
colénias do fungo removendo-se 0s esporos com uma escova de cerdas macias.
O material foi filtrado em duas camadas de gaze esterilizada, e a concentracao
determinada em hemacitbmetro, com microscopio éptico, obtendo-se uma média
de trés leituras para cada um dos tratamentos.

O deliamento experimental para as duas variaveis (inibicdo do crescimento
micelial e da esporulagdo) foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial (3 x 4
+ 1), representados por trés tipos de extratos vegetais em quatro concentracoes
mais a testemunha, com trés repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas
com auxilio do programa estatistico SISVAR v. 4.0 (Ferreira, 2000).

Para avaliar a inibicdo da germinacao dos esporos, foi utilizado um isolado
de F. solani incubado, por 7 dias, obtendo-se uma densa massa micelial e
conidial. Foi obtida previamente uma suspensdo de conidios mediante a
deposicdo de 20 mL de agua destilada esterilizada, sobre a superficie da placa
com micélio fangico, seguido uma raspagem superficial das colénias com auxilio
de uma escova de cerdas macias. Apds remocao da massa micelial mais conidial,
foi feita a filtragem em camada dupla de gaze esterilizada, obtendo-se uma
suspensdo de conidios. Posteriormente, esta concentracdo foi ajustada a 2x10°

esporos.mL™.
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O teste adotado foi o da diluicdo extratos em agua destilada e esterilizada,
obtendo-se as concentragbes de 1, 10, 20 e 40%. Em cada lamina foram
depositados 100 pyL das concentracbes dos extratos, e a seguir, colocado 10 pL
da suspensdo de esporos. As laminas escavadas foram colocadas sobre um
suporte dentro das placas de Petri de 90 mm de diametro contendo, em seu
interior, duas folhas de papel filtro previamente umedecidas com agua destilada
esterilizada e, em seguida, deixadas em temperatura ambiente, durante 12 horas.
ApoOs as 12 horas de incubacao, foram retiradas as laminas escavadas da camara
de crescimento. Foram quantificados 100 conidios sob microscopio
estereoscopico no aumento de 40 X, sendo considerados conidios germinados
agueles que apresentaram tubo germinativo independente do seu comprimento.

O experimento seguiu em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticbes, sendo uma lamina escavada por parcela. A testemunha foi realizada
em agua destilada esterilizada sem o extrato. Para a comparacdo das médias
(teste Tukey a 5%) foi utilizado o programa estatistico SISVAR v. 4.0 (FERREIRA,
2000).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Meios de cultura visando crescimento micelial e esporulacédo de F.
solani.

O crescimento micelial de F. solani ocorreu em todos os meios quando
submetidos aos trés regimes de luminosidade avaliados (Tabela 1), no entanto,
segundo os resultados da anélise de variancia, houve diferenca significativa, para
0s meios de cultura e entre os trés regimes de luminosidade avaliados (p>0,001,
Tabela 1).

Tabela 1 — Analise de variancia para o crescimento micelial, em mm, e
esporulacdo de F. solani em diferentes meios de cultura e regimes de
luminosidade, UFAM, Humaita-AM, 2011.

G.L. Q.M.
F.V. Crescimento Esporulacéo(b)
micelial(a)
Meios 4 4143,897** 9332319,744**
Luminosidade 2 259,305** 1509915,088**
Meios*Luminosidade 8 205,388** 414655,311**
Residuo 30 18,156 34259,444
Total 44
C.V. (%) 9,35 10,24

** Significativo pelo teste F, ao nivel de 1% de probabilidade. (a) Diametro do crescimento da

colénia do fungo em milimetro. (b) Producéo de conidios pelo fungo.
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Em relacdo ao crescimento micelial do fungo foi observado que 0 mesmo
aproveitou de maneira mais eficiente o0 meio BDA, pois este proporcionou maior
velocidade de crescimento micelial (90,00mm) quando comparado aos outros

meios nos regimes de luz continua e fotoperiodo de 12 h (Tabela 2).

Tabela 2 — Crescimento micelial, em mm, de F. solani em diferentes meios
de cultura sob trés regimes de luminosidade: escuro continuo (EC); fotoperiodo 12

h (FP); luz continua (LC), UFAM, Humaita-AM, 2011.

Meios de cultura?

Regime de
luminosidade?! AA BDA BSA MAND-A MA
LC 13aE 90,00aA 62,66aB 50,83aC 35,00aD
EC 16,66aC 48,50cA 59,16abA  41,50bB 44,00bB
FT 15,83aD 67,83bA 53,50bB 36,50bC 38,66abC
C.V.=9,35%

IMédias de trés repeticdes por tratamento. Médias seguidas das mesmas letras minUsculas
(colunas) e maiusculas (linhas) ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probalidade.

2AA = Agar-agua; BDA = Batata-dextrose-agar; BSA = Batata-sacarose-agar, MAND-A =
Mandioca agar; MA = Micophil agar.

Em regime escuro continuo a maior média ocorreu meio de cultura BSA
(59,16mm) seguida do meio BDA (48,50mm) ndo sendo observadas diferencas
estatisticas entre estes dois tratamentos.

O meio BSA promoveu um bom desempenho na taxa de crescimento
micelial, destacando-se dos meios Mand-A, MA e AA, que proporcionaram, em
todos os regimes de Iluminosidade as menores taxas de crescimento,

respectivamente. Os valores relativamente altos para velocidade média de
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crescimento do fungo nos meios BDA e BSA demonstraram uma adequacéao do
substrato as exigéncias fisiologicas do fungo.

Considerando a média dos resultados nos regimes de luminosidade (Tabela
1) observou-se maior crescimento micelial, quando o fungo foi cultivado em regime
de luz continua (Tabela 1) seguido de fotoperiodo de 12 h e escuro continuo.
Portanto, a auséncia de luz inibiu o desenvolvimento micelial de F. solani em
quase todos os meios de cultura, enquanto que a luz continua favoreceu o
crescimento micelial do fungo.

A auséncia de luz para inducdo da esporulacao ja foi relatada para diversos
fungos fitopatogénicos como, Alternaria solani (LUKENS, 1963) e Mycosphaerella
fijensis (HANADA et al., 2002). Nestes casos, a luz age como foto-inibidor do
crescimento micelial.

Os resultados da esporulacdo (Tabela 3) mostraram uma diferenciacdo de
comportamento do fungo, em conformidade com as condi¢des de luminosidade e
nutricionais a que foi submetido. Assim, a maior producdo de conidios foi
constatada com relacdo a condicdo de LC, quando cultivado no meio de BDA
(90,00mm). Também em FT o meio BDA apresentou médias superiores
(67,83mm), j& em regime EC o meio BSA proporcionou maior taxa de esporulagao
(59,16mm) nao diferindo estatisticamente do meio BDA.

Os meios BDA e BSA sao aqueles que apresentam maior riqueza nutricional
e maior quantidade de carboidratos complexos. Estas caracteristicas sdo citadas
por diversos autores como capazes de induzir a reproducdo de muitos fungos
mitosporicos (LUKENS, 1963; STRANDBERG, 1987).
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Tabela 3 - Producéo de conidios (x 10° conidios.ml) de F. solani em meios
de cultura sob trés regimes de luminosidade: luz continua (LC), escuro continuo
(EC) e fotoperiodo 12 h (FP), UFAM, Humait4d-AM, 2011.

Regimes de luminosidade?

Meios de cultura? LC FT EC
A B A B A B
AA 0,53 6,27aD 0,48 6,17 aDb 0,42 6,04 aC
BDA 4,13 8,32aA 3,09 8,03bA 2,19 7,69 cA
BSA 2,56 7,84aB 250 7,82aB 2,20 7,69 aA
MAND-A 1,62 7,39aC 1,39 7,23 abC 1,20 7,09 cB
MA 1,75 7,46aC 1,55 7,34aC 1,41 7,25 aB
C.V. =10, 24%

IAA = Agar-agua; BDA = Batata-dextrose-agar; BSA = Batata-sacarose- agar; MAND-A =
Mandioca agar; MA = Micophil agar.

2 - A Dados originais, produgdo de conidios de F. solani/mL x 103. B - Dados transformados
para In (x+1), onde x € a esporulagdo de F. solani. Médias seguidas pela mesma letra mailscula
na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os meios MA e Mand-a apresentaram uma esporulacéo intermediaria nos
trés regimes de luminosidade testados, mostrando-se estatisticamente
semelhantes (1,62; 1,75).

O meio AA ndo estimulou a esporulacdo de F. solani nos regimes de
luminosidade testados. Por outro lado, 0os meios mais ricos propiciaram maior
esporulacdo como o BDA e o BSA, contrapondo-se a Dhingra e Sinclair (1995),
que para estimular a esporulacdo de fungos recomendam meios de cultura mais
pobres.

A inclusdo de material vegetal no meio de cultura € uma técnica usada para

estimular a producdo de esporos para alguns fungos (NOZAKI et al., 2004).
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Satyanarayana e Sadasiva (1986) também recomendam que meios preparados a
partir de partes de plantas suscetiveis podem aumentar as chances de
esporulacdo, porém, no presente trabalho o substrato preparado a partir da
inclusédo de raizes de mandioca (Mand-A) ndo estimulou o crescimento micelial e a
esporulacéo satisfatoria de F. solani.

A luminosidade foi um fator fundamental na esporulacdo de F. solani uma
vez que no regime LC (4,13) foram observadas as maiores médias diferindo
estatisticamente de FT e EC (Tabela 3). Estes resultados contrapdem-se a Bolkan
et al., (1982) que observaram menores taxas de crescimento micelial de Fusarium
moniliforme var. subglutinans, na presenca de luz continua e melhor esporulacao
no escuro continuo a 27 °C + 1 °C. Resultados opostos foram obtidos por Devi e
Singh (1994), os quais observaram que F. moniliforme esporulou mais em luz
continua.

Sabe-se que a luminosidade pode exercer efeito indutor ou inibidor sobre a
formacao de estruturas reprodutivas. Trione e Leach (1969) relataram que, para
fungos cuja esporulacéo € induzida pela luz, este agente fisico age diretamente na
ativacdo de enzimas-chave envolvidas na esporogénese. Os mesmos autores
afirmam ainda que a quantidade e a qualidade da luz necessaria para induzir a
formacao de estruturas reprodutivas variam de acordo com a espécie fungica.
Com fotoperiodo de 12h F. solani apresentou as menores taxas de esporulacdo
nos meios de AA, Mand-A e MA, respectivamente. Segundo Nozaki et al., (2004),
nem sempre as condicoes que favorecem o crescimento do fungo sdo as mesmas
para esporulacdo. A necessidade de luz para o crescimento e esporulacdo de
fungos é muito varidvel, até mesmo entre isolados da mesma espécie
(MASANGKAY, 2000 citado por CARNAUBA et al., 2007). Alguns esporulam
melhor na presenca de luz continua ou em escuro continuo (COOPERMAN,
1986).
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6.2. Efeito de extratos vegetais sobre o crescimento micelial,
esporulacéo e germinacao de esporos de F. solani.

Excetuando-se o tratamento com o extrato de alho a 40% todos os demais
tratamentos estudados apresentaram crescimento vegetativo de F. solani (Tabela
4). Porém, observou-se diferencas na velocidade deste crescimento (Tabela 4) e
no didmetro maximo das col6nias, em funcdo do extrato e das concentracfes
utilizadas. O maior crescimento do fungo foi observado na testemunha, seguido
dos tratamentos onde se empregou 0s demais extratos a 1%. Em concentracéo de
40% o extrato de alho apresentou grande potencial no controle do fungo. Estes
efeitos inibitérios constatados neste trabalho também ja foram observados por
outros autores, Chalfoun e Carvalho (1997) revelaram que o extrato de bulbilhos
de alho foi altamente eficiente na inibicdo do crescimento micelial de Gibberella
zeae (Schw) Petch (anamorfo Fusarium graminearum Schwabe), Alternaria
zinniae M.B. Elli e Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich. Bolkhan e Ribeiro
(1981) constataram que o uso de extrato de bulbilhos de alho na concentragao
5000 ppm promoveu inibicdo de 66% no desenvolvimento de micélio de Fusarium
moniliforme var. subglutinans

Houve interacdo significativa das concentracdes sobre o crescimento
micelial de F. solani (Tabela 4, Figura 1), sendo que com o aumento das doses
dos extratos maior foi a inibicdo do crescimento micelial. Chalfon e Carvalho
(1997), estudando efeitos de diferentes extratos vegetais para o controle desta e
outras espécies flngicas, também observaram que com o0 aumento da
concentracdo dos extratos maior é o potencial de inibicdo do crescimento micelial

dos fungos.
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Tabela 4. Efeito in vitro dos extratos vegetais de alho, capim santo e pimenta e

concentracbes sobre a porcentagem da inibicdo do crescimento de F. solani,

UFAM, Humaita-AM, 2011.

Inibicdo do crescimento micelial

Tratamentos 1 10 20 40
Alho 12 aD 29,96 aC 49,13 aB 100 aA
Capim santo 8,66 abC 25,03bB  33,38aA 37,23 bA
Pimenta 7,66 bC 20,33 cB 22,20 cB 36, 53 cA
Testemunha 0,0c

D.M.S =4,32

C.V. (%) = 7,32

(a) Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem

entre si elo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

(b) Concentragdes em percentagem.
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Figura 1. Efeitos in vitro dos extratos brutos de Alho, Capim santo e Pimenta
sobre a porcentagem de inibicdo do: (A): crescimento micelial, (B): esporulacédo e
(C): germinacéao de esporos de F. solani, UFAM, Humaita-AM, 2011.
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Os efeitos das diferentes concentracdes dos extratos vegetais no controle
da esporulacdo de F. solani podem ser verificadas na tabela 5 e figura 1. Os
tratamentos utilizados neste trabalho mostram potencial de inibicdo sobre a
esporulacéo de F. solani.

Observou-se que os extratos na concentracdo de 1% nado apresentaram
diferenca estatistica e que com o aumento das concentragdes do extrato de alho
ocorreram as maiores porcentagens de inibicdo da esporulacdo (Tabela 5: Figura
1), sendo que extrato de alho a 20% inibiu (43,73%) da germinacdo e a 40%
houve completa inibicdo da esporulacdo fungo. Este resultado foi semelhante ao
encontrado por Oliveira (2008) que observou que a utilizacdo de extratos vegetais
de alho em diferentes concentracdes (20, 30 e 40%) controlou significativamente a
esporulacéo de F. gutiforme.

Para os extratos com capim santo e pimenta malagueta foi observado que
as concentracdes diferiram estatisticamente do tratamento testemunha, sendo
crescente a inibicAo da esporulagdo com o aumento das concentracdes dos
extratos, onde os maiores efeitos foram observados na dosagem de 40% (Tabela
5: Figura 1).

Tabela 5. Efeito de diferentes extratos vegetais sobre a inibicdo da esporulacéo de

F. solani, UFAM, Humaita-AM, 2011.

Inibicdo da esporulacéo

Tratamentos 1 10 20 40
Alho 18,7aD 24,30aC 43,73 aB 100 aA
Capim santo 14,29 abD 20,1 abC 28,79 bB 37,16 bA
Pimenta 15,96 abC 16,98 bC 23,53 cB 31,33 cA
Testemunha 0,0c

D.M.S =446

C.V. (%) = 8,21

(a) Médias seguidas da mesma letra minUscula nas colunas e maiusculas nas
linhas n&o diferem entre si elo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

(b) Concentragdes em percentagem.
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Os dados referentes a sensibilidade da germinacgéo de conidios de F. solani
sdo apresentados na tabela 6, figura 1. Foram observados acréscimos nos
percentuais de inibicdo da germinacdo dos esporos de F. solani em funcédo dos
extratos e do aumento das concentracdes testadas. Os tratamentos com melhores
desempenhos foram alcancados utilizando o extrato de alho a 40 e 20% e capim
santo a 40% que inibiu (47,5%) da germinacgao de esporos deste fungo.

Lorenzi e Matos (2002) indicam que ervas aromaticas como o alho
possuem acdo bactericida e fungicida, pois apresentam em sua constituicdo
guimica a alicina e a inulina, conferindo a esta planta um alto potencial de controle
de variados fitopatégenos. Morais (2004), por exemplo, observou que
concentracbes do extrato aquoso de alho a 20% inibiram a germinacdo de
conidios de F. oxysporum. Souza et al., (2007) relataram que os extratos de alho
e capim-santo (Cymbopogon citratus) inibiram a germinacdo do fungo F.

proliferatum, porém de forma mais eficiente a partir da concentracéo 2,5%.

Tabela 6. Efeito de diferentes extratos vegetais e concentracfes sobre a

porcentagem da inibicdo da germinacao de conidios de F. solani, UFAM, Humaita-

AM, 2011.
Inibicdo da germinacdo de esporos

Tratamentos/ Concentracdes 1 10 20 40
(%)
Alho 141aD 22,3aC 91,4aB 98,7 aA
Capim santo 126aC 17,4bC 24,3bB 47,5 bA
Pimenta 13 aC 16 bC 27,7 bB 35CcA
Testemunha 0,0b

D.M.S =5,02

C.V. (%) = 6,25

(a) Médias seguidas da mesma letra minUscula nas colunas e mailsculas nas linhas néo diferem
entre si elo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

(b) Concentracgfes em percentagem.
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7. CONCLUSOES

O melhor meio indicado para o crescimento micelial e esporulacédo do
fungo foi BDA sob regime de luz continua.

O extrato de alho na concentracdo a 40% foi capaz de inibir
completamente o crescimento micelial e a esporulacdo do fungo
estudado, indicando ser esta uma alternativa potencial e viavel no

controle deste patdgeno.
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