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RESUMO

O feijdo-Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é bastante cultivado na regido nordeste e
norte, sendo considerado como uma das principais fontes de calorias e proteinas para
a populacdo de baixa renda. Adapta-se bem a diferentes condicbes ambientais,
apresentando desenvolvimento satisfatério em condicdes de baixa fertilidade do solo e
conseguindo produzir, em anos secos. O objetivo deste trabalho foi Identificar a
incidéncia de fungos fitopatogénicos em sementes de feijdo Caupi e avaliar através do
uso de extratos vegetais de alho (Allium sativum L.) e andiroba (Caraba guianensis)
sua influéncia na inibicdo dos fungos in vitro e em sementes. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado com dois tratamentos e trés repeticbes mais uma
testemunha, cada caixa plastica contendo 20 sementes por amostra. A avaliacdo dos
extratos vegetais sob o crescimento micelial Fussarium sp. e Penicillium sp. foi
realizada em placas de Petri contendo meio (BDA), acrescido das concentragdes de 5,
10, 15 e 100% dos extratos de alho e de andiroba. O Delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com dois tratamentos, quatro concentracbes e trés
repeticbes mais a testemunha comparada pelo teste Tukey a 5%. Os resultados
demostraram que as espécies flingicas com maior ocorréncia nas amostras foram os
géneros Aspergillus, Penicilium e Fusarium. As amostras tratadas com os extratos
vegetais apresentaram maior porcentagem de germinacdo em relagdo a testemunha.
Sobre o crescimento micelial dos fungos Fusarium sp e Penicilium sp in vitro indicou
eficiéncia na atividade antifungica dos extratos vegetais sobre os fitopatdégenos, sendo
gue nas concentracdes de 15% ja ocorreram um controle significativo. O extrato de
alho foi mais eficiente para o fungo Fusarium sp controlando em 100% o crescimento
micelial. Os extratos vegetais mostraram-se eficiente sobre o crescimento micelial de
Penicilium sp e Fusarium sp in vitro.

Palavra chave: incidéncia, fitopatdgenos, extratos.



ABSTRACT

The Cowpea (Vigha unguiculata (I. ) Walp. ) is quite grown in the Northeast and North,
being regarded as one ofthe main sources of calories and protein for the lowincome po
pulation. Adapts well to different environmentalconditions, showing satisfactory develop
ment in conditions of low soil fertility and yield in dry years. The aim ofthis study was to
identify the incidence of phytopathogenic fungi in copea seeds and evaluate through th
e use ofplant extracts of garlic (Allium sativum |. ) and andiroba (carabao's game guian
ensis) and its influence on fungi invitro and inhibition in seeds. The delineation used wa
s a completely randomized design with two treatments andthree repetitions one more w
itness, each plastic box containing 20 seeds for a total of 90 seeds per sample. Theeva
luation of plant extracts on the Mycelial growth Fussarium SP. and Penicillium SP. was
held in Petri dishescontaining medium (BDA), increased concentrations of 5, 10,15 and
100% of extracts of garlic and andiroba. TheDelineation used was a completelyrando
mized design with two treatments, four concentrations and threerepetitions over the wit
ness compared by Tukey test to 5%.The results demonstrated that the fungal species
with greater occurrence in the samples were the generaAspergillus, Fusarium and Peni
cilium. The samples treated with the plant extracts showed higher germinationpercenta
ge in relation to the control. On the Mycelial growth of the fungus Fusarium sp and sp P
enicilium in vitroantifungal activity of efficiency indicated plant extracts on the phytopath
ogens,being that at concentrations of 15%have already occurred a significant control.
Garlic extract was more efficient for the fungus Fusarium spcontrolling in 100% Mycelia
| growth. The plant extracts were efficient on the Mycelial growth of Fusarium sp and sp
Penicilium in vitro.

Key word: incidence, phytopathogens, extract.
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1. INTRODUCAO

O feijao-Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma cultura de
importancia relevante € cultivado pelos pequenos agricultores no Nordeste
brasileiro, constituindo importante fonte de proteinas para a populagéo,
principalmente na regido semi-arida (ASSUNCAO, et al (2003).

O feijdo-caupi, por ser uma planta que apresenta tolerancia a seca,
pode ser cultivado em diferentes condi¢cdes de clima e solo (NEVES, et al
2001).

Sabe-se que a baixa produtividade esta associada ao plantio de
cultivares tradicionais ou ao emprego de sementes de baixa qualidade
agrondmica, portanto, com pouca capacidade produtiva (OLIVEIRA, et al
2003).

Um dos principais problemas para a cultura esta relacionado a falta de
adocdo de tecnologia, onde o agricultor recorrendo ao uso de grdos como
sementes, sem tratamento adequado contribuindo assim para o surgimento de
doencas (RODRIGUES & MENEZES, 2002).

Um dos fatores responsaveis pela baixa produtividade de sementes do
feijdo caupi € o uso de sementes proprias, geralmente de baixa qualidade
fisiologica e sanitaria (SALLIS, 2001).

Gomes et al. (2008), afirmam que os principais fitopatbgenos, em
termos de numero de doencas e perdas econbmicas, sdo os fungos e que
estes associados as sementes tem maior chance de ocasionar doengas nas
plantas e disseminar doencas por outras areas.

Atualmente h& a tendéncia de serem utilizados produtos alternativos a
base de recursos provenientes de plantas que podem ser -cultivadas
fornecendo a matéria prima (extratos ou Oleos essenciais) para ser utilizada na
agricultura e substituir os agroguimicos (SILVA, et al 2011).

Segundo Silva et al (2011) as plantas podem apresentar em sua
composi¢cdo quimica, substancias ativas que podem atuar nas interagdes
planta-patégeno como fungitdxicas, outras com atividade antimicrobiana ou,

ainda, ativando os mecanismos de defesa da planta hospedeira, objetivando o
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controle de patdgenos e, paralelamente, a redu¢do do uso indiscriminado de
defensivos.

Com base no exposto acima a ado¢cao de novas medidas de controle e
o estudo de extratos vegetais podera contribuir para uma agricultura muito mais
organica sem a necessidade de uso indiscriminado de produtos quimicos
danosos a saude dos seres humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Potencial econémico e exploracéo da cultura do feijao caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), € uma das alternativas de
renda e alimento para a populacdo de baixa renda da regido Nordeste do
Brasil, que o consome sob a forma de grdos maduros ou graos verdes
(OLIVEIRA et al 2003).

Segundo Embrapa (2013), a espécie do feijao-caupi, denominada de
Vigna unguiculata (L.) Walp. originou-se da Africa e foi introduzida no Brasil
pelos colonizadores portugueses no século XVI. A entrada da espécie no Brasil
se deu pelo estado da Bahia e, de 14, se espalhou por todo o pais. Embora o
cultivo desta cultura seja mais expressivo nas Regides Norte e Nordeste do
Brasil, atualmente tem se expandido para outras regides.

De acordo com Nascimento et al (2009), no Brasil, historicamente, a
producdo de feijdo-caupi concentra-se nas regibes Nordeste (1,2 milhdo de
hectares) e Norte (55,8 mil hectares) do pais, no entanto, a cultura esta
conquistando espaco na regido Centro-Oeste, contribuindo com 35,6 % da area
plantada e 15 % da producao de feijao total no pais.

Segundo Ito et al (2013) apresenta como caracteristicas técnicas: ciclo
curto, alta resisténcia hidrica, baixa exigéncia nutricional e elevada
adaptabilidade a solos arenosos, além da extrema rusticidade, posicionando o
Brasil como um dos maiores produtores do mundo, com areas cultivadas
essencialmente no Nordeste e em algumas regides da Amazbnia, despontando
com excelentes perspectivas no Centro-Oeste brasileiro.

Conforme Ito et al (2013), anualmente, em média, foram produzidas
482 mil toneladas em 1,3 milhdo de hectares. A produtividade média do feijao-
caupi, no Brasil, & baixa (366 kg ha-1), em funcdo do baixo nivel tecnolégico
empregado no cultivo. No entanto, estados como Amazonas, Goias, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso apresentam produtividades superiores a 1.000 kg
ha* (NASCIMENTO et al, 2009).

O feijdo-caupi ocupa 60% das areas cultivadas com feijdo no Nordeste
brasileiro. A maioria dos produtores de feijdo-caupi sdo pequenos agricultores,

em sistema de parceria e em nivel de subsisténcia (JUNIOR et al, 2007).
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De acordo com Neves et al (2001) o feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp), também conhecido como feijao-de corda, feijdo-de-praia, feijao-da-
estrada, feijdo-de-rama, feijdo-fradinho ou feijdo macassar, macaca ou
macacar, € uma cultura de grande importancia como componente da dieta
alimentar, fonte de proteinas, das familias, principalmente, das regiées Norte e
Nordeste do Brasil.

Segundo Gomes et al. (2008), o uso de tecnologia na cultura do feijao
caupi é muito baixo, o que reflete em baixos indices de rendimento e ao longo
dos anos, vem ocasionando perda da qualidade fisiolégica e genética e
diminuindo produtividade para a cultura devido o uso de sementes de baixa

qualidade.

2.2.Incidéncia de doencas em sementes de feijdo caupi

De acordo com Rodrigues e Menezes (2002) o feijdo caupi € cultivado
principalmente por pequenos por pequenos produtores rurais, esta cultura
apresenta varios entraves, destacando-se a falta de adocdo de tecnologia
adequadas, onde na grande maioria das vezes o agricultor recorre ao uso de
graos como sementes, sem realizar o tratamento adequado, e isso faz com que
ocorra o surgimento de doencas em areas ainda ndo contaminadas por
fitopatégenos.

Rodrigues e Menezes (2002) afirmam ainda que a ma qualidade
sanitaria das sementes pode contribuir para a sua baixa germinacédo e reducao
do nimero de plantas no estande, bem como ocasionar podriddes radiculares,
murchas e afetar o rendimento desta cultura.

Segundo Assuncao et al (2003), os danos na produgédo de caupi
causados pela murcha-de-fusario podem diminuir principalmente o numero de
vagens e de sementes por planta e ocasionar diminuicdo no peso medio das
sementes e perdas elevadas desta.

Sallis et al (2001), verificaram algumas espécies do género Fusarium
também em feijdo caupi, segundo estes autores estas espécies podem
sobreviver no solo como sapréfitas, sendo Fusarium oxysporum, a principal
destas, causando a doenca chamada “murcha” ou “amarelecimento de

Fusarium”.
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Benicio (2003), identificou espécies de Aspergillus sp, ao analisar
algumas varidveis relativas as caracteristicas culturais das mesmas em
amostras de sementes armazenadas de feijdo cv. Carioquinha. Fungos do
género Aspergillus sp, Fusarium sp, Macrophomina phaseolina e Phoma sp,
foram identificados nas sementes de feijao caupi por Silva, et al (2011),
segundo o mesmo autor Aspergillus spp nédo sédo patogénicos a cultura do
feijdo caupi, sendo considerados fungos de armazenamento.

Os resultados obtidos por Rodrigues e Menezes (2002), ao avaliar
populacédo fungica endofitica de cultivares de caupi indicaram a presenca de 71
espécies de fungos compreendidas em 23 géneros sendo 0s que ocorreram
com maior frequéncia foram Aspergillus, Penicillum e Fusarium, os quais
corresponderam a 81,44% do total de colénias obtidas, onde os géneros
Aspergillus e Penicillium prevaleceram em 68,08% das colonias.

Conforme Pereira et al (2002), as sementes podem ser colonizadas em
todas as fases de producdo, inclusive apds a colheita, por fungos
fitopatogénicos, cujos principais danos sdo a reducdo da germinagcdo e do
vigor, esse fungos de armazenamento sdo responsaveis pela invasdo e
deterioracdo de sementes em condi¢cdes de baixa umidade colonizando as
sementes em condi¢cBes de umidade relativa de 85 a 95% e podem reduzir a

qualidade fisiologica delas.

2.3. Uso de extratos vegetais no controle de fungos fitopatogénicos em
sementes de feijao caupi

De acordo com Camatti-Sartori et al (2011), esses produtos vegetais
tém sido empregados de forma empirica por muitos agricultores familiares, que
utilizam este sistema de cultivo aproveitando esses recursos naturais a sua
disposicdo e de forma eficiente na inibicho do desenvolvimento de varios
fungos fitopatogénicos.

Segundo Souza et al (2010) a possibilidade de obter um produto
natural, a partir de uma planta de ocorréncia na regiao, proxima aos locais de
plantio, poderia ser uma tentativa de obter uma ferramenta auxiliar no controle
de doencas de plantas, minimizando a dependéncia de insumos externos e a

contaminacgao de agricultores, consumidores e meio ambiente.
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Experimentos com extratos vegetais para o controle de fungos em
sementes foram realizados por Silva et al (2009) onde os mesmo avaliaram a
inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp tracheiphilum em meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar). No periodo de sete dias, sob
condicées de luz natural e temperatura de 25 + 2° C.

Venturoso et. al (2011) avaliou in vitro o efeito de diferentes
concentracfes dos extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india sobre o
crescimento de Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp. e
Phomopsis sp.

Silva et al. (2012) avaliou in vitro o efeito do extrato de alfavaca, alho,
capim santo, cravo da india, pimenta, horteld e nin sobre o crescimento micelial
de C. gloeosporioides, P. oryzae e F.oxysporum f. sp vasinfectum verificando
as propriedade inibitérias de extratos vegetais sobre o desenvolvimento de
fungos patogénicos.

Conforme Venturoso et. al (2011) utilizando extratos vegetais aquosos
de cravo-da-india, alho e canela sob o crescimento micelial, foi constatada
atividade antifungica sobre todos os fitopatégenos estudados proporcionando
inibicdo do crescimento flngico a partir do terceiro dia de incubacéo até o final
das avaliacOes.

De acordo com Venturoso et al. (2010), os eficientes resultados
constatados com a utilizacdo de extratos vegetais no controle de fungos
fitopatogénicos tornam esta pratica como promissora dentre 0s controles
alternativos utilizados para a utilizagao na agricultura.

Conforme Venturoso et al (2011), uma espécie de planta largamente
utilizada e estudada, com resultados promissores, é o alho (Allium sativum),
por conter duas substancias, aliinase e aliina, armazenadas separadamente e,
quando suas membranas sdo rompidas, formam a alicina, responsavel pela
defesa da planta.

De acordo com Silva, et al (2011) foi observado a reducéo de 51,86%
na incidéncia de Aspergillus sp, quando as sementes foram tratadas com
extrato de folhas de nim na concentracéo 4,0 g dm™.

Segundo Pastro et al (2012), o tratamento com extratos naturais

aumentou significativamente o vigor das sementes de soja, ndo apresentando
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influéncia sobre a germinacdo. Os principais microrganismos isolados e
identificados nas sementes foram: Cercospora kikuchii, Fusarium semitectum,
Aspergillus sp., Colletotrichum dematium e bactérias.

Resultados obtidos Silva (2010) com experimento in vitro comprovaram
0 potencial de utilizacdo de Extrato de Salva do Marajo como alternativa de
manejo ao controle bioldgico de bipolaris sp. mas afirma que esses resultados
foram observados em testes iniciais de controle, realizados in vitro, sob
condi¢cBes controladas, devendo-se, portanto, realizar-se teste a campo, em
plantios onde o patdgeno atua naturalmente.

Maia et al (2009) observou que as concentra¢des crescentes do extrato
aquoso de alho reduziram o crescimento micelial de Penicillium sp. in vitro na
concentracdo de 40% com reducdo em média de 55% o crescimento nos
diferentes periodos de avaliacao.

Portanto, a utilizacdo de extratos vegetais como propriedades
antifangicas poderd se constituir uma alternativa agricola ecoldgica viavel e
promissora para substituir a protecao tradicional promovida pela aplicacdo de

fungicidas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Identificar a incidéncia de fungos fitopatogénicos em sementes de
feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e avaliar através do uso de extratos
vegetais de alho (Allium sativum L.) e andiroba (Caraba guianensis) sua

influéncia na inibicdo dos fungos em sementes.

3.2. Objetivos Especificos:

- Identificar fungos fitopatogénicos nas sementes de feijdo Caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) pelo método de papel filtro (“Blotter Test”);

- Avaliar a incidéncia de fitopatdgenos nas sementes de feijao Caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) tratadas com o0s extratos vegetais de Alho
(Allium sativum L.) e Andiroba (Caraba guianensis) sobre o desenvolvimento de
fitopatdgenos através do método de papel de filtro (“Blotter Test”);

- Testar in vitro a influéncia dos extratos vegetais de Alho (Allium
sativum L.) e Andiroba (Caraba guianensis) sobre o crescimento micelial de

Penicilium sp. e Fusarium sp.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizado no Laboratério de Fitossanidade do
Instituto de Educacao, Agricultura e Ambiente (IEAA) da Universidade Federal

do Amazonas (UFAM), localizado no municipio de Humaita/AM.

4.1.Coleta das sementes

A coleta das sementes de feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
foram realizadas na feira livre da cidade de Humaitd&/AM junto aos
comerciantes.

Foram adquirido um quilo por amostra de acordo com as figural Aa 1l
E, e identificando area onde a mesma foi produzida, no total foram coletadas
cinco amostras de sementes.

As amostras foram cultivadas nas seguintes localidades: amostra 1 na
comunidade Santa Rosa; amostra 2 Lago do Antbnio; amostra 3 Sao Miguel;
amostra 4 Paraisinho e amostra 5 cidade de Porto Velho/RO. Apés a coleta as

sementes foram separadas por amostra para a realizacdo das analises.

Figura 1. Amost
Humaitd&/AM. A, amostra 1; B, amostra 2; C, amostra 3; D, amostra 4;
E, amostra 5.
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4.2.Preparo do material

Todos os materiais como vidrarias, pincas, palitos, agua destilada e
meio BDA foram previamente esterilizados em autoclave a temperatura de
120°C por 20 minutos. Apds a autoclavagem os materiais foram dispostos em
camara de fluxo laminar por 20 minutos em luz ultravioleta (UV) juntamente

com o papel filtro utilizado no experimento.

4.3.Identificacao dos fitopatdgenos nas sementes

Para a identificacdo dos fungos nas sementes foi empregado o Método
do papel de filtro tradicional de acordo com Lucca Filho (2006). O método do
papel de filtro pode ser utilizado para todos os tipos de sementes. Com base na
metodologia as sementes foram plaqueadas em placas de Petri de 9 cm de
circunferéncia contendo o papel filtro umedecidos com &gua destilada
esterilizada (ADE) conforme a Figura 2A.

Todo o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar apés a
realizacdo da assepsia padrdao com alcool a 70% e em seguida utilizacao de luz
ultravioleta (UV) por 20 minutos. Em cada placa foram dispostas cinco
sementes igualmente espacadas para cada amostra sendo com quatro
repeticdes num total de 20 sementes por amostra.

As sementes de caupi foram inicialmente desinfestadas por 5 min em
imersao de solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI), a 1,5% de cloro ativo,
seguida de duas lavagens com agua esterilizada.

Apés a realizacdo do plaqueamento as sementes foram incubadas a
temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 h sob luz branca fluorescente

conforme Figura 2B pelo periodo de sete dias.
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Figura 2. Realizacdo do isolamento em papel filtro. A, Umedecimento
do papel filtro com agua destilada esterilizada (ADE); B, Sementes
plaqueadas em placas de Petri.

4.4.Caracterizacdo morfoldgica e visualizacéo das estruturas fungicas

Apbs os sete dias de incubacao realizou-se a caracterizacao visual das
colénias que se desenvolveram sobre as sementes baseando-se nas
caracteristicas morfologica e desenvolvimento fungico apresentado em cada
amostra. Posteriormente as colbnias foram isoladas para meio de cultivo
batata-dextrose-agar (BDA) através do método de repicagem das estruturas
fungicas para obtencao de cultura pura.

O método de repicagem consiste no isolamento de microrganismo para
posterior identificagdo de acordo com sua taxonomia. Foi realizado com a
retirada de fragmentos dos corpos de frutificacdo e esporos apresentados
sobre a superficie das sementes.

A partir das caracteristicas morfolégicas apresentadas as colénias
foram isoladas separadamente sendo colocadas em quatro pontos
equidistantes da placa de Petri contendo meio de cultivo batata-dextrose-agar
(BDA). Apds o procedimento as placas permaneceram em fotoperiodo de 12 h
sob luz branca fluorescente pelo periodo de sete dias.

Para a identificacdo das espécies fungicas foram realizadas montagem
de laminas coradas com corante Azul de Amann, e observacgéo das estruturas
ao microscopio optico. A preparagao de laminas foi realizada em camara de
fluxo laminar apds a assepsia dos materiais a serem utilizados como palitos,
pincas, laminas e laminulas. Consistiu na retirada de pequenos fragmentos

das colbnias fuangicas isoladas e colocados com o auxilio de palito
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autoclavados sob o corante azul de Amann para posteriormente serem

visualizados em microscoépio 6tico.

4.5. Avaliacao dos extratos de Alho e Andiroba
4.5.1. Preparagéao dos extratos

Na preparacdo dos extratos, foram utilizados 100 g dos materiais
vegetais bulbos de alho (Allium sativum L.); e folhas de andiroba (Caraba
guianensis) conforme a Figura 3 A. Cada material vegetal foi triturado em
liquidificador contendo 250 mL de agua destilada esterilizada (ADE) e 250 mL
de &lcool etandlico (P.A.), colocados em um recipiente de vidro e submetidos,
por um periodo 96 horas, ao processo de extracdo por maceracado Figura 3 B.
Posteriormente, os extratos foram filtrados através de papel de filtro esterilizado
e mantidos em recipiente aberto durante 72 horas, para favorecer a
evaporacao do alcool figura 3 C.

Figura 3. Preparacao do extrato de alho. A, Bulbos de alho (Allium
sativum L.); B, Extrato submetido ao processo de extracao por infuséo;
C, Extrato de andiroba (Caraba guianensis) em processo de
evaporacao do alcool.

Apbs esse periodo os materiais foram submetido a radiacdo ultravioleta
por 30 minutos (UV), de acordo com metodologia adaptada de Rodrigues et al.,
(2006). Posteriormente os extratos foram adicionados em erlenmeyers (Figura

4) sendo mantidos em geladeira até o seu uso.
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Figura 4. Extrato alcodlico pronto. A, extrato de alho;
B, Extrato de andiroba.

4.5.2. Utilizacdo dos extratos nas sementes de feijdo caupi.

Os procedimentos de incubacdo mais empregados no teste de
sanidade de sementes sdo os métodos do papel de filtro, também chamado
“blotter test”. Ap6s o periodo de preparacdo dos extratos foi realizado
tratamento das sementes com a utilizagdo dos mesmos para verificar sua
eficiéncia no controle de fitopatégenos.

Para a realizacdo desta etapa as sementes foram colocadas em caixas
plasticas transparentes, previamente desinfestadas por exposicdo a luz
ultravioleta (UV) durante 20 minutos em camara de fluxo laminar.

As sementes de caupi foram inicialmente desinfestadas por 5 min em
imersdo de solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI), a 1,5% de cloro ativo,
seguida de duas lavagens com agua esterilizada. As sementes foram
plagueadas em caixas plasticas, previamente desinfestadas por exposicao a
luz ultravioleta (UV) durante 20 min, contendo papel de filtro esterilizado e
umedecido com 5 ml de agua destilada e estéril. A metodologia utilizada esta
de acordo com Brasil (2009), para teste de sanidade em sementes.

As amostras das sementes foram distribuidas individualmente apos a
imersdo durante trés minutos na solucdo a 100% dos extratos de alho e
andiroba em cada tratamento e igualmente espacada em cada caixa plastica
de acordo com a Figura 5. Para cada amostra foram utilizadas trés repeticdes
com os dois tratamentos, sendo um contido de extrato de alho e outro de
extrato de andiroba e mais um tratamento (testemunha) com apenas agua

destilada.
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Figura 5. Tratamento das amostras de feijao caupi. A, Tratamento com
extrato de alho; B, Semente adicionada a caixa plastica contendo papel
filtro; C; Semente ja tratada com o extrato vegetal, D, Testemunha
tratada apenas com agua destilada esterelizada (ADE).

A incubagéo transcorreu em temperatura ambiente de 25 = 2°C e
fotoperiodo de 12 horas, sendo no oitavo dia realizadas as observagcfes das
sementes sob microscoépio 6tico. A metodologia utilizada esta de acordo com a
utilizada por Rocha (1975).

Apbs esse periodo foram quantificados porcentagem de sementes por
amostra que germinaram, considerando como germinadas as que
apresentavam cauliculo e radicula.

Avaliou-se também a quantidade de sementes que apresentavam
incidéncia de fitopatdgenos e de amostras em que 0s extratos obtiveram
melhores resultados na sua aplicagéo.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos e trés repeticbes mais uma testemunha, cada plastica contendo 20

sementes num total de 90 sementes por amostra.

4.5.3. Avaliagdo do crescimento micelial através da utilizagdo dos
extratos.
A avaliacdo dos extratos vegetais sob o crescimento micelial foi

realizada determinando-se a percentagem da inibicdo do desenvolvimento
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fungico em placas de Petri contendo o meio batata-dextrose-agar (BDA),
acrescido das diferentes concentracbes dos extratos de alho e extrato de
andiroba de 5, 10, 15 e 100%.

O meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) foi distribuido em
erlenmeyers e esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos. Durante o
resfriamento e antes da solidificacdo foi adicionado ao BDA o0s extratos de
maneira a serem obtidas as diferentes propor¢cdes destes produtos testados,
efetuando-se em seguida a distribuicdo em placas de Petri.

ApGs a solidificacdo do meio de cultura foi repicado no centro da placa
um disco micelial (0,5 mm de didametro), de Fussarium sp. e Penicillium sp. O
tratamento testemunha consistiu na repicagem do fungo no meio de cultura
BDA puro.

O Delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos (extrato de alho e andiroba), quatro concentragdes 5, 10, 15,100%
e trés repeticdes mais a testemunha.

As placas foram mantidas em temperatura ambiente a 25 + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas. Realizou-se a medicdo das colbnias com auxilio de
régua melimetrada no sétimo dia do experimento para a avaliacdo do
crescimento micelial.

Os resultados tiveram anadlise de variancia realizados com auxilio do
programa estatistico SISVAR v. 4.2 (FERREIRA, 2003) e comparacao de
médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.ldentificacéo dos fungos fitopatogénicos nas sementes de feijdo caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) pelo método de papel filtro.

Apés os sete dias de incubacdo foram verificados a presenca de
fitopatbgenos nas sementes das cinco amostras utilizadas no experimento
atravées do meétodo do papel filtro conforme Figura 6. As cinco amostras
apresentaram grande de diversidade de colbnias fungicas sobre a semente
sendo as mesmas isoladas com base nas suas caracteristicas morfologicas

apresentadas pelo processo de repicagem.

Figura 6. Colbnias fangicas ap6s os 7 dias de incubacdo em
substrato papel filtro em placas de Petri. A, amostra 1; B, Amostra 2;
C, Amostra ; D, Amostra 4 e E, amostra 5.

Gasparotto et al. (2009), afirma que o teste em papel-filtro & apropriado
para as infeccbes acompanhadas por hifas, frutificacées ou por esporos, sendo
eficaz para detectar a maioria de fungos veiculados por sementes. Agarwal;
Sinclair (1987), mencionam ainda que o método é eficiente na identificagdo
com base na morfologia fungica desenvolvida durante a incubac¢do no papel-
filtro .

ApoOs a repicagem das estruturas fungicas em meio BDA observou-se o
desenvolvimento das colénias com as variadas caracteristicas morfol6gicas

apresentadas em cada amostra de semente conforme Figura 7 A a 7H.
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Figura 7. Colbnias fungicas apds a repicagem em meio de cultivo BDA. A,
amostra 1; B, amostra 2; C, amostra 3; D,E e F, amostra 4; H, amostra 5

Resultados encontrados por Cavalcanti et al., (2002); Sartorato &
Rava (1997) a partir de colbnias que se desenvolveram sobre as sementes e o
isolamento dos fungos e das caracteristicas estruturais, observadas em
microscépico Optico e as culturais em meio batata-dextrose-agar (BDA), foram
semelhantes as descritas na literatura para o género Aspergillus sp., Penicilium
sp. e Fusarium sp.

As espécies fungicas identificadas que apresentaram maior ocorréncia
na maioria das amostras foram as do género Aspergillus sp. e Penicilium sp., e
menor frequéncia as do género Fusarium sp. de acordo com a tabelal.

De acordo com Torres & Bringel (2005) os géneros Aspergillus sp. e
Penicilium sp. s&o fungos de armazenamento comuns em sementes de feijdo
Caupi, verificaram ainda a presenca desses fungos, com indices inferiores ou
iguais em média de 51 % de Aspergillus niger e 45 % de A. flavus, em

sementes de feijao caupi do Rio Grande do Norte.
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TABELA 1. Populagéo fungica endofitica associada a semente de feijao caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) identificados nas amostradas coletadas na feira
livre da cidade de Humaita/AM

Amostra de Caupi Fungos/género
AM1 Penicilium sp
AM2 Penicilium sp/Aspergillus sp
AM3 Aspergillus sp
AM4 Penicilium sp/Fusarium sp
AM5 Penicilium sp/Aspergillus sp

*AM - amostra

Torres & Bringel (2005) afirmam ainda que os danos causados pelas
espécies de Aspergillus e Penicilium sdo variaveis, como perda de germinacao,
aumento da taxa de &cidos graxos, descoloracdo da semente, alteracdes
bioquimicas, producdo de toxinas danosas ao homem e a outros animais e
reducdo do peso seco da semente.

De acordo com Agarwal & Sinclair (1987), o fungo Aspergillus
permanece por muito tempo nas sementes e normalmente ndo causa doenca
em condigcbes de campo, desempenhando, entretanto, importante papel na
deterioracdo das sementes durante o armazenamento, além de produzirem
toxinas que afetam sua qualidade.

Segundo Sallis (2001) dentre os fungos do género Fusarium, ha
espécies ndo patogénicas, que podem ocorrer com maior frequéncia, nao
tendo nesse caso, muita relevancia para a cultura. Por outro lado, Fusarium
oxysporum e Fusarium solani sdo importantes para a cultura, podendo causar
doencas como fusarioses altamente prejudiciais, capazes de causar seérias
perdas de producao, se o feijao caupi for cultivado em solos que contenham o
patdgeno. A sua importancia estad relacionada, principalmente, a alta
patogenicidade do agente causal, sua transmissibilidade pelas sementes e a
capacidade de sobreviver no solo, mesmo na auséncia do hospedeiro

especifico.
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5.2.0bservacdo da incidéncia de fitopatogenos no potencial de
germinacdo das sementes de feijdo caupi tratadas com extratos vegetais
de Alho (Allium sativum L.) e Andiroba (Caraba guianensis).

De um modo geral, apesar da alta percentagem de germinacdo das
sementes foi observada a influéncia negativa dos fungos no vigor das mesmas.

As sementes que ndo germinaram, geralmente apresentavam-se
totalmente recobertas por colonias de fitopatégenos (Figura 8). Esse resultado
demostra que a presenca de fitopatdgenos nas sementes de caupi pode inibir o
potencial de germinacdo das sementes quando encontrados em grande
proporgao.

Os fitopatégenos sobre a superficie da semente apresentavam as
caracteristicas morfolégicas semelhantes a mencionadas anteriormente para
0s géneros Aspergillus sp, Penicilium sp. e Fusarium sp. sendo os quais
corresponderam a maior porcentagem do total de colbnias obtidas. Resultados

semelhantes foram encontrados por Oliveira (1981).

Figura 8. A; B; C, Influéncia dos fitopatégenos no potencial de germinacao
das sementes.

Ribeiro e Bedendo (1999) obtiveram resultados que comprovam a
atividade antifungica do extrato de alho onde o mesmo observaram que o
extrato inibiu significativamente o desenvolvimento dos fungos Aspergillus sp
em relacdo as demais concentracdes e a testemunha.

Melo et al. (2006) também obtiveram uma inibicdo de 100% do
crescimento dos fungos Curvularia sp., Aspergillus sp., Aspergillus niger,

Rhizopus sp. e Chaetomium sp.
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De acordo com a Figura 9 as amostras de feijao caupi analisadas no
experimento apresentaram maior porcentagem de germinacdo em relagdo a

testemunha quando tratadas com os extratos vegetais utilizados.
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Figura 9. Porcentagem de germinacao das sementes de feijao caupi
tratadas com extratos de alho e andiroba

Os tratamentos com os extratos de alho e andiroba apresentaram
maior porcentagem de germinacdo das sementes, em contrapartida a
testemunha apresentou menor porcentagem de germinagdo e maior incidéncia
de fitopatégenos, sendo a possivel causa da baixa quantidade de sementes
germinadas.

O extrato de alho foi que apresentou maior resultado com até 90% de
sementes germinadas na amostra trés mostrando que com o tratamento da
semente houve reducdo da quantidade de fitopatdgenos e consequentemente
as sementes germinaram com maior facilidade. O mesmo resultado pode ser
observado em relacdo ao extrato de andiroba em que as sementes quando
tratadas obtiveram maior porcentagem de germinagcdo em comparagdo com a
testemunha.

A testemunha tratada apenas com agua destilada nas cinco amostras
analisadas apresentaram menor taxa de germinacdo das sementes e perda do

vigor e maior ocorréncia de fitopatdgenos.
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Espécies de Fusarium também foram relatadas por Rodrigues &
Menezes (2002) segundo esses autores podem causar inibicdo na germinacgéo
de sementes de cultivares de feijao Caupi, causando baixo poder germinativo e
podem apresentar crescimento do fungo sobre os cotilédones e folhas
primarias, além de necrose na radicula.

Estudos de Tedfilo (2006) relativos a germinacao de seis cultivares de
feijdo caupi provenientes de municipios cearenses demonstraram percentual
de germinacao entre 69 % e 88 %.

Marques et al. (2006) avaliaram sementes de feijdo comum, com
valores de germinacdo abaixo do padrdo, sendo a média 64 % na cultivar
Pérola produzida em Minas Gerais e 62 % na cultivar Talisma, do Estado de
Goiés.

Em relacdo a incidéncia de fungos nas sementes mostrou-se que com
0s tratamentos com os extratos de alho e andiroba houve menor incidéncia de
fungos nas sementes em comparacdo com a testemunha. Onde o extrato de
alho demostrou menor porcentagem de incidéncia de fungos nas sementes
apos os sete dias de incubacao.

O extrato de andiroba também apresentou melhor resultado em
comparacao com a testemunha. A testemunha apresentou grande quantidade
de fungos na superficie das sementes tendo porcentagem superior aos

tratamentos com extratos de alho e andiroba como pode ser observado na

Figura 10.
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Figura 10. Incidéncia de fungos nas sementes de feijao caupi apds o
tratamento com extratos de alho e andiroba
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De acordo com Lobato et al. (2006), produtos vegetais vém sendo
testados com relacdo a controle de patégenos de sementes e a importancia
disto enfatiza o emprego de plantas com comprovadas atividades
antimicrobianas na forma de extratos e 0leos essenciais.

Carvalho et al. (1999) afirmaram que sementes predispostas a acao de
microrganismos, quando tratadas, reduzem a capacidade de sobrevivéncia dos
fitopatdgenos e potencializam a longevidade das sementes, seu poder
germinativo e o vigor das futuras plantas.

Segundo Pinto (1999), os fungos do género Fusarium sdo importantes
para a cultura do feijdo-caupi, pois ha espécies que sdo patogénicas e
promovem reducdo na germinacao e tombamento de plantulas.

Os resultados encontrados por Francisco (2001) mostram valores
superiores, onde Penicillium sp. apresentaram as maiores incidéncias (80 a
100 %), em de feijdo comum (Phaseolus vulgaris).

De acordo com Oliveira (1981), a alta frequéncia desses organismos
parece estar relacionada com a idade e com as condi¢cdes de armazenamento
das sementes, visto se tratarem de fungos de armazenamento e de acordo
com as condi¢cdes de armazenamento, esses fungos podem comprometer a
qualidade das sementes, reduzindo assim o seu poder germinativo,

ocasionando a morte de embrides.

5.3.Avaliacéo do crescimento micelial através da utilizacdo dos extratos.
A partir da utilizacdo dos extratos vegetais de alho e andiroba in vitro
observou-se reducdo no crescimento micelial dos fungos utilizados como pode
ser observado na Figura 11. As quatro concentragfes testadas com o0s
respectivos extratos apresentaram melhor resultado em comparagdo a

testemunha.
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Figura 11. Avaliagdo do crescimento micelial in vitro de Penicilium sp
e Fusarium sp com extrato de alho e andiroba.

Os resultados do efeito dos extratos vegetais sobre o crescimento

micelial dos fungos Fusarium sp e Penicilium sp in vitro estdo apresentados na

Tabela 2. O resultado da analise de variancia indicou eficiéncia na atividade

antifngica dos extratos vegetais sobre os fitopatégenos utilizados no estudo a

partir do aumento nas concentracdes houve diminui¢cdo no crescimento micelial

destes fungos.

TABELA 2. Crescimento micelial de Penicilium sp e Fusarium sp submetidos a
diferentes concentragdes de extrato de alho e andiroba

Concentracdes (%) | Extratos Fusarium sp. Penicilium sp.
5 Alho Oa 2,0c
Andiroba 1,2d 2,4cd
10 Alho Oa 1,7b
Andiroba 0,6¢ 2,1c
15 Alho Oa 0,5a
Andiroba 0,4b 1,7b
100 Alho Oa 0,3a
Andiroba 0,3b 0,5a
0 Testemunha 9e 9e
CV(%) 4,24 6,7

Média seguida da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

probabilidade.

Os extratos alcoolico de alho e andiroba foram eficientes na inibigdo do

crescimento micelial

nas

concentragcbes estudadas

sendo que nas

concentracfes de 15% as que ocorreram um controle bastante significativo.



O extrato de alho foi eficiente no controle do fungo Fusarium sp
controlando em 100% o crescimento micelial deste fitopatdgeno em todas as
concentracbes usadas. Para os fungos do género Penicilium sp todas as
concentracfes também se mostram eficientes como podem ser observados na
Tabela 2.

O extrato alcodlico de andiroba utilizado neste experimento mostrou-se
também eficiente no controle dos fungos inibindo o crescimento micelial
principalmente do género Fusarium sSp nas concentracdes usadas
apresentando um bom resultado principalmente nas concentracdes a partir de
10%.

Ribeiro & Bebendo (1999) utilizando extrato de alho observaram inibicao
do crescimento radial da colénia em até 67,6%, utilizando o extrato a 10%.
Lorenzi & Matos (2002) indicam que ervas aromaticas como o alho possuem
acdo bactericida, fungicida, pois apresentam em sua constituicdo quimica a
alicina e a inulina, conferindo um alto potencial de controle de variados
fitopatdgenos.

Segundo Lo et al., (1996) o efeito de extratos vegetais sobre fungos
pode estar relacionado com a presenca de fitoalexinas que podem ter efeito
danoso as células fungicas como a granulagao citoplasmatica, desorganizacao
dos conteudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de
enzimas fungicas, que refletem na inibicdo da germinacdo, na reducdo ou
inibicdo do crescimento micelial.

De acordo com Valarin et al., (2003) a aplicacdo de microrganismos
antagobnicos, extrato de plantas via semente ou no solo associada a outras
praticas agricolas pode se constituir uma opc¢ao potencial para o controle de
fitopatdgenos residentes do solo e ao equilibrio bioldgico, bem como minimizar
0s problemas ambientais decorrentes do uso de agrotoxicos.

De acordo com Coutinho et al. (1999), a utilizagdo de produtos naturais
extraidos de vegetais tem a vantagem de reducdo de custos de produgédo e
auséncia de impacto ambiental causado pelos agroquimicos.

Bolkhan & Ribeiro (1981), constataram que o uso de extrato de bulbilhos

de alho na concentracdo de 5000 ppm promoveu inibicdo entre 37 e 76 % no
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desenvolvimento e crescimento do micélio de Cylindrocladium clavatum,
Fusarium moniliforme var. subglutinans e Rhizoctonia solani, respectivamente.

Brand et al. (2006) estudando extrato de alho, obtiveram 100% de
controle de Trichoderma spp., 94,4% de Aspergillus spp. e 47,2% de
Penicillium sp.

Barros et. al., (1995) demonstraram em seus estudos o efeito do extrato
de alho sobre o crescimento micelial e germinacdo de conidios de Curvularia
sp. e Alternaria sp., apresentando inibigcdo do crescimento micelial, com extrato
concentrado, preparado com 5 g de bulbos de alho descascados em 100 mL de
agua, com trituracdo por 3 minutos.

French (1992), afirma que muitos compostos quimicos volateis podem
estimular ou inibir o desenvolvimento e a germinacéo de esporos de fungos em
determinadas concentracoes.

Souza et al., (2007), constatam que os extratos obtidos das plantas de
alho apresentam-se eficientes na inibicdo do crescimento de Fusarium

proliferatum .
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6. CONCLUSAO

- O método do papel filtro foi eficiente no isolamento e identificacdo de
fungos fitopatogénicos nas sementes de feijdo Caupi (Vignha unguiculata (L.)
Walp.) onde foram encontrados os géneros Penicilium sp. Aspergillus sp. e
Fusarium sp.;

- O tratamento das sementes de feijao caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) com os extratos vegetais de Alho (Allium sativum L.) e Andiroba (Caraba
guianensis) reduziram a incidéncia fitopatogenos através do método de papel
filtro (Blotter Test).

- Os extratos vegetais de Alho (Allium sativum L.) e Andiroba (Caraba
guianensis) mostraram-se eficientes sobre o crescimento micelial de Penicilium

sp e Fusarium sp in vitro.
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