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RESUMO: Em decorréncia dos maleficios que os pesticidas vém causando ao homem ¢ a
natureza torna-se imprescindivel buscar medidas alternativas de controle de pragas e doengas,
com o uso de produtos naturais, eficientes e de baixo impacto ambiental. Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo testar o controle de colletotrichum musae onde avaliou-
se, em ensaio in vitro e in vivo, a eficiéncia dos extratos de eucalipto, alecrim e pimenta. Foi
avaliado a eficiéncia dos extratos de plantas medicinais no controle da antracnose causada por
Colletotrichum musae e verificou o seu efeito na evolucao da incidéncia, severidade, inibicao,
taxa de crescimento do fungo sobre a banana ‘Prata’ apds colheita. Os buqués foram
infectados com o fungo (2,5 x 10 esporos/mL em 4agua) e foram imersos por 5 min em agua
pura, extrato de eucalipto, pimenta e alecrim respectivamente. Os frutos estavam sadios apos
15 dias de armazenamento, enquanto que a testemunha apresentou parte da area dos frutos ja
lesionada. O extrato de eucalipto, alecrim e pimenta, e sua respectiva concentragao,
apresentaram redugdo do crescimento micelial do fungo a esporulacdo e a germinagdo de
conidios. O melhor tratamento para a redug¢do do crescimento micelial e maior redugdo de
esporulagdo na concentracao € o extrato de eucalipto conforme sua concentra¢ao avaliada de
100 uL/mL. Novos estudos serdo necessarios para utilizacdo deste extrato em testes in vivo,
para que possa ser utilizado no manejo de doencas em sistema de cultivo organico e
convencional e assim promover a redu¢do no uso de produtos quimicos e a contaminagdo do
meio ambiente.

Palavras-chave: Musa spp., Banana; Antracnose, A¢ao Antifingica.



INTRODUCAO

O fruto da bananeira, apresenta quando fresca maior consumo em todo o mundo, sendo
originaria da India, apresenta riqueza em altos niveis de agtcares e vitaminas A, B e C
(BALDRY et al., 1981).

A cultura ocupa o segundo lugar no mundo em érea colhida, volume de frutas produzidas e
consumidas dentre todos os tipos de frutas, superada apenas pela cultura dos citricos (VALE,
2010), fazendo-se presente dentre as diversas camadas da populagdo. (BARROS et. al., 2008).

A comercializacdo da banana, ¢ um dos fatores de grande relevancia abrangendo as
caracteristicas da sua coloragdo e aparéncia fisica. No decorrer do amadurecimento, sua cor
passa de verde e amarelo, devido a gradual degradacdo da clorofila, pela acdo enzimatica,
permitindo com que os carotendides tornem-se mais evidentes (MATSUURA, et al., 2002).

Durante o cultivo grandes perdas podem ocorrer, inclusive na pos colheita, onde as perdas sao
maiores, acarretando sérios prejuizos na aparéncia do produto (VENTURA e HINZ, 2002).
As principais perdas em pods-colheita sao decorrentes aos fatores fisicos, fisiologicos e
microbioldgicos que nos quais, os fungos sdo responsaveis pela maioria dessas perdas,
causando uma das principais doengas, a antracnose (PESSOA & OLIVEIRA, 2006).

Colletotrichum musae ¢ um patogeno comum de frutos de banana (Musa spp.), causando
antracnose, com ampla distribuicdo geografica, onde a bananeira ¢ cultivada (WARDLAW,
1972). Economicamente, o patogeno ¢ um grande causador de prejuizos em pos-colheita,
sendo fator limitante da qualidade prejudicando a comercializagdo do fruto, (JEFFRIES et al.,
1990).

Em condigdes favoraveis, os conidios de C. musae germinam na superficie em frutos ainda
imaturos, dentro de 6 a 8 horas, produzindo um tubo germinativo, na extremidade do qual se
forma o apressorio, considerado um 6rgdo de adesao, prolongando a vida util do patégeno,
principalmente na sobrevivéncia em condi¢cdes adversas do ambiente, antes ainda da
penetracao no tecido do hospedeiro. (GOOS & TSCHIRSCH, 1962).

Em pos-colheita, os fungicidas Imazalil e Tiabendazol estao registrados para o uso, por meio
de imersdo ou pulverizacdo dos frutos e do engago com a finalidade de reduzir a quantidade
de indculo no campo (BRASIL, 2010), associado ao sistema de embalagem e transporte em
condi¢des de refrigeracdo (CORDEIRO et al., 2005).

Estes produtos quimicos, tanto preocupam por deixarem um efeito residual, prejudicial os
seres vivos, podendo ativar ainda a resisténcia dos patégenos. Em busca de meios alternativos
vem se utilizando, extrato de plantas, 6leos vegetais e biofungicidas (SILVA et al., 2008).

As plantas medicinais possuem compostos secundarios com funcdo de protecdo contra pragas
e doencas e atragdo de polinizadores, que tanto podem ter acdo fungitéxica (agdo
antimicrobiana direta) como eliciadora, ativando mecanismos de defesa nas plantas (acao
antimicrobiana indireta) (STANGARLIN, 1999).



OBJETIVO

Avaliar os efeitos fungitoxicos de extratos de Eucalipto, Alecrim e Pimenta Vermelha na
forma de extratos vegetais, na taxa do crescimento micelial, inibi¢dao, severidade e a
germinagdo de conidios de Colletotrichum musae e a eficiéncia destes extratos no controle da
antracnose em Musa spp.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do
Espirito Santo - Campus Santa Teresa Rodovia ES 080, Km 21 Sao Joao de
Petropolis - Santa Teresa — ES.

e Obtencao do isolado Colletotrichum musae
O fungo patdogeno Colletotrichum musae, colhido popularmente como a antracnose da
banana, sendo obtida a partir frutos de bananeira da cv. Prata, aparentemente infectados,
exibindo os sintomas tipicos da doenga como manchas escuras e pontuagdes alaranjadas.

Os frutos foram provenientes de um campo de producdo em uma propriedade comercial no
sitio Vale do Canad do municipio de Santa Teresa, ES. Para o isolamento do fungo, foram
utilizados as frutas em estddio de maturagdo, sendo efetuado a transferéncia da massa de
conidios presentes nos frutos infectados para placas de Petri de 9 centimetros de didmetro
contendo o meio Agar extrato de Malte com 50g/L de 4gua destilada.

Essas placas foram vedadas com parafilme e incubadas em cémara de incubacgdo a
temperatura de 25 °C + 2 °C em torno de quatro dias. Ap6s dados os quatro dias, os discos
feitos com o meio de cultura contendo as estruturas do patégeno foram transferidos para o
centro de novas placas contendo somente meio Agar extrato de Malte com 50 g/L de agua
destilada e novamente incubada sob as mesmas condi¢des acima descritas por um periodo de
dez dias, repetindo este processo até obter-se a confirmag¢dao de Colletotrichum musae,
exatamente puro.

Obtencao dos extratos vegetais

Foi realizado a coleta em campo das folhas de Eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook),
Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Pimenta Malagueta (Capsicum frutensens L.), todas no
Sitio Vale do Canad, Santa Teresa- ES, dentre as escolhidas, adotou-se o critério de
preferéncia aos frutos maduros e as folhas mais jovens. Os materiais vegetais coletados foram
encaminhados para o laboratorio de microbiologia, para a iniciagdo e obtengdo dos extratos
vegetais.

O método adotado de extracdo aquosa iniciou-se com a pesagem de 5 gramas do material
coletado, em balancga analitica, onde este sofreu um processo de trituragdo em 50 mL de agua
destilada esterilizadas, durante 10 minutos com o auxilio de um liquidificador industrial e ou
profissionais também esterilizados com Hipoclorito de Sédio diluido em agua destilada.
Assim, logo em seguida o material aquoso foi batido, filtrado com um filtro de papel utilizado
para procedimentos laboratoriais, acondicionado em frasco Erlenmeyer e assim foi realizado o
seu uso imediatamente apos 0 seu preparo.



e Efeito dos extratos sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae

Foi preparado o meio de cultura com Agar extrato de Malte, distribuindo-se para o preparo
de quatro tratamentos, ou seja, diferentes extratos vegetais, realizando assim trés repeticdes
cada. Em seguida o meio de cultura foi esterilizado. A cada placa de Petri foi adicionando a
quantidade de extrato vegetal mais o Agar totalizando assim 20 mL por placa de Petri, de
modo que se obteve o meio de cultivo com as diferentes concentragdes dos produtos testados.
A concentragdo utilizada para cada um dos extratos foi de Eucalipto 100puL/ mL, Alecrim 200
uL/mL, Pimenta Malagueta 25 pL/ mL, conforme o trabalho (Fernandes, 2011), diluidas em
meio Agar extrato de Malte, sendo que a testemunha constituiu-se de placa contendo apenas o
meio Agar extrato de Malte.

Em cada placa de Petri, foram vertidos cerca de 20 mL do Agar extrato de Malte + Extrato.
Apo6s a solidificacdo e apo6s a confirmagdo de Colletotrichum musae, exatamente puro, o
fungo foi multiplicado/ repicado no centro de cada placa, que na qual foi depositado um disco
de aproximadamente Smm de didmetro da colonia de fungo com sete dias de crescimento,
com o auxilio de uma alga, realizou o corte de tamanho e proporcao de esporulacao idéntica
para todas as placas de Petri, para que ndo interfira no resultado. Depois de feito isto, o fungo
foi passado para as placas de Petri com o meio de cultura Agar extrato de Malte mais o
respectivo extrato/ tratamento ja solidificado em placa de Petri e incubado em camara tipo
BOD, a temperatura de 25 °C por exatamente quatro dias, para a realizagdo dos futuros testes.

A avaliagdo do efeito das diferentes concentragdes dos extratos vegetal sobre o crescimento
micelial, foi realizada diariamente a partir do quinto dia de incubagdo quando o crescimento
micelial comecgou a se desenvolver na superficie do meio de cultura. A leitura e avaliacao do
experimento foi feita, com o auxilio de uma régua, medindo-se o didmetro da 4rea de
crescimento micelial em dois eixos ortogonais (média das duas medidas diametricamente
opostas).

A atividade fungitoxica dos extratos vegetais foi determinada por meio da medi¢do do
diametro das colonias do patogeno, cinco dias apos instalagdo do experimento, realizado a
medi¢do diariamente (sendo o percentual de inibi¢do calculado pela seguinte férmula:

(CO — C1) x 100
co

% de inibicao =

Em que:
CO0: é o crescimento da testemunha;
C1: ¢ o crescimento do tratamento.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com o esquema fatorial de trés (03)
repeticoes e quatro (04) tratamentos, sendo composto por trés extratos vegetais € uma
testemunha, totalizando 12 unidades experimentais.



e Analise com Buqués de frutos da Bananeira

O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal do
Espirito Santo - Campus Santa Teresa- ES, nos meses de outubro a novembro de
2015.

Com base nos dados obtidos no experimento passado, foi realizado o procedimento de
controle da doenga em campo, ou seja, ao invés da utilizacao de placas de vitro, utilizou-se as
pencas do fruto de banana prata. Os cachos de banana foram provenientes de plantagdes
comerciais de cinco anos de idade, no sitio Vale do Canad do municipio de Santa Teresa- ES.

Os frutos foram colhidos em estadio pré-climatérico, despencados e selecionadas as pencas
centrais dos cachos, visando a maior uniformidade dos frutos durante a maturagdo em pods-
colheita. As pencas selecionadas foram acondicionadas em caixas plasticas e transportadas
para o Laboratorio de Microbiologia do IFES campus Santa Teresa.

J& no laboratorio os buqués, contendo cinco frutos foram lavados com agua, desinfetados com
solugdo de hipoclorito de sddio a 0,2% de cloro ativo por 5 min, enxaguado em agua por duas
vezes e assim foi realizada a pulverizacdo com uma suspensdo de conidios de C. musae na
concentragdo de 2,5x10° esporos. mL™!, obtida a partir de colonias de treze dias de idade
desenvolvidas em meio de cultura com Agar extrato de Malte e cultivadas em camara de
B.O.D. conforme o trabalho, (SPONHOLZ, 2004). Para a pulverizacdo, usou-se um
borrifador comercial simples. Outros buqués (Testemunha) foram inoculados apenas com
agua destilada esterilizada. Apds a inoculacao, os buqués foram incubados sob camara B.O.D.
a 25° C, por 24 horas e assim, submetidos as avaliagdes.

Decorrido esse periodo, os buqués foram imersos nos extratos correspondentes ao seu
tratamento, visando a mesma concentragao determinada para in vitro, acondicionando os
buqués por cinco minutos.

Decorrido o tempo de imersdo, os buqués foram retirados, deixados secar sobre papel de
jornal e assim foram colocados em caixas plasticas e forrado com sacos plasticos devidamente
identificado. As caixas foram distribuidas camara B.O.D., de acordo com o delineamento
experimental e mantidas, sob condicdo ambiente de 25° C, até o completo amadurecimento.

A incidéncia ¢ a severidade da doenga foram avaliadas ao: zero, trés, seis, nove e¢ doze dias
apods os tratamentos. A incidéncia (I) foi determinada pelo nimero de frutos com sintomas da
doenca em cada buqué. A severidade (S) foi avaliada com auxilio de escala diagramatica
variando de 0 a 64% da area do fruto lesionada (MORAES, 1999).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
com trés repetigdes onde cada uma possuia um buqués de cinco frutos. Devido as variaveis
serem discretas, testaram-se as hipoteses da inoculacdo dos frutos com o patdgeno. Deste
modo serd aplicada a concentragdo adequada do extrato que se prevaleceu durante o
experimento in vitro. As médias foram obtidas através da andlise do progresso temporal de
doengas, onde foram comparadas graficamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito dos extratos sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae in vitro

A resultante visual da acdo dos extratos vegetais sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum musae pode ser observada na tabela 01.

Tabela 1- Valor Médio do Crescimento Micelial em fun¢ao de diferentes extratos obtidos de
Plantas Medicinais.

TRATAMENTOS CM
Testemunha 0.82667 a

Alecrim 0.43667 b
Pimenta 0.69667 a
Eucalipto 0.34667 b

Meédias dos tratamentos para germinagdo, seguidas de mesma letra na coluna para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade. CM= Crescimento Micelial.

As avaliagdes sobre o efeito dos extratos vegetais sobre o fungo Colletotrichum musae,
mostraram efeitos distintos entre si e entre as concentragdes dos vegetais testados.

Pode-se observar uma redu¢dao do crescimento do micelial em todas as concentragdes dos
extratos vegetais em relagdo a testemunha.

Figura 1- Crescimento Micelial de Colletotrichum musae submetida a concentragdo dos
extratos vegetais.
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Os resultados mostraram que os extratos de plantas medicinais foram bem eficientes no
controle da antracnose na banana, no teste com o patogeno in vitro. Deste modo observa-se
que a testemunha e a pimenta permitiram maiores crescimento miceliais.
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A partir dos resultados obtidos da analise de regressao, foram observados taxas varidveis de
inibi¢do de crescimento micelial de Colletotrichum musae pelos extratos de alecrim, pimenta
malagueta e eucalipto. Observou-se que nos extratos de alecrim e da pimenta, houve
uma pequena inibi¢cdo do crescimento micelial do fungo em comparacdo com o eucalipto,
onde este apresentou-se superior em relagdo a testemunha e os demais tratamentos com
extratos vegetais.

O corynbia citriodora (eucaliptos citriodora), promoveu inibi¢do no crescimento micelial do
fungo, devido a sua composi¢do quimica dos compostos secundarios como o citronelol (85%),
que apresentam propriedade antimicrobiana e/ou elicitoras que contribuem para o controle de
doencas de plantas. De acordo com FIORE (2000), o extrato de eucalipto citriodora, além de
inibir o crescimento micelial também inibiu a germinacdo de esporos do fungo no controle
curativo de Didymella brioniae.

Figura 2- Inibi¢do do crescimento de Colletotrichum musae submetida a concentracao dos
extratos vegetais.
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A concentracdo do extrato de Alecrim foi a que proporcionou maior inibi¢do do crescimento
micelial do fungo chegando cerca de 4,98 cm de diametro na concentragao de 200 pL/mL.
Para o extrato de Pimenta Malagueta a maior inibi¢cdo ocorreu quando o micélio do fungo
atingindo alcangou cerca de 5,41 cm de diametro utilizando a concentragao 25 uL/mL. O
extrato de Eucalipto promoveu maior efeito na inibi¢do da esporulacdo do fungo, inibindo o
crescimento micelial a 4,53 cm de didmetro quando usado na concentracao de 100 uL/mL.

Enquanto a severidade do experimento ¢ um método quantitativo e qualitativo, que procura
determinar a porcentagem da area de tecido doente (sintomas e/ou sinais visiveis), através da
medicao direta da area afetada, com medidores de area em computador ou ndo, chaves
descritivas, diagramaticas. O tratamento Testemunha foi o que apresentou maior severidade
atingindo todo o didmetro da placa, obtendo 100% de 4rea afetada em comparagdo aos demais
tratamentos.
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Figura 3- Severidade do crescimento de Colletotrichum musae submetida a concentragao dos
extratos vegetais.
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Figura 4- Os resultados foram submetidos ao calculo da area abaixo da curva de progresso da
doenca (4ACPD).
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Efeito dos extratos sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae in vivo.
A escala diagramatica ¢ a representacdo ilustrada da estimativa de niveis severidade das
bananas, mostrando a area coberta pelos sintomas e sinais do patogeno, em diferentes niveis

de severidade. Como apresentado a seguir.
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Figura 5- Escala diagramatica para avaliar a severidade de antracnose em frutos de banana
‘Prata’ (AAB), cujos valores correspondem a percentagem da area lesionada/fruto.




A partir dos resultados da avaliacao utilizando a escala diagramética obteve-se as médias de
severidade para cada tratamento, conforme o Figura 5 onde foram observados taxas varaveis
de inibi¢ao de crescimento micelial do fungo Colletotrichum musae pelos extratos de alecrim,
pimenta e eucalipto. Observou-se que para o extrato de eucalipto e pimenta, inibiu o
crescimento micelial do fungo.

Conforme o Figura 4, o tratamento do eucalipto na concentracdo de 100 pL/mL permitiu
menor indice de severidade nos frutos comparados com os demais tratamentos. Porém todos
os tratamentos apresentaram reducao da severidade comparado com a testemunha, exceto o
alecrim.

Como expresso na Figura, o alecrim apresentou um indice maior de severidade devido a sua
maturacao precoce em comparacao aos demais buques, pode-se afirmar que o alecrim possui
um mecanismo, ainda ndo reconhecido, relacionado a maturag¢ao do fruto, mesmo quando este
colhido no mesmo estadio de pré climatério ou devido os fatores ambientais que ndo podem
ser controlados em campo.

Figura 6- Severidade do crescimento de Colletotrichum musae submetida a concentragao dos
extratos vegetais
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O extrato de eucalipto foi a que apresentou maior inibi¢do do crescimento micelial do fungo
conforme os Figura 4. Verificou-se também que o tratamento que apresentou maior reducao
de esporulacao foi o de eucalipto.



Figura 7- Inibicao do crescimento de Colletotrichum musae submetida a concentracdo dos
extratos vegetais.
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Conforme no Figura, pode-se observar que o tratamento de eucalipto na concentragdo de 100
uL/mL foi efetivo no aumento do tempo de prateleira, pois esta apresentou um atraso tanto no
amadurecimento quanto no aparecimento da esporulagcdo do fungo nos buqués. O tratamento
com eucalipto, pode se tornar uma técnica de conservagao pos-colheita dos frutos, visando
minimizar a intensidade do processo vital, através da utilizagdo de condi¢des adequadas, que
permitam uma redu¢do no metabolismo normal (mantendo, no entanto, a continuidade do
processo vital), sem alterar a fisiologia do produto.

No Figura 05, pode-se observar que o tratamento com o eucalipto apresentou quatro dias de
atraso no aparecimento de fungo com a antracnose da banana, comparando a pimenta, e dois
dias quando comparado os demais, possibilitando assim um aumento de vida 1til de
prateleira.
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Figura 8- Valor real e estimado pelo modelo de Gompertz para a incidéncia da C. musae da
banana submetido a aplicagdo de extratos vegetais- Testemunha.
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Figura 9 - Valor real e estimado pelo modelo de Gompertz para a incidéncia da C. musae da
banana submetido a aplicagdo de extratos vegetais- Alecrim
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Figura 10- Valor real e estimado pelo modelo de Gompertz para a incidéncia da C. musae da
banana submetido a aplicacdo de extratos vegetais Pimenta.
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Figura 11- Valor real e estimado pelo modelo de Gompertz para a incidéncia da C. musae da
banana submetido a aplicagdo de extratos vegetais- Eucalipto.
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Analisando a 4rea abaixo da curva de cada tratamento, verificou-se que o tratamento
composto por eucalipto apresentou menor area € consequentemente menor severidade da
doenca. O surgimento da doenga aparece tanto no periodo pré, como pos-colheita. Na pré-
colheita, o fruto ¢ contaminado pelo patdgeno que permanece quiescente até o inicio da
maturagdo, provavelmente em decorréncia do tanino presente nos frutos verdes.

No periodo pos-colheita, quando os frutos encontra-se em fase de maturagdo, as infecgoes
quiescentes se manifestam com infec¢des secunddrias, chamadas de infecgdes ndo
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quiescentes. Em estagio avancado a doeng¢a pode apresentar ainda lesdes agrupadas,
responsaveis pelo descarte do produto (CORDEIRO & MATOS, 2005; SPONHOLZ et al.,
2004).

Figura 10- Linearizagdo das curvas de progresso dos tratamentos
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Figura 11- Calculo da AACPD
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CONCLUSAO

O extrato de eucalipto, alecrim e pimenta, e sua respectiva concentracdo, apresentaram
reducdo do crescimento micelial do fungo a esporulagdo e a germinacdo de conidios quando
comparada com a testemunha.

O melhor tratamento para a redugdo do crescimento micelial e maior redug¢do de esporulagao
¢ o extrato de eucalipto conforme sua concentracdo avaliada de 100 pL/mL.



A testemunha proporcionou maior germinacao de esporos em relacao aos tratamentos.
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