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daquilo que é belo, do que é moralmente correto”.
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tanto quanto qualquer anjo costuma dedicar-se. Que bom seria se todos os
humanos pudessem ver a humanidade perfeita de um animal.”

(Autor Desconhecido).






RESUMO

Dentre os principais problemas fitossanitarios encontrados pelos agricultores de banana esta a
antracnose, que é uma das principais doencas pds-colheita da cultura. A doenca é causada por
diferentes racas fisioldgicas do fungo Colletotrichum musae, que se manifesta na maioria das
vezes na fruta madura, comprometendo a sua qualidade e vida de prateleira. O uso de
fungicidas é o principal método de prevengdo da antracnose, embora eficaz no controle, esses
produtos quimicos podem afetar inimigos naturais, selecionar racas do patdgeno resistentes e
alterar a fisiologia e 0 metabolismo das plantas além de deixar residuos nos alimentos, o que
ndo satisfaz os consumidores. Neste contexto, o controle alternativo de doencas de plantas,
pelo uso de Oleos essenciais e extratos vegetais, derivados de plantas com potencial
antifngico, € uma importante estratégia para 0 manejo fitossanitario uma vez que, cada vez
mais a populagéo tem exigido produtos com baixo nivel de residuos quimicos. Diante disso o
presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de extratos vegetais e dleos
essenciais obtidos de capim-limdo (Cymbopogon citratus), citronela (Cymbopogon nardus) e
horteld (Mentha piperita) sobre o fungo Colletotrichum musae. Para o teste de severidade
foram testados 4 isolados de C. musae em frutos de banana ‘Prata’. A inoculagdo consistiu na
abertura de um orificio onde foi inserido um disco retirado da borda da coldonia em meio
BDA. As avaliacdes foram iniciadas apds o crescimento das lesGes necrdticas tipicas de
antracnose, quando foi avaliada a severidade da podriddo provocada. Para o teste in vitro os
extratos foram incorporados ao meio de cultura nas concentracdes de 1:9, 2:9, 3:9 e 4:9 mL
(v/v) e os 6leos nas concentragdes 1pLmL™?, 3uLmL™, 5uLmL™ e 10uLmL e distribuidos nas
placas de Petri. Um disco de 5 mm de micélio do fungo foi colocado no centro das placas e
em seguida, estas foram levadas para incubacdo em BOD, com fotoperiodo de 12 horas, a
25°C, onde permaneceram até o fim das avaliagdes. Foi avaliada a porcentagem de inibicao
do crescimento micelial. Nas condigdes em que foram realizados os experimentos, pode-se
concluir que os isolados de Colletotrichum musae provenientes da regido de
Inconfidentes/MG apresentaram diferenca quanto a severidade, sendo os isolados 2 e 3 0s que
apresentaram maior severidade. O extrato hidroalcdolicos de horteld em todas as
concentracOes testadas e o 6leo essencial de Citronela na concentragdo de 5 pLmL-1 inibem o
crescimento micelial de C. musae.

Palavras-chaves: Antracnose; Musa spp.; podridao de frutos.



ABSTRACT

Among the major phytosanitary problems encountered by banana farmers is anthracnose,
which is a major postharvest diseases of the culture. The disease is caused by different
physiological races of Colletotrichum musae, which manifests itself most often in ripe fruit,
compromising their quality and shelf life. The use of fungicides is the main method of
preventing anthracnose, although effective in controlling, that chemicals can affect natural
enemies, select pathogen breeds resistant and alter the physiology and metabolism of plants
besides leaving residues in food, which doesn't satisfy consumers. In this context, the
alternative control of plant diseases, by use of essential oils and plant extracts, plant-derived
antifungal potential, is an important strategy to control disease since, increasingly, the
population has required product with low chemical waste. Therefore the present study was to
evaluate the effect of plant extracts and essential oils obtained from lemongrass (Cymbopogon
citratus), citronella (Cymbopogon Nardus) and mint (Mentha piperita) on Colletotrichum
musae. To test severity 4 isolates of C. musae were tested on fruitage of banana 'silver'. The
inoculation consisted of opening a hole, in which has been inserted with approximately the
same diameter, a disc taken from the colony edge on PDA. The assessments were initiated
after the growth of the typical necrotic lesions of anthracnose, when the severity of the rot
caused was evaluated. For in vitro the extracts in testing were added to the culture medium at
concentrations of 1: 9, 2: 9, 3: 9 and 4: 9 ml (v/v) and oils in 1uLmL™ concentrations 3 pLmL’
! 5uLmL™ and 10uLmL™ distributed in Petri dishes. A 5 mm fungal mycelium disk was
placed in the center of the plate and then they were taken for incubation on BOD, with
photoperiod of 12 hours at 25 °C, where they remained until the end of the evaluations. The
percentage of inhibition of the colony was evaluated. In the conditions in which all
Colletotrichum musae isolates experiments were conducted from Inconfidentes region showed
differences in severity. The hydroalcoholic extract of mint in all tested concentrations and the
essential oil of citronella in the concentration of 5 uLmL™ presented higher inhibitory effect
on mycelial growth of C. musae, demonstrating the existence of compounds with fungitoxic
action.

Keywords: Anthracnose; Musa spp.; Rottenness of the fruit.
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1. INTRODUCAO

A banana (Musa sp.) é uma das frutas mais cultivadas e consumidas no mundo
devido as boas caracteristicas de sabor, coloracdo, aroma e aos altos valores nutricionais.

Dentre os principais fatores limitantes na comercializagéo da fruta, destacam-se as
doencas causadas pelas podriddes que surgem apds a colheita, dentre as quais a antracnose € a
mais importante. A doenca é causada por diferentes racas fisiologicas do fungo
Colletotrichum musae e se manifesta, na maioria das vezes, na fruta madura, comprometendo
a sua qualidade e vida de prateleira.

Uma das medidas pos-colheita de controle mais recomendadas dessa doenca, é a
utilizacdo de fungicidas. Embora sejam eficazes no controle, esses fungicidas deixam
residuos, o que ndo satisfaz os consumidores que vém, a cada ano, aumentando suas
exigéncias por frutos livres de residuos de agrotdxicos e ambientalmente limpos. Além disso,
0 uso desses produtos afeta a sobrevivéncia de inimigos naturais, insetos polinizadores e
microrganismos Uteis do rizoplano e filoplano. Quando aplicados em excesso ou em épocas
inadequadas podem selecionar racas do patdgeno resistentes, alterar a fisiologia e o
metabolismo das plantas, fazendo com que gastem mais energia para se desintoxicar e
metabolizar as substancias estranhas ao seu organismo. Como consequéncia, essas plantas
podem apresentar deficiéncias nutricionais, podendo tornar-se mais suscetiveis as pragas e
doencas.

Neste contexto, o controle alternativo de doencas de plantas, pelo uso de 6leos
essenciais e extratos vegetais, derivados de plantas com potencial antifingico, é uma
importante estratégia para 0 manejo fitossanitario uma vez que a populagdo tem exigido

produtos com baixo nivel de residuos quimicos. Além de ser alternativa de controle em



cultivos agroecoldgicos que visam controlar agentes patogénicos sem causar nenhum dano ao
ambiente e aos seres humanos, reduzindo o uso de fungicidas convencionais.

Pesquisas tém demonstrado a eficiéncia de 6leos essenciais e extratos vegetais no
controle de doencas de plantas, aumentando as expectativas de insercdo desses produtos no
manejo de doengas em sistemas agricolas. Os resultados alcangados nessa linha de pesquisa
tém se mostrado promissores para utilizagdo préatica no controle de fitopatégenos em diversas
culturas.

Diante do exposto e considerando a importancia da bananicultura e as altas taxas
de perdas na pds-colheita, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
6leos essenciais e extratos vegetais obtidos de capim-limdo (Cymbopogon citratus), citronela
(Cymbopogon nardus) e horteld (Mentha piperita) sobre o crescimento micelial do fungo

Colletotrichum musae, agente causal da antrachose em banana.



2. REVISAO DE LITERATURA

A bananeira ¢ uma planta oriunda do sudoeste Asiatico e ha registro de que é
cultivada a mais de quatro mil anos. Atualmente é encontrada em todas as regides tropicais,
tornando-se uma das culturas mais importantes do mundo (DANTAS; SOARES FILHO,
2000; CASTRO et al., 2008). A bananeira € uma monocotileddnea, herbécea, de raizes
fibrosas, com caule verdadeiro subterraneo, denominado rizoma, pertencente a ordem
Scitaminales, familia Musaceae, subfamilia Musoideae, com dois géneros: Musa e Ensete. O
Género Musa apresenta os subgéneros Australimusa, Callimusa, Rhodoclamys e Eumusa,
dentre esses, 0 mais importante € o Eumusa, pois agrupa as variedades comestiveis de banana
(SIMAO, 1998).

2.1. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DA BANANA

A produgdo mundial média de frutos de banana por ano é aproximadamente de
800 milhGes de toneladas. O Brasil é o terceiro colocado no ranking das principais nacdes
produtoras, estando atras apenas da China, em primeiro lugar, e da india. A banana é a
segunda fruta fresca mais produzida no Brasil, perdendo apenas para a laranja e 0s maiores
volumes sdo colhidos pelos estados de Sdo Paulo e Bahia seguidos por Minas Gerais e Santa
Catarina (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015).

A banana é uma fruta climatérica, com grande importancia socioeconémica nos
paises tropicais por constituir uma fonte de calorias, vitaminas e minerais de baixo custo.
Pode ser consumida na forma natural ou processada pela populacdo de diferentes classes

sociais (VILAS BOAS et al., 2001). Contribuem ainda para o seu alto consumo a auséncia de



suco na polpa, a auséncia de sementes duras e a sua disponibilidade no mercado brasileiro e
em diversos paises do mundo durante o ano todo (LICHTEMBERG, 1999).

2.2.  PROBLEMAS DA POS-COLHEITA

Cerca de 40% da banana produzida no Brasil é perdida por danos mecanicos e
ocorridos desde a colheita até a embalagem das frutas e também por doencas de pds-colheita.
As préaticas indevidas no manejo durante a colheita, transporte e embalagem provocam
injurias que servem de entrada para patogenos. Essas praticas ndo atendem os critérios de
qualidade, tornando necessaria a adogdo de técnicas que impecam a contaminacgdo dos frutos e
0 desenvolvimento de doencas (ZAMBOLIM, et al., 2002).

Em todas as regiGes produtoras de banana, a antracnose destaca-se como a
principal doenca pés-colheita levando & redugdo na qualidade e vida de prateleira dos frutos
(CORDEIRO; KIMATI, 1997; CORDEIRO; MACIEL, 2000; MORAES, 1999). Frutos
infectados pelo fungo tém o seu amadurecimento acelerado e, mesmo que a polpa nédo seja

atingida, torna-se de aspecto indesejavel para o consumo (CORDEIRO, 1997).

2.3.  DANOS NA PRE E POS-COLHEITA CAUSADO PELA ANTRACNOSE

A doenca tem como agente causal o fungo Colletotrichum musae (Berk. &
M.A.Curtis) Arx. Esta espécie apresenta grande viabilidade quanto a forma e tamanho dos
esporos, caracteristicas culturais, reacdo a produto quimico e patogenicidade. Os conidios
liberados dos acérvulos se depositam sobre os frutos verdes no campo, germinam e neles
penetram, permanecendo a infeccdo latente até o inicio da maturacdo. A segunda forma da
doenca, ndo latente, € produzida pela invasdo do patdgeno em ferimentos ocorridos durante e
ap6s a colheita (CORDEIRO, 1997; CORDEIRO; MESQUITA, 2001; CORDEIRO;
KIMATI, 1997).

O fungo apresenta resisténcia a temperaturas elevadas, suportando até 38°C,
sendo a temperatura ideal para o crescimento e a esporulacéo de 27 a 30 °C. Os conidios sdo
mantidos viaveis por periodos longos no tecido da casca, em acérvulos que os protegem de
variagOes extremas de umidade e temperatura (ZAMBOLIM et al., 2002).

Os conidios sao disseminados pelo vento e por insetos e, na presenca de agua livre

e altas temperaturas, germinam em 4 a 24 horas. Durante a penetracdo, que ocorre entre 24 a



48 horas, ocorre reacdo de hipersensibilidade nas células adjacentes da epiderme, que
acumulam fitoalexinas e tornam a infeccdo latente até a maturacdo, quando se eleva a
quantidade de etileno, dando inicio ao desenvolvimento das lesdes (CORDEIRO; KIMATI,
1997).

Nos frutos verdes que foram danificados mecanicamente, as manchas de
antracnose apresentam coloragdo marrom-escura ou preta, com halo esbranquicado. Em frutos
maduros, as manchas sdo originadas de infec¢des latentes produzidas ainda no bananal, com a
coloracdo café. A medida que as manchas aumentam de tamanho, se tornam deprimidas no
centro, formando acérvulos cobertos por uma massa de conidios na cor salmao-alaranjado
(ZAMBOLIM et al., 2002).

O controle da doenca deve comecar no campo, com boas praticas culturais,
eliminando-se restos foliares, florais e do coracdo, que sdo fonte de indculo. (ZAMBOLIM et
al., 2002).

No momento da colheita e durante a pos-colheita da banana, recomendam-se
praticas que evitem ferimentos nos frutos, principal via de penetracdo do patdgeno. Além
disso, a colheita deve ser feita no estagio correto de maturagédo e é importante a verificacao da
calibragem dos frutos, uma vez que os de maior calibre favorecem o aparecimento da doenga
durante o transporte (CORDEIRO, 1997; CORDEIRO, 2003).

As préticas poés-colheita de despencamento, lavagem e embalagem devem
envolver o manuseio cuidadoso dos frutos e medidas rigorosas de assepsia. Depois desses
cuidados, o Ultimo passo é o controle quimico. Os fungicidas mais utilizados sdo a base de
tiabendazol e imazalil, produtos sistémicos e classificados como medianamente toxicos e
extremamente toxicos, respectivamente (BRASIL, 2016; CORDEIRO; MATQOS, 2000).

Apesar de todos os métodos para o controle da doenca em pos-colheita, a
principal estratégia utilizada pelos produtores € o uso de fungicidas. Entretanto, a maneira de
aplicacdo, o surgimento de patdgenos resistentes e as pressdes socioecondmicas tém levado a
procura de estratégias sustentaveis e métodos alternativos de controle (GOMES, 2008).

Diante deste problema, uma das estratégias atuais da agricultura tem sido buscar
métodos alternativos de controle de doengas e pragas, considerando o aspecto econémico,
ambiental e a propria saide humana, que possam substituir os herbicidas, inseticidas e
fungicidas (AMORIM, 2003).

Neste ultimo enquadra-se 0 uso de extratos vegetais e 6leos essenciais, buscando

explorar suas propriedades fungitdxicas.



2.4. USO DE OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE
DE FITOPATOGENOS

No decorrer de toda historia das civilizagbes, 0 homem utiliza substancias obtidas
de plantas para o tratamento de diversas enfermidades e este conhecimento vem sendo
passado de geracdo em geracdo (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A crescente busca pelo conhecimento cientifico sobre os compostos produzidos
por plantas, fungos, bactérias e invertebrados, objetiva avaliar o potencial de atuacdo das
biomoléculas, a melhor forma de usa-las, além de utiliza-las como modelo para sintese de
compostos para aplicacdo comercial (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006;
PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007). Na area da agronomia, também sdo realizadas pesquisas
para utilizar extratos vegetais ou substancias presentes nas plantas para o combate de diversas
pragas e doencas (MACHADO, 2009).

A maioria das substancias organicas conhecidas e encontradas na natureza sdo
provenientes do reino vegetal, devido a alta diversidade de metabdlitos secundarios
produzidos por plantas. Os metabdlitos secundarios possuem vérias aplicacBes, como
constituicdo de alimentos (aromas, corantes), cosméticos (antioxidantes), farmacos
(medicamentos) e agroquimicos (inseticidas e herbicidas). Além disso, muitas dessas
substancias servem para o desenvolvimento de novos produtos quimicos sintéticos
(BATTESTIN; MATSUD; MACEDO, 2004; ROZWALKA, 2003).

O metabolismo secundario das plantas produz substancias de natureza quimica
diversa, que ndo estdo envolvidas com funcdes celulares vitais. Muitos desses compostos
estdo restritos a determinados grupos vegetais, e alguns sdo especificos a determinadas
espécies (Di STASI, 1995; MARZZOCO; TORRES, 2007).

Esses metabdlitos secundarios apresentam funcGes especificas para a protecao das
plantas contra pragas e doencas e atracdo de polinizadores. Muitos destes possuem acao
fungitdxica, eliciadora (atuagdo em mecanismos de defesa), acdo fungitoxica direta, inibindo
0 crescimento micelial e a germinacdo de conidios, e acdo indutiva de fitoalexinas
(STANGARLIN et al., 1999).

Devido a grande diversidade e riqueza quimica das plantas cujos principios ativos
tém demonstrado excelente atividade bactericida e fungicida, as plantas estdo sendo

valorizadas como fontes de moléculas que podem ser usadas na defesa de outras plantas



contra fitopatdgenos. Em funcdo disso, extratos vegetais e Oleos essenciais extraidos de
plantas estdo sendo estudados por diversos pesquisadores (OLIVEIRA, 2009).

Extratos vegetais sdo preparagdes concentradas, obtidas a partir de matérias
primas vegetais. Na preparacdo dos extratos ocorrem duas etapas: a extracdo dos
fitoconstituintes resultante da imersédo do material vegetal em um solvente e a concentragéo,
por eliminagdo do(s) solvente(s) (EXTRATQOS, 2016).

Os oleos essenciais sdo liquidos oleosos volateis, obtidos do tecido vivo das
plantas, normalmente concentrados na casca, caule, flores, folhas, frutos, rizomas e sementes
(MORAIS at al., 2006). Segundo Simdes e Spitzer (1999), embora todos os 6rgdos de uma
planta possam acumular éleos essenciais, sua composi¢do pode variar conforme a localizagéo.

Os oOleos essenciais apresentam uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios tais como, terpenos e esteroides que podem ser utilizados para controlar
fitopatdgenos (SILVA et al., 2005).

A obtencdo dos Oleos essenciais pode ser feito através de diferentes processos,
dependendo da parte do vegetal a serem usadas, quantidade e caracteristicas requeridas para o
produto final e valor comercial (BIASI; DESCHAMPS, 2009). Dentre as técnicas destacam-
se a destilagdo por arraste a vapor, extracdo com solventes volateis, extracdo por Soxhlet,
extracdo por maceracgéo e a extragédo por ultrassom (BUSATTA, 2006).

O aparelho de Soxhlet € utilizado quando se deseja extrair o 6leo essencial de um
material vegetal sélido. As principais vantagens deste método sdo a economia de solvente
utilizado, eficiéncia no processo e pouco tempo de observacdo necessaria por parte do
operador (DIAS et. al., 2004). Este método implica basicamente na extracdo dos
componentes volateis com a utilizacdo de solvente(s) e a concentracdo, por eliminacdo do(s)

solvente(s).

2.5. EFEITO DE PLANTAS SOBRE FITOPATOGENOS

Muitas plantas tém sido testadas com relacdo ao seu efeito no controle de
fitopatdgenos. O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae,
constituido de oitenta e cinco espécies (CASTRO; RAMOS, 2003).

O Cymbopogon citratus € conhecido como capim-limdo, capim santo, erva-
cidreira, pertence a familia Poaceae (COSTA et al., 2005). Diversos clones de Cymbopogon

citratus sdo cultivados para producdo comercial de O6leo essencial, conhecido



internacionalmente como o6leo de “Lemon grass”, largamente empregado como agente
aromatizante em perfumaria, inddstria cosmetica e alimenticia por seu forte odor de liméo
(CARVALHO et al., 2005). O citral € o composto majoritario do éleo, seguido pelo mirceno
além e varios aldeidos, cetonas e alcoois (PEREIRA, 2006).

O Cymbopogon nardus tem origem na india e no Brasil ¢ popularmente conhecido
como capim citronela e ceildo citronela (CASTRO; RAMOS, 2003). O capim citronela
possui na sua composicao 6leo essencial com alto teor de geraniol e citronelal. Esse 6leo
possui atividade anti-séptica, fungistatica e antibactericida. E muito utilizada na industria para
producdo de repelentes e seu 6leo essencial é muito empregado como aromatizante e material
de partida para sintese de vitamina A (LORENZI; MATOS, 2002).

Alves et al. (2003) relataram a eficiéncia e dos 0leos essenciais das plantas
Cymbopogon citatrus, C. nardus e Eucalyptus citriodora no controle in vitro da germinacéo
de conidios e do crescimento micelial de Colletotrichum musae.

Segundo Guimaraes e Cardoso (2007), o 6leo essencial de capim-liméo inibiu
totalmente o crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani na concentracdo de 250 ppm e
dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum na concentracdo de 500
ppm.

Em trabalho realizado por Marques et al. (2003), o 6leo essencial de capim- liméo
a 1,0 e 1,5% inibiu o crescimento de C. gloeosporoides em 18,6 e 19,9% respectivamente, em
frutos de maméo.

Segundo Pereira et al. (2007), o 6leo essencial de Cymbopogon citratus inibiu
100% do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides nas concentracdes de 1.000
a 1.500 uL.L™" e de C. musae na concentracdo de 1.000 pL.L™. Na concentracdo de 1.500
uL.L', o 6leo essencial de Eucalyptus citriodora propiciou inibicdo de 61% e 84%,
respectivamente.

As mentas sdo oriundas da Europa e Oriente Médio e foram trazidas para o Brasil
no periodo da colonizacdo. O género Mentha compreende cerca de vinte e cinco espécies
diferentes que pertencem a familia Lamiaceae (WATANABE et al., 2006).

A Mentha piperita, popularmente conhecida como hortelazinho, hortel& de cheiro,
horteld-pimenta e horteld comum, possui 6leo essencial com a seguinte composi¢do quimica:
mentol, mentona, cineol, mentofurano, pineno, limoneno e mentonapiperitona, entre outros
(DAVID, 2006).



Segundo Carnelossi et al. (2009), os Oleos essenciais de Mentha piperita e de
Artemisia dracunculus foram efetivos na inibi¢cdo micelial de C. gloeosporioides em maméo a
1 mg.L™. Os 6leos de C. citratus e de E. citriodora inibiram o crescimento micelial em 30% e

26%, respectivamente.



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus Inconfidente, localizado

no municipio de Inconfidentes/MG, no periodo de novembro de 2015 a marc¢o de 2016.

3.1. ORIGEM, ISOLAMENTO E CONSERVACAO DOS ISOLADOS DE
Colletotrichum musae

Os isolados de C. musae foram obtidos a partir de frutos de bananas ‘Prata’,
naturalmente infectadas, proveniente da regido de Inconfidentes/MG. Os isolamentos foram
realizados por transferéncia direta de conidios do fungo para placas de petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA). Apo6s isolamento as placas foram incubadas em camara
de crescimento (BOD), com fotoperiodo de 12 horas, sob temperatura de 25°C. Apds
purificacdo das colbnias, estas foram identificadas e transferidas para tubos de ensaio,
contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA), para preservacdo e realizacdo de trabalhos

posteriores.

3.2. TESTE DE SEVERIDADE DOS ISOLADOS

O teste de severidade foi realizado em frutos de banana ‘Prata’, provenientes de
uma propriedade agricola do municipio de Inconfidentes/MG. Os cachos foram colhidos em
estadio pré-climatérico, com coloragdo de casca 1 (casca totalmente verde), segundo a escala
de cores de Dadzie e Orchard (1997) e despencados. Para realizacdo do teste foram
selecionadas as pencas centrais dos cachos, visando a maior uniformidade dos frutos. A

seguir, os frutos foram lavados com agua potavel e detergente neutro, imersdo em solucéo de
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hipoclorito de sédio 1% e lavagem em &gua destilada esterilizada. Depois de secos, 0s buqués
foram acondicionados em bandejas plésticas.

O inoculo foi obtido de col6nias do fungo, previamente retiradas do meio BDA,
mantidas a 25° C por um periodo de aproximadamente sete dias.

O método de inoculagdo consistiu na abertura de um orificio de aproximadamente
5 mm de didmetro por 5 mm de profundidade no epicarpo da fruta, feito com o auxilio de um
vazador, onde foi inserido um disco com o mesmo didmetro retirado da borda da col6nia em
meio BDA. Posteriormente, os orificios foram tampados com os fragmentos removidos da
propria casca.

Para a testemunha seguiu-se a mesma metodologia utilizando-se dois tipos: a real
e absoluta. Para a testemunha real foram utilizados discos de BDA sem o patdgeno. Para as
testemunhas absolutas, ndo foram realizados orificios nos frutos e inoculacdo do patdgeno.
Tanto as frutas inoculadas, quanto as testemunhas foram acondicionadas em bandejas
plasticas, onde foi inserido um chumaco de algoddo umedecido em &gua destilada. Estas
bandejas foram recobertas por filme PVC por 24 horas.

Avaliou-se ap6s o crescimento das lesdes necroticas tipicas de antracnose, a
severidade da podriddo provocada pela mensuracdo do didmetro das lesbes, tomando-se
medidas verticais e horizontais, com o auxilio de um escalimetro.

Para a obtencdo dos valores de didmetro da lesdo, foram descontados os cinco
milimetros referentes ao didametro do disco de micélio que foram inseridos, obtendo a area da
lesdo em mm, resultado da multiplicacdo das medidas verticais e horizontais. Posteriormente,
tais medidas foram transformadas em cm?, e por meio destas foi possivel proceder aos
calculos para a obtencdo do didmetro da lesdo provocada pelo fungo, usando a férmula
matematica de diametro, sendo A=area e D=diametro.

A= ((mx D?)/4)

Foram realizadas 5 avaliacOes, sendo a primeira apds 48 horas e a Gltima 144
horas apo6s a inoculagcdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC)
com seis tratamentos (quatro isolados + duas testemunhas) e cinco repeti¢cdes contendo cada
uma um buqué de trés frutos. Foi selecionado para testes in vitro o isolado que apresentou
maior agressividade nos frutos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
pelo programa SISVAR (FERREIRA, 2011). As variaveis significativas no teste F foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3.3. OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS

As plantas de capim-limdo (Cymbopogon citratus), hortela (Mentha piperita) e
citronela (Cymbopogon nardus) foram coletadas no setor da horta da referida instituicdo de
ensino no més de fevereiro, quando apresentavam aproximadamente seis meses de cultivo, as
9 horas da manha, em um dia com temperatura amena. O material coletado foi encaminhado
ao laboratorio de Fitopatologia, para o processamento. As folhas de cada planta foram
higienizadas com agua corrente e imersas em hipoclorito de sédio a 1% por 3 minutos, a fim
de eliminar microrganismos presentes na superficie das mesmas. Decorrido este periodo, as
folhas foram lavadas com agua destilada, para retirada do excesso de hipoclorito, e secas em
papel toalha.

Para obtencdo dos extratos hidroalcoolicos, as amostras vegetais foram
adicionadas em uma jarra de liquidificador juntamente com a solugdo hidroetandlica (etanol
absoluto: 4gua 1:1) na propor¢do de material vegetal/solucdo 1:1 (m/v) e liquidificados por 8
minutos. ApGs o processo a mistura foi adicionada em recipiente fechado por 96 horas em
infusdo. Posteriormente, os extratos foram filtrados em papel filtro e a concentracdo do
extrato foi realizada em evaporador rotatorio, sob presséo reduzida, a 90°C. Os extratos foram
colocados em frascos de vidro envoltos por papel aluminio e armazenados em geladeira a
4°C.

O processo de extracdo dos 6leos essenciais foi realizado no laboratério de
Quimica do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais —
Campus Inconfidentes, Inconfidentes/MG. A extracao foi realizada em aparelho Soxhlet.

Amostras de cada planta foram picadas e acondicionadas em cartucho de papel de
filtro que foi introduzido no copo extrator e a sequir foi acrescentado 80 ml do solvente
hexano. Para cada planta foram montados trés conjuntos extratores. A extracdo foi realizada
por um periodo de 3 horas, controlando-se a temperatura a, aproximadamente, 130°C. Ap6s a
extracdo, a evaporacdo do solvente foi realizada a 60°C, em um aparelho evaporador
rotatério. O 6leo essencial foi coletado e colocado em fracos de vidro envoltos por papel

aluminio e armazenado em geladeira a 4°C.
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3.4. AVALIACAO DA INIBI(;AO DO CRESCIMENTO DE C. musae POR
EXTRATOS VEGETAIS E OLEOS ESSENCIAIS
Por ocasido dos testes, 0s extratos vegetais obtidos foram esterilizados por
filtracdo em membrana Millipore de 0,22 mm de didametro e incorporados em meio de cultura
BDA nas proporcoes de 1:9, 2:9, 3:9 e 4:9 mL (v/v) respectivamente, e distribuidos em placas
de petri de 8,5 cm de didmetro. Similarmente, os 0leos essenciais foram esterilizados por
filtracdo em membrana Millipore de 0,22 mm de diametro e incorporados em meio de cultura
BDA nas concentragdes se 1pLmL™?, 3uLmL™, SuLmL™ e 10pLmL™, respectivamente, e
distribuidos em placas de petri de 8,5 cm de didmetro.
Um disco de 5 mm de didmetro do isolado com 7 dias de idade foi repicado para o
centro das placas que foram vedadas com filme plésticos e mantidas em camara tipo BOD a
25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12h. Placas de Petri, contendo apenas meio de cultura BDA
com disco de micélio do fungo foram utilizadas como testemunhas.
As avaliacdes do crescimento de C. musae, foram feitas a cada 24 horas por
cincos dias pela medicdo do diametro (mm) das colénias em dois sentidos diametralmente
opostos com auxilio de uma régua milimétrica. Foi determinada a porcentagem de inibi¢do do

crescimento micelial (PICM) pela equagéo:

Cresc. Testemunha — Cresc. Tratamento
PICM = ( ) x 100
Cresc. Testemunha

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 3x5 (trés tipos de extrato ou 6leos essenciais + cinco concentragfes), com
quatro repeticbes. A analise estatistica do experimento foi realizada no programa Sisvar
(FERREIRA, 2011) e submetida a analise de regressao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TESTES DE SEVERIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum musae EM
FRUTOS DE BANANA ‘PRATA’

Os quatro isolados inoculados nos frutos de banana demonstraram diferenca
quando a severidade sendo que os isolados 2 e 3 apresentaram maior severidade (Figura 1).

Na literatura alguns autores notaram que variacGes na severidade entre isolados
podem ser explicadas por fatores externos, como diferencas edafoclimaticas das regides de
procedéncia ou por fatores internos, sendo as diferencas entre espécies ou isolados da mesma

espécie, resultado de suas caracteristicas genéticas (LIMA, 1996; MORAES et al., 1995;
PERREIRA et al., 2006).
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Figura 1. Severidade de isolados de Colletotrichum musae, em frutos de banana da cultivar

‘Prata’.
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Para o tratamento testemunha absoluta até o final do experimento ndo foi

observado nenhuma leséo tipica de antracnose (Tabela 1).

No ultimo periodo de avaliacdo (144h) os frutos encontravam-se em estagio

avancado de amadurecimento. Oliveira et al., (2008), em estudo realizado com manga,

comprovaram que a severidade da doenca foi significativamente maior no estagio mais

avancado de maturacdo. Pessoa et al. (2007) em estudo realizado com a cultura da banana

observaram que os frutos mais maduros foram altamente suscetiveis a infec¢do por C. musae,

enquanto que frutas verdes ou em estagio inicial de maturacdo apresentam maior resisténcia a

infeccdo.

Oliveira et al. (2001) verificou que C. musae ativa a producédo do gas etileno e que

pode induzir o amadurecimento prematuro do fruto, o que explica o estagio de putrefacdo das

frutas de alguns tratamentos ao final do experimento.

Tabela 1. Severidade das lesbes de Colletotrichum musae em relacdo ao periodo de avaliacéo

Tempo de avaliacéo (horas)

Isolados 48 72 96 121 144
1 6,73 b 8,78 b 10,41 b 11,97 b 13,53 b
2 9,95a 15,69 a 18,36 a 20,65 a 22,93 a
3 9,69 a 14,65 a 17,24 a 19,45 a 21,77 a
4 8,30 ¢ 10,78 b 16,96 a 19,37 a 21,77 a

Test. Real 0,13d 158 ¢ 197¢c 2,72 ¢ 347 ¢

Test. Abs. 0,00d 0,00c 0,00 c 0,00 d 0,00 d

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

4.2. AVALIA(;AO DOS EXTRATOS VEGETAIS NA
CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum musae

INIBICAO DO

De acordo com a anélise de variancia houve diferenca significativa a 5,0% de

probabilidade. Observa-se que os extratos hidroalcdolicos inibiram o crescimento micelial de

Colletotrichum musae em comparacdo ao tratamento testemunha.
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Os resultados obtidos para porcentagem de inibicdo da coldnia de C. musae estéo
apresentados na Tabela 2. Todos os extratos inibiram o desenvolvimento da coldnia, sendo

que o extrato de horteld apresentou maior porcentagem de inibi¢ao do crescimento.

Tabela 2. Valores médios da porcentagem de inibicdo do crescimento de colbnias de
Colletotrichum musae em funcdo de diferentes extratos hidroalcdolicos.

Extratos hidroalcdolicos Porcentagem Inibi¢éo Crescimento (%0)
Horteld 42,83 a
Citronela 24,29 b
Capim- Liméo 23,26 b
Testemunha 0,00 c

CV (%) =10,22

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Dados transformados VY + 0,5

Observa-se que para todos os extratos a porcentagem de inibi¢do do crescimento
de coldnias de Colletotrichum musae, ajustou-se o modelo cubico de regressdo (Figura 2).
Para o extrato de hortela os maiores valores de inibicdo do crescimento da colénia foram
observados nas maiores concentracbes. Dados semelhantes foram encontrados por
Nascimento et al. (2013) que para os extratos de arruda, horteld, caléndula e meldo de Séo
Caetano, com maior porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial a medida que se elevou
a concentracao. Neste estudo o extrato de horteld inibiu 34,97% o crescimento micelial.

Ribeiro e Bedendo (1999) observaram que 0s extratos aquosos de mamona e
hortel, dentro dos limites de 200 a 10000 mgL™, promoveram a inibicdo do desenvolvimento
de micélio de Colletotrichum gloesporioides onde o extrato aquoso de M. piperita promoveu
a inibicdo do crescimento do micélio de 18,3% na concentracdo de 0,1% e de 23,94% na
concentracdo de 0,2%.

Segundo Lorenzi e Matos (2002) o de horteld possui propriedades antifingicas e
antibacterianas e a atividade bioldgica de espécies Piper é muito diversificada e também
muito utilizada na medicina popular para tratamento de inimeras doencas.

Rozwalka et al. (2008) utilizando-se o extrato de capim-limdo a 10% e 25% em
mistura com BDA, observaram reducdo do crescimento micelial do fungo C. gloeosporioides

com o0 aumento da concentracgéo.
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Bonaldo e Schwanestrada (1999) avaliando extrato de C. citratus verificaram que
as concentracOes de 25% e 50% do extrato inibiu o crescimento de Alternaria stevia em 29%
e 30% respectivamente e em A. solani a inibicao foi em torno de 12% para as concentracdes
acima de 15% do extrato bruto.

Mertz et al. (2010) avaliaram diferentes extratos de plantas como cdrcuma
(Curcuma longa), capim-limdo (Cymbopogon citratus) e citronela (C. nardus), adicionando
diferentes concentraces de produtos ao meio de cultura BDA observaram que 0s extratos
vegetais reduziram viabilidade em no minimo 50% de C. gloeosporioides comparado a

testemunha.
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Figura 2. Valores médios da porcentagem de inibigdo do crescimento de coldnias de Colletotrichum musae, em
funcéo das diluicBes dos extratos de horteld (A), citronela (B) e capim -limdo (C). Dados transformados V Y +
0,5

4.3. AVALIA(;AO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA INIBI(;AO DO
CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum musae

De acordo com a andlise de variancia houve diferenca significativa a 5,0% de
probabilidade. Na Tabela 3 verifica-se a acdo de inibicdo do crescimento de coldnia de C.
musae sob os diferentes Oleos testados. O Oleo essencial de citronela apresentou maior

porcentagem de inibi¢do do crescimento da colonia.
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Tabela 3. Valores médios da porcentagem de inibicdo do crescimento de colbnias de
Colletotrichum musae em func¢do de diferentes 6leos essenciais

Oleos Essenciais Porcentagem Inibicéo Crescimento
Citronela 16,20 a
Hortela 5,00b
Capim- Liméo 2,63 b
Testemunha 0,00 b

CV (%) = 30,22

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Dados transformados ¥ Y + 0,5.

A porcentagem de inibicdo da colénia dos os 6leos essenciais de citronela, capim-
limdo e horteld ajustaram-se ao modelo cubico de regressdo (Figura 3). A partir da
concentragdo 1pLmL™ o 6leo de citronela se destacou na inibigdo do crescimento do fungo. O
maior efeito sobre o crescimento da colonia foi observado na concentracdo de 5 uLmL‘l, com
porcentagem de inibicéo de 28%.

Alves et al. (2002) também relataram eficiéncia do dleo essencial de C. nardus
no controle in vitro da germinacdo de conidios e do crescimento micelial de C. musae.

A atividade antifingica de O&leos essenciais esta relacionada com sua
hidrofobicidade. Essa caracteristica permite uma interacao entre o 6leo essencial e os lipideos
da parede celular, membrana celular e mitocondrias que altera a permeabilidade e causa
disturbios nestas estruturas (COSTA et al., 2011). De acordo com Amaral e Bara (2005), os
0leos essenciais possivelmente atuam na parede celular dos fungos, causando o vazamento do
contetdo celular.

Brum (2012) observou-se uma reducdo da severidade da antracnose do sorgo (C.
sublineolum) pela dos 6leos de capim-limao, horteld e citronela.

Os 6leos essenciais de citronela e capim-limdo, aplicados em maior concentragéo,
resultaram em menor porcentagem de redugdo do crescimento da colbnia, 0 que pode estar
associado a menor disponibilidade dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais das
especies vegetais utilizadas em fungdo do consumo destes constituintes quimicos em reacées

que foram favorecidas pela exposicao a luz ou por evaporacao destes constituintes.
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Figura 3. Valores médios da porcentagem de inibigdo do crescimento de col6nias de Colletotrichum musae, em
funcdo das concentragdes de 6leo essencial de citronela (A), capim-liméo (B) e horteld (C). Dados transformados
VY +0,5

E importante salientar que a utilizacdo de plantas é tdo complexa quanto a sua
composicdo. Do cultivo a colheita, alteragdes dos principios ativos podem ocorrer,
comprometendo sua qualidade e quantidade. As concentracGes dos principios ativos ndo se
apresentam uniformes durante todo o ciclo da planta, variando conforme a regido, colheita
(estagio de desenvolvimento da planta, época e horario de coleta), tratamentos fitossanitarios,
qualidade e preparacdo. Além dos fatores acima citados, a forma de aproveitamento do
material vegetal (seco ou fresco), os métodos de extracdo, bem como as concentracdes
utilizadas, sdo fatores que interferem na composicdo e disponibilidade de seus 6leos
essenciais (MING, 1994; ROZWALKA et al., 2008).
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5. CONCLUSOES

Nas condicGes em que foram realizados os experimentos, pode-se concluir que 0s

isolados de Colletotrichum musae provenientes da regido de Inconfidentes/MG apresentam

diferenca quanto a severidade.
O extrato hidroalcoolico de horteld em todas as concentracGes testadas e o 6éleo

essencial de citronela na concentracdo de 5 uLmL™ inibem o crescimento micelial de C.

musae.
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