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RESUMO GERAL

SANTOS, J. R.dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F. Extratos
de espécies vegetais nativas do bioma Caatinga no controle de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense e Colletotrichum musae

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx. e 0
mal do Panama, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) sado
doencas que causam elevado impacto na producdo de banana (Musa spp.) no
mundo. Tendo em vista o potencial bioativo de plantas nativas do Brasil,
investigacoes estdo sendo feitas na busca de produtos de origem vegetal que
possam ser uma opc¢ao no controle de doencas. Os objetivos deste trabalho foram:
i) avaliar in vitro, o potencial fungitoxico de extratos hidroalcodlicos de folhas de
Ziziphus joazeiro Mart., Capparis yco e Croton campestres no controle de Foc e de
C. musae e ii) avaliar o efeito de extratos hidroalcodlicos de folhas de Z. joazeiro
Mart no controle de C. musae em frutos de banana. Nos testes com Foc in vitro, 0
extrato de juazeiro, diluido para 40%, reduziu em 99% o crescimento micelial e em
96% e 100% a producdo de microconidios e macroconidios, respectivamente. O
extrato de velame, na mesma concentracdo, proporcionou reducado de 99% do
crescimento micelial e 92% e 100% da produc¢éo de microconidios e macroconidios,
respectivamente. O extrato de icé ndo apresentou resultados satisfatorios. O
extrato de juazeiro adicionado ao meio de cultura, na concentragao de 20%, causou
a reducdo de 98,33% no crescimento micelial e esporulacdo de C. musae. Em
frutos de banana, todas as concentracdes (10; 20; 30 e 40%) do extrato de juazeiro
diminuiram a severidade da antracnose. A severidade da doenca em frutos tratados
com 40% desse extrato foi menor do que os frutos tratados com Tecto® SC e o
extrato ndo afetou a massa dos frutos. O extrato de juazeiro apresenta acao contra

Foc e potencial de controle da antracnose da banana.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro Mart.; Capparis yco; Croton campestres; Mal do

Panama; antracnose; banana



ABSTRACT

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.
Caatinga biome plant leaf extracts for controlling Fusarium oxysporum f. sp.

cubense and Colletotrichum musae

Anthracnose caused by Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx. as well as
Panama disease caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense are diseases
that have a high impact in banana production worldwide. Considering the bioative
potential present in several Brazilian native plants, research efforts have been
made to discover new products of plant origin for controlling plant diseases. The
aims of this work were: i) to evaluate the in vitro antifungal potential of
hidroalcoholic extracts from leaves of Z. joazeiro Mart., C. yco and C. campestres
for controlling F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) and C. musae, and ii) to
evaluate the effect of the hidroalcoholic extract of Z. joazeiro Mart in controlling
Colletotrichum musae and anthracnose in banana fruits. In the in vitro tests with
Foc juazeiro extract diluted to 40% in water reduced in 99% the mycilium growth,
and in 96% and 100% the sporulation of microconidia and macroconidia,
respectively. Velame extract at the same concentration caused a reduction of
99% in the mycelium growth and 100% in the sporulation of micro and
macroconidia, respectively. Icd extract did not show good results. The juazeiro
extract in growth media at the concentration of 20% caused a reduction of 98.3%
in both mycelium growth and sporulation of C. musae. In banana fruits, all
concentrations (10; 20; 30 and 40%) of juazeiro extract caused a reduction in the
severity of anthracnose. Disease severity in fruits treated with juazeiro extract at
40% was lower than that observed in fruits treated with Tecto ® SC. There was
no effect of the extract in fruit weight loss. Juazeiro leaf extract has antifungal

activity against Foc and the potential for controlling anthracnose in banana fruits.

Key words: Ziziphus joazeiro Mart.; Capparis yco; Croton campestres; Panama

disease; anthracnose; banana.
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INTRODUCAO

O Brasil esté entre os maiores produtores de banana no mundo, com uma
produgéo que supera os 6 milhdes de toneladas (IBGE, 2017). No entanto, o
valor exportado ainda € inexpressivo, principalmente devido as perdas
ocasionadas por problemas fitossanitarios, sendo as causadas por fungos
responsaveis pelos danos mais severos na producdo e de maior frequéncia,
afetando a qualidade do fruto e/ou a produtividade da cultura (GARCIA; COSTA,
2000; SILVEIRA et al., 2005).

Dentre as doencas fungicas de maior expressdo econbmica na
bananicultura destacam-se a antracnose, causada por Colletotrichum musae
(Berk. & Curtis) Arx, de ocorréncia em pos-colheita e com ampla distribuicdo
geografica, e o mal do Panam4, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(E.F. Smith) Sn e Hansen, uma doenca endémica em todas as regides
produtoras de banana no mundo (GARCIA; COSTA, 2000).

De modo geral, o uso de fungicidas sintéticos no controle de doencas
fungicas em plantas ainda é o método mais utilizado (PRASHITH, 2014). Os
fungicidas Imazalil e Tiabendazol estéo registrados para uso em pos colheita da
banana, por meio de imerséao ou pulverizagéo dos frutos e do engagco (AGROFIT,
2017). Para o mal do Panama, o controle quimico ainda ndo esta disponivel.
Neste caso, 0 uso de cultivares resistentes tem sido a medida de controle mais
efetiva (PLOETZ, 2006), no entanto, a pouca aceitacdo do consumidor por
algumas das variedades resistente apresenta-se como um entrave. Em relacéo
a pos-colheita, os problemas com o uso de produtos quimicos sao: os efeitos
toxicos em organismos nao-alvo, incluindo os humanos, além do
desenvolvimento de resisténcia pelo agente causal da doenca (GARCIA;
COSTA, 2000; SILVEIRA et al., 2005).

Nessa perspectiva, a agdo antimicrobiana de extratos vegetais tem sido
investigada em diversos patossistemas, e os resultados destas pesquisas tém
demonstram que a exploragcéo de extratos botanicos com substancias bioativas
apresenta-se como uma op¢ao para o controle de fungos fitopatogénicos, sendo
esta mais aceitavel pelo consumidor e com menor risco de contaminagcédo do
meio ambiente (SCHWAN-ESTRADA et al. 2000; PRASHITH et al. 2014).
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Diversas substancias presentes nos extratos de plantas da flora nativa brasileira
podem tanto ter efeito fungitoxico direto, inibindo o crescimento micelial e a
germinacao de conidios, quanto promover a ativacao de compostos relacionadas
a resisténcia induzida em plantas (STANGARLIN, 2011).

Em virtude da acéo de seus principios ativos, as plantas pertencentes ao
bioma Caatinga apresentam um grande potencial na prospeccdo e
desenvolvimento de produtos bioldégicos no controle de fitopatbgenos. Como
representantes deste bioma podemos citar Ziziphus joazeiro Mart., Capparis yco
(Mart.) Eichler e Croton campestres A. St.-Hil.

Pertencente a familia Rhamnaceae, a espécie Ziziphus joazeiro Mart,
conhecida popularmente como Juazeiro, € uma arvore tipica da regidao semiarida
da Caatinga do Nordeste brasileiro. Todas as suas partes: caule, casca, folha,
fruto e raiz sdo amplamente utilizadas na medicina popular (LORENZI; MATOS,
2008), na limpeza dos dentes, na fabricacdo de sabonete, sabdo, xampu, ténico
capilar e no combate a caspa (MAIA, 2012).

Conhecida como Icd, a espécie vegetal Capparis yco (Mart.) Eichler é uma
arvore de pequeno porte, cuja resisténcia a seca permite que a mesma
mantenha sua folhagem verde, mesmo em periodos de longa estiagem (SOUZA
et al, 1995). Suas sementes sdo popularmente utilizadas como calmante e anti-
inflamat6rio (GUIMARAES FILHO, 2008).

Croton campestres A. St-Hil € uma representante da familia
Euforbiaceae. Conhecida como Velame, esta espécie é um arbustro comum na
regido nordeste brasileira, sendo amplamente utilizada na medicina caseira, no
tratamento de afec¢cbes da pele, no combate ao reumatismo, Ulcera do Utero,
diarreia, artritismo, doencgas venéreas, tumores e impinges (CRUZ, 1982).

Considerando a diversidade de espécies vegetais da Caatinga e a
existéncia de estudos precedentes que demonstraram o potencial antimicrobiano
de alguns compostos presentes nas plantas desse bioma, o presente estudo teve
como objetivos: i) avaliar o potencial fungitoxico de extratos hidroalcodlicos de
folhas de Z. joazeiro Matrt., C. yco e C. campestres no controle de F. oxysporum
f. sp. cubense e de C. musae in vitro e ii) avaliar o efeito de extratos
hidroalcodlicos de folhas de Z. joazeiro Mart., C. yco e C. campestres no controle
do mal do Panama em mudas de bananeira e da antracnose em frutos de

banana.
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REVISAO DE LITERATURA

Extratos de espécies vegetais nativas do bioma Caatinga no
controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense e

Colletotrichum musae.
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RESUMO

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.
Extratos de espécies vegetais nativas do bioma Caatinga no controle de

Fusarium oxysporum f. sp. cubense e Colletotrichum musae.

Apesar de ser um dos maiores produtores mundiais de banana o Brasil ndo se
destaca no mercado de exportacao, isto devido, principalmente, a grande
incidéncia de doencas fangicas que afetam tanto a qualidade do fruto quanto a
produtividade da cultura. Dentre as doencas causadas por fungos que mais
causam prejuizos na bananicultura destacam-se a antrachose, causada por
Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx, de ocorréncia em pos-colheita, e 0
mal do Panam@, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith)
Sn e Hansen. De modo geral, o uso de fungicidas sintéticos no controle de
doencas fungicas em plantas ainda € o método mais utilizado, no entanto, tendo
em vista os danos que os produtos quimicos podem causar ao homem e a
natureza torna-se indispensavel buscar medidas alternativas de controle de
doencas, além disso, o controle quimico ainda ndo esta disponivel para algumas
doencas, como € o caso do mal do Panama. Nessa perspectiva, a aplicacao de
produtos a base de extratos de plantas tem sido investigada para o controle
desta doenca, e diversas pesquisas tem demonstrastrado que 0s vegetais
produzem substancias biologicamente ativas, que podem influenciar no
desenvolvimento de determinados microrganismos. Em virtude da acdo de seus
principios ativos, as plantas pertencentes ao bioma Caatinga apresentam um
grande potencial na prospeccado e desenvolvimento de produtos biolégicos no
controle de fitopatégenos. Como representantes deste bioma podemos citar
Ziziphus joazeiro Mart., Capparis yco (Mart.) Eichler e Croton campestres A. St.-
Hil.

Palavras-chave: bananicultura; mal do Panama; antracnose; Ziziphus joazeiro;

Capparis yco; Croton campestres.
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ABSTRACT

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.
Caatinga biome plant leaf extracts for controllig of Fusarium oxysporum f. sp.

cubense and Colletotrichum musae.

Despite being one of the largest banana producers in the world, Brazil does not
stand out in the export market, mainly due to the high incidence of fungal
diseases that affect both the quality of the fruit and the productivity of the crop.
Among the diseases caused by fungi that cause the most damage in banana
farming are the anthracnose, caused by Colletotrichum musae (Berk. & Curtis)
Arx, which occurs in the post-harvest period, and Panama's disease caused by
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Sn and Hansen. In general, the
use of synthetic fungicides in the control of fungal diseases in plants is still the
most widely used method. However, considering the damage that chemicals can
cause to man and nature, it is essential to seek other measures for disease
control. In addition, chemical control is not efficient for some diseases, as is the
case of Panama's disease. In this perspective, the application of plant extracts to
chemicals has been investigated, and several studies show that plants produce
biologically active substances that may influence the development of certain
microorganisms. Due to the action of its active principles, the plants belonging to
the Caatinga biome present great potential in the prospecting and development
of biological products in the control of phytopathogens. As representatives of this
biome we can mention Ziziphus joazeiro Mart., Capparis yco (Mart.) Eichler and
Croton campestris A. St.-Hil.

Key words: bananicultura; Panama disease; anthracnose; Ziziphus joazeiro;

Cappatris yco; Croton campestres.
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REVISAO DE LITERATURA

Cultura da bananeira

A bananeira é uma planta herbacea que se caracteriza por possuir um
tronco curto e subterrdneo, denominado rizoma, de onde partem as raizes
adventicias e fibrosas. O pseudocaule é formado pela juncdo das bainhas
foliares finalizando na copa da planta, com folhas compridas e largas, e com a
nervura central (DANTAS; DANTAS; ALVES; 1997).

A bananeira pertence a classe das Monocotiledbneas, ordem
Scitaminales, familia Musaceae, sub-familia Musoideae e género Musa. Este
género, além de abranger o maior nimero de espécies e incluir as comestiveis,
se destaca pela sua ampla distribuicdo geogréafica (DANTAS; SOARES FILHO,
2000). Resultante do cruzamento das espécies selvagens Musa acuminata
(genoma A) e Musa albisiana (genoma B) (DIAS; 2011), a bananeira tem sua
origem no continente Asiatico e foi disseminada para varias partes do mundo
(BORGES et al. 2009; FRANCISCO et al. 2014).

A bananeira é cultivada em mais de 120 paises. Nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, a bananicultura apresenta-se como uma das culturas
agricolas mais importantes (FERNANDES et al. 2007). No Brasil, a estimativa de
producdo de banana em outubro de 2016 atingiu 6,0 milhdes de toneladas e,
entre as regides, 0 destaque maior € para a regiao Nordeste que contribuiu com
a producdo de 2.427 toneladas. Esta cultura esta presente em todos os estados
brasileiros, sendo os estados da Bahia (1.125.000 t), Sdo Paulo (1.017.134 t) e
Minas Gerais (767.234 t) os principais produtores (IBGE, 2017).

Existe uma quantidade significativa de variedades de banana no Brasil.
No entanto, quando se considera a preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia as doencas e resisténcia a seca e ao frio, poucas sao
as que apresentam potencial para serem utilizadas para fins comerciais (SILVA;
CORDEIRO, 2000; BORGES et al. 2009).

Algumas variedades de banana tém sido afetadas por doencas que

causam danos a cultura e perdas econdémicas significativas, chegando a impedir



21

0 seu plantio em algumas regiées ou paises. Dentro deste contexto, os fungos
estdo entre os principais fitopatdbgenos que afetam a bananeira, destacando-se
tanto pelo numero e diversidade de espécies que afetam os bananais, como
pelas perdas causadas a cultura, apresentando-se como um fator limitante na
produtividade (CORDEIRO et al. 2004).

Dentre as doencas provocadas por fungos encontra-se o mal do Panama
causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Considerada uma das doencas
mais destrutivas da bananeira, o0 mal do Panama é uma doenca endémica em
todas as regifes produtoras de banana no Mundo. No Brasil, a maioria das
variedades cultivadas sdo suscetiveis, 0 que agrava ainda mais o problema
(CORDEIRO et al., 2004).

Caracteristicas do fruto

A banana é a fruta fresca mais consumida no mundo, apresentando-se
como um dos principais agronegocios internacionais. Seu elevado valor
nutricional a coloca como um dos alimentos mais completos. Pode ser
consumida verde ou madura, crua ou processada. E uma boa fonte energética,
constituida de carboidratos, vitaminas (A, B1, B e C), proteinas, sais minerais
como potassio, fésforo, calcio, sédio e magnésio, e possui baixo teor cal6rico e
de gordura (BORGES; SOUZA, 2004).

Presente em todo territério nacional, a banana € uma das frutas de maior
importancia socioeconémica no Brasil, que se classifica como o quarto pais em
termos de producédo de banana no mundo. Embora seja um pais exportador de
banana, o Brasil tem participacéo inexpressiva no mercado internacional, sendo
quase a totalidade da produc¢éo nacional comercializada no mercado interno, o
que o torna o primeiro consumidor mundial dessa fruta (SILVA; CORDEIRO,
2000). Esta pequena participacdo no mercado externo € devida principalmente
as perdas de producado e pos-colheita. Dentre os fatores limitantes, inclui-se a
caracteristica climatérica e altamente perecivel do fruto, que prejudica a sua
comercializagdo em locais mais distantes (PINHEIRO et al. 2007). .Além disso,
cerca de 40% do fruto produzido é perdido. Outro fator importante, responsavel
por perdas na producdo e comercializacdo da banana, € atribuido a incidéncia
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de doencas, destacando-se aquelas causadas por fungos (SILVA; CORDEIRO,
2000). A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum musae destaca-se como

uma das principais doencas de pds-colheita na cultura da banana.

Mal do Panamé

O primeiro relato da doenca ocorreu provavelmente por volta de 1874, no
sudeste de Queensland, Austrélia, atacando a variedade Maca e os primeiros
prejuizos relevantes foram narrados no Panama, em 1904, sendo esta a provavel
razdo do nome mal do Panama (CORDEIRO; MATOS, 2003). No Brasil, os
primeiros prejuizos foram relatados em 1930, no municipio de Piracicaba (Sao
Paulo), também sobre a variedade Maca. Posteriormente, a doenca se propagou
por todo o territério nacional (CORDEIRO; MATOS, 2003).

O agente causal do mal do Panama é o Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (E.F.Smith) Sn e Hansen (Foc) (COELHO et al. 1998), um fungo de solo
que possui alta capacidade de sobrevivéncia, mesmo na auséncia de um
hospedeiro, devido a formacdo de estruturas de resisténcia denominadas
clamidésporos (CORDEIRO; MATOS, 2003). Além da producdo de
clamidésporos, este fungo produz mais dois tipos de conidios assexuais: 0S
microconidios e os macroconidios, que sdo estruturas reprodutivas produzidas
em condic¢des favoraveis ao crescimento do fungo (AGRIOS, 2005).

Este fitopatdgeno penetra no tecido hospedeiro por meio do sistema
radicular, principalmente pelas raizes secundarias, coloniza o xilema e o rizoma.
Os conidios invadem o xilema do pseudocaule, comprometendo a translocacao
da &gua, e estes posteriormente germinam e continuam sua colonizacéo pelo
xilema. Uma hipétese para a causa dos sintomas da doenca seria a producao de
toxinas pelo patdgeno e outra, o impedimento fisico ao fluxo de dgua devido ao
bloqueio dos vasos condutores (CORDEIRO E KIMATI, 1997).

S&o conhecidas quatro racgas fisiologicas do patégeno, sendo as ragas 1,
2 e 4 patogénicas em bananeira. Uma das caracteristicas utilizadas para a
distincdo entre essas racas é referente a variedade nas quais estas sao
encontradas, uma vez que, a raca 1 é patogénica a variedade Gros Michel, a

raca 2 a variedade Bluggoe e a raca 4 é patogénica para as variedades do
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subgrupo Cavendish (FERNANADES et al. 2006; DIAS; ABREU; RESENDE,
2014).

A disseminacéo da doenca ocorre, principalmente, através do contato do
sistema radicular de plantas sadias com conidios do patégeno e a utilizacdo de
rizomas infectados na propagacéao da bananeira promove a introducao do agente
causal em areas livres da doenca. Esta pode ainda ser disseminada pelo uso de
agua contaminada pelo patégeno, de equipamentos contaminados, assim como
pelo homem e por animais (FERNANDES et al. 2006; BORGES et al. 2009).

As plantas acometidas pelo mal do Panam& apresentam sintomas
internos e externos nas folhas, peciolo, pseudocaule e rizoma. O sintoma externo
caracteristico do mal do Panama é o amarelecimento progressivo das folhas
mais velhas para as mais novas, comecando pelos bordos do limbo foliar e
evoluindo no sentido da nervura principal. Progressivamente ao amarelecimento,
ocorre o0 murchamento das folhas basais, com a quebra do peciolo na insercéo
do pseudocaule, dando a aparéncia de um guarda-chuva fechado. Outro sintoma
externo observado com frequéncia é a rachadura longitudinal das bainhas mais
externas no pseudocaule, proximo ao solo, sendo que o tamanho e a
profundidade das rachaduras s&o proporcionais a area afetada no rizoma
(CORDEIRO E KIMATI, 1997; PEREIRA E GASPAROTTO, 2005; MATOS;
CORDEIRO; HADDAD, 2012). Ao serem realizados cortes transversais ou
longitudinais do pseudocaule de plantas em estaddios mais avancados da
doenca, sdo observados os sintomas internos no sistema vascular da planta.
Observa-se uma descoloracdo no pseudocaule e no rizoma que pode variar
desde pontuac@es pardo-avermelhadas até a formacéo de anéis concéntricos de
coloragdo marrom-vermelhada a marrom-escura. Esta descoloragéo ocorre em
virtude da oxidagcéo dos compostos fenélicos pelo fitopatdgeno. No pseudocaule,
a descoloracdo vascular ndo ocorre nos vasos do xilema das bainhas externas
e das mais internas. Esta ocorre de forma periférica, mantendo assim a regido
central com uma coloracdo clara. No rizoma, a descoloracdo ocorre
principalmente nos locais de vascularizacdo densa (CORDEIRO E KIMATI,
1997; PEREIRA E GASPAROTTO, 2005; MATOS; CORDEIRO; HADDAD,
2012).

Como medidas preventivas recomenda-se usar material propagativo

sadio, evitar plantios em areas com historico de ocorréncia da doenca, manter a
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planta bem nutrida, fazer andlise do solo, garantir as condi¢des ideais ao plantio
e eliminar mudas que apresentem sintomas do ataque do patégeno (FANCELLI,
2003; FERNANDES et al. 2006).

O controle da doencga por produtos quimicos ndo existe. A medida de
controle mais eficiente desta doenca é a utilizacdo de cultivares resistentes,
dentre as quais podem ser citadas as cultivares Nanica, Nanicdo, Grande Naine,
Thap Maeo, Caipira, Terra e D’Angola, entre outras. Todavia, a introducdo de
uma nova variedade no mercado € algo preocupante do ponto de vista do
produtor, uma vez que existe a necessidade de produzir aquilo que o mercado
deseja consumir (CORDEIRO; MATOS, 2003).

Antracnose

Dentre os danos causados por fitopatégenos na pdos-colheita da banana,
a antracnose € a doenca que mais afeta a qualidade dos frutos durante a
comercializagao e a exportagdo (MIRSHEKARI et al. 2012). A doenga tem como
agente causal o fungo Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx.. Esta
espécie apresenta grande variabilidade quanto a forma e tamanho dos conidios,
caracteristicas culturais, reacdo a produtos quimicos e patogenicidade
(CORDEIRO; KIMATI, 1997).

Embora s6 se manifeste apés a colheita, a infeccdo pode ter inicio em
frutos verdes ainda no campo. Neste caso, os conidios sdo disseminados pela
agua da chuva ou de irrigacéo e, quando depositados sobre frutos imaturos, em
presenca de agua, germinam e formam o apressério no periodo de quatro horas.
A penetracao ocorre entre 24 a 72h ap0s a deposicdo dos conidios e a infeccao
permanece latente até o inicio da maturacdo dos frutos, periodo em que 0s
sintomas comecam a se desenvolver (CORDEIRO; KIMATI, 1997).

O sintoma caracteristico da doenca é a formacao de lesbes escuras e
deprimidas, as quais em condicdes de alta umidade ficam cobertas de corpos de
frutificacdo do fungo, de coloracdo rosada, que sé@o acérvulos do agente
etiolégico (GARCIA; COSTA, 2000). A maturacdo do fruto ocasiona o aumento
das lesbes que podem coalescer e formar grandes areas necréticas deprimidas.
A parte comestivel geralmente s6 € afetada quando os frutos sdo expostos a

altas temperaturas, ou quando se encontram em avancado estadio de
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maturacdo. A origem das lesfes se da por duas formas distintas: lesdes oriundas
de infeccao latente da casca verde, que permanece dormente até o inicio da
maturacao e lesdes oriundas de infec¢des ocorridas apods a colheita, decorrentes
da invasdo do patégeno em ferimentos ocorridos sobre frutos verdes em transito
(CORDEIRO; MATOS, 2000).

O controle da doenca deve comecar no campo, com boas préticas
culturais. A eliminacdo de restos florais, foliares e bracteas que atuam como
deposito de fungos é a melhor forma de combater o in6culo em sua fonte. E
necessario reduzir o contato entre patdégeno e hospedeiro, sendo recomendado
cobrir o cacho com um saco de polietileno perfurado, antes da emissdo das
pencas (ZAMBOLIM, et al. 2002; BORGES, et al. 2006). Nas fases de
despencamento, lavagem e embalagem devem se ter certos cuidados para
evitar ferimentos nos frutos, por estes serem a principal via de penetracdo do
patogeno. Além disso, é importante a calibragem dos frutos, uma vez que os de
maior calibre favorecem o aparecimento da doenca durante o transporte
(CORDEIRO; MATOS, 2000). Em casos mais graves, o controle quimico pode
ser feito por pulverizacdo ou imersdo dos frutos com fungicidas a base de
thiabendazol e imazalil, os quais sao registrados para utilizagdo no controle da
antracnose (BORGES, et al. 2006; AGROFIT, 2017).

Extratos vegetais no controle de fitopatdogeno

O controle de doencas de plantas € frequentemente realizado com
produtos quimicos. No entanto, o uso intensivo e indiscriminado de agroquimicos
pode causar sérios problemas ambientais e riscos a saude humana e animal,
além de poder ocasionar o surgimento de isolados de fitopatégenos resistentes
aos fungicidas (SCHWAN-ESTRADA, STANGARLIN; CRUZ, 2000; SALES,
2015). Além disso, alguns patégenos ndo sdo controlados por produtos
quimicos, como € o caso do Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Tendo em vista os efeitos negativos ocasionados pelo uso de
agroquimicos, tém sido desenvolvidas pesquisas em métodos de controle de
doencas que utilizam produtos naturais, a exemplo dos extratos vegetais que
possuem compostos bioativos que podem ter atividade antimicrobiana e/ou

como indutores de resisténcia as doengas em plantas (STANGARLIN, 2011).
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Os extratos botanicos sdo ricos em metabolitos secundarios, com
compostos organicos capazes de auxiliar na defesa vegetal contra patdégenos.
Estes compostos desempenham papéis importantes na bioquimica e fisiologia
dos vegetais, podendo tanto ter acao fungitoxica como elicitora (GOMES; LIMA,
2014). Pesquisas relatam que os extratos de plantas sdo fontes naturais de
substancias antimicrobianas (FIORI et al. 2000; PAUL E SHARMA, 2002), e
essas substancias compreendem compostos secundarios pertencentes as
vérias classes de substancias quimicas distintas, como os compostos fendlicos,
alcaloides, terpenos, flavonoides, cumarinas, benzenoides, quinonas, xantonas,
lactonas, esteroides, dentre outras (DI STASI, 1996; SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de extratos vegetais
obtidos de diferentes espécies botanicas e de diferentes partes da planta no
controle de fitopatbgenos. Medeiros et al. (2012) avaliaram as propriedades
antimicrobianas da raiz, do caule, das folhas e da vagem de Senna alata sobre
o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. melonis. Os extratos de todas as
partes mostraram-se eficientes, no entanto os melhores resultados foram obtidos
nos tratamentos com extratos da raiz e da vagem. Segundo os autores, cada
parte da planta possui compostos bioativos especificos, por isso extratos
oriundos de partes diferentes podem atuar de forma especifica para cada tipo de
microrganismo. Rodriguez-Maturino et al. (2015) verificaram o efeito antifangico
de extratos de frutos de Capsicum annum var. glabriusculum em Alternaria
alternata e F. oxysporum. O crescimento micelial de A. alternata foi reduzido em
38,46% e a germinacao de conidios foi reduzida em 92% em relacao ao controle.
Para F. oxysporum, ndo houve reducéo significativa para o crescimento micelial,
no entanto para a germinacdo de conidios, o tratamento com o extrato
proporcionou uma reducao de 85% em relacdo ao controle.

Lubaina e Murugan (2013) relataram que o extrato de Mikania scandens
quando avaliado para o controle de A. sesame e na inducdo de resisténcia
sistémica de Sesamum orientale, teve acdo no controle direto do agente
patogénico e também proporcionou alteragbes bioquimicas responsaveis por
respostas de defesa da planta. Segundo os autores, a maior vantagem do uso
de extratos botanicos € que mesmo havendo declinio do efeito do extrato, os

mecanismos de defesa eliciados na planta continuam a operar por longos
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periodos. Wang et al. (2016) avaliaram o potencial fungitoxico de extratos de
Momordica charantia no controle de F. solani. A aplicacéo do extrato ocasionou
reducdo de 50% do crescimento micelial, deformacéo de células com brotacao
irregular, perda da integridade da parede celular, bem como a ruptura da
membrana celular fungica. Além disso, foi constatado que o DNA gendmico foi

gravemente afetado.

Extratos vegetais na pés-colheita

Doencas em pos-colheita reduzem a quantidade e a qualidade de frutos
comercializaveis (FORNER et al. 2013) e, em bananas, podem provocar grandes
perdas.

Os fungicidas quimicos sdo 0s meios mais comuns para controlar
doencas de pdés-colheita da banana. No entanto, o uso indiscriminado destes
insumos, principalmente em frutos que tém maior probabilidade de exposicdo
humana direta a produtos quimicos, pode ocasionar efeitos adversos para a
saude, tanto dos consumidores quanto dos trabalhadores rurais, toxicidade
residual alta e aguda, longo periodo de degradacdo e poluicdo ambiental
(BHUTIA, et al. 2016). Além disso, o uso persistente desses fungicidas resulta
no surgimento de cepas resistentes de C. musae (JINASENA et al., 2011).

Tendo em vista 0s aspectos negativos acarretados pelo uso de fungicidas
sintéticos, sdo necessarias estratégias para reduzir os prejuizos na fase pos-
colheita, que sejam seguros para 0s consumidores e que possam apresentar
menor risco para a saude humana e para o meio ambiente (BHUTIA, et al. 2016).
Dessa forma, a procura por novos agentes antimicrobianos para controlar os
agentes patogénicos de pos-colheita, a partir de extratos de plantas, conhecidos
por terem um impacto ambiental minimo e perigo insignificante para
consumidores, em comparagdo com 0s produtos quimicos, vém ganhando
espaco (TRIPATHI; DUBEY, 2004; GATTO et al., 2011; LLONDU, 2011).

As pesquisas cientificas desenvolvidas com extratos vegetais tém
indicado a sua acao contra agentes microbianos causadores de doenca de poés-
colheita. Estudos realizados por Pane et al. (2016) demonstraram que extratos
foliares brutos de Capsicum annuum reduziram a severidade da podriddo em

tomates cereja (Solanum lycopersicum L.), causada pelo fungo Alternaria
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alternata. Sukorini et al. (2013) propdéem o uso de extrato de Eugenia
caryophyllata sozinho ou em combinacdo com Candida utilis para reducdo da
incidéncia e severidade do bolor verde causado por Penicillium digitatum em
citros. Rodriguez et al. (2017) relataram que extratos etandlicos de folhas e
ramos de Flourensia spp. apresentaram alta eficiéncia na inibicdo do
crescimento micelial de Fusarium oxysporum e Rhizopus stolonifer, ambos
agentes patogénicos que afetam o tomate em pds-colheita. Compostos isolados
de Conyza canadenses apresentaram atividade antifungica contra Aspergillus
niger, Cladosporium sp. e Penicillium digitatum, em concentragbes minimas
inibitorias variando de 32 a 64 yg mL?' (PORTO et al. 2017). Extratos de
Rosmarinus officinalis e Thymus vulgaris, ambos na concentracdo de 8%,
causaram 100% de inibicdo no crescimento de Rhizoctonia Solani (AL-
OTHMAN, 2012).

Ziziphus joazeiro Mart.

Conhecida popularmente por juazeiro, jua-espinho e laranjeira-de-
vaqueiro, a espécie arborea Ziziphus joazeiro Mart. pertence a familia
Rhamnaceae (Figura 1). Esta é uma planta caracteristica de varzeas da regiao
semiarida do Nordeste brasileiro, tipica e considerada endémica da Caatinga,
com ocorréncia em diversos estados, distribuindo-se do Piaui até o norte de
Minas Gerais (LORENZI; MATOS 2008; MAIA, 2012).

Z. joazeiro caracteriza-se por ser uma arvore frondosa, de até 16m de
altura, de tronco curto, espinhecente, com copa globosa, que produz sombra em
abundéncia. Possui folhas alternas, simples e ovaladas e as flores sé&o reunidas
em inflorescéncias cimosas, pequenas e de coloracdo amarelo-esverdeada. Os
frutos também sdo pequenos, amarelos, do tipo drupa, com um caroco grande
coberto por uma polpa doce e comestivel. Seu amplo e profundo sistema
radicular permite retirar agua do subsolo para manter-se verde mesmo nos
periodos de longa estiagem (LORENZI; MATOS, 2008).
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Fig'u‘ra 1..Zizibtis .jb'z;ifé A) Arvore; B) folhas_.—‘
Fonte: LORENZI; MATOS, 2008.

Essa espécie é tradicionalmente utilizada na medicina caseira. Suas
folhas e a entrecasca sao adstringentes, utilizadas como antitérmico e
expectorante, no tratamento da asma, de doencas de pele, do sangue, do
estbmago e do figado. Raspas da casca e da raiz sao indicadas para o alivio da
asma e a infusdo das folhas recomendadas para terapia de perturbacdes
estomacais. Também é utilizada na limpeza dos dentes, na fabricacdo de
sabonetes, sabdo, xampu, tbnico capilar e no combate a caspa. Na veterinaria
popular € empregada na terapia de danos causados por sarnas piolhos e
carrapatos de animas domésticos (MAIA, 2012).

Andlises fitoquimicas de Z. joazeiro apontam para a presenca e
isolamento de varios metabdlitos secundarios. Nas folhas e frutos maduros é
citada a presenca de saponina, alcaloide, esteroide e triterpenos; de flavonoides
e taninos nos frutos verdes (MELO et al. 2012) e saponina do tipo jujubosidios,
estearato de glicerila, triterpendides acido betulinico e lupeol, cafeina, um
alcaloide, amfibina-D e triterpenos no caule (SOUSA et al. 1991; KATO;
ALVARENGA, 1997). A analise quimica por cromatografia de extratos de folhas
de juéa revelou a presenca de acido galico, catequina, acido clorogénico, acido
cafeico, acido elagico, epicatequina, rutina, isoquercitrina, quercitrina, quercetina
e kaempferol (BRITO, et al. 2015).

A atividade antimicrobiana de extratos obtidos a partir do juazeiro tem
sido averiguada. Pesquisas realizadas por Alviano et al. (2008) com extrato
aquoso da entrecasca de Z. joazeiro apontaram atividade antimicrobiana contra
Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,

Fusobacterium nucleatum e Lactobacillus casei. Cruz et al. (2007) observaram
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uma concentracdo minima inibitéria (CMI) de 6,5ug/mL desse extrato para

Trichophyton rubrum e Candida guilliermondii.

Croton campestris A. St.-Hil

Pertencente a familia Euforbiaceae e conhecida popularmente como
velame ou velame do campo, Croton campestres (Figura 2) é um arbusto
originario do Brasil, amplamente distribuido por diversas regiées, sendo mais
comum nas regides sudeste e nordeste. Esta espécie pode ser encontrada em
diferentes tipos de habitat, ocorrendo preferencialmente em vegetacfes abertas
como cerrado, e ocorre também na caatinga, em campos rupestres, em regioes
de mata ciliar, em locais de campo limpo, campo sujo e campo denso. E
caracterizada por possuir um caule pouco ramificado, inflorescéncias densas,
com muitas flores pistiladas de coloracdo creme e outras estaminadas de
coloracédo esverdeada, folhas membranaceas e descolores e sementes rugosas.
Esta planta floresce e frutifica praticamente durante todo o ano (LIMA, PIRAMAI,
2003; SATIRO, ROQUE; 2008).

[ b
Figura 2. Croton campestris. Fonte: ZAPPI, 2018.

Na medicina popular essa espécie é utilizada no tratamento de afeccdes
da pele, no combate a reumatismo, ulcera do utero, diarreia, artritismo, doencas
venéreas, tumores e impinges (CRUZ, 1982).

Algumas substancias ja foram isoladas a partir de extratos de folhas de C.
campestres a exemplo de taninos flobabénicos, flavonas, flavonaois; xantonas,

chalconas, auronas, flavonadis, flavononas; alcaloides, terpenos (MATIAS, et al.
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2010), leucoantocianidinas e catequinas (LAVOR et al. 2014). Santos et al.
(2005) relataram a presenca de flavonoides O-glicosilados de C. campestris: 3-
O-B-Dapiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil quercetina, 3-O-3-D-galactopiranosil
guecetina (hiperina), 3-O-a-L-arabinopiranosil quercetina (guaijaverina) e 3-O- a-
L-ramnopiranosil quercetina (quercitrina). Babili et al. (1997) identificaram, a
partir de extrato da raiz, trés diterpenos inéditos, denominados velamolona,
velamona e acetato de velamolona. Alguns estudos demonstraram a atividade
antimicrobiana de extratos de velame contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (ALMEIDA et al. 2013) Candida albicans, Streptococcus mutans e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (PEREIRA et al. 2011). Resultados de
pesquisas demonstram que os produtos obtidos de extratos de folhas de C.
campestres podem representar uma fonte alternativa de produtos naturais
capazes de modificar e interferir com a resisténcia bacteriana contra alguns
antibioticos (LAVOR et al. 2014), evidenciando ser uma promissora fonte de

produtos naturais com acdo antibacteriana (MATIAS et al. 2010).

Capparis yco (Mart.) Eichler

Tipica do sertdo nordestino, a espécie vegetal Capparis yco (Mart.)
Eichler, conhecida popularmente como icé (Figura 3), pertence a familia
Capparaceae. Esta é uma arvore de pequeno porte que se engalha e forma
touceiras. Suas folhas sdo compridas e estreitas, seus frutos sdo capsulas
ovoides, pontudas, verdes que possuem de quatro a seis sementes amareladas
ligadas uns aos outros longitudinalmente e envoltos pela polpa. As flores séo
brancas e arométicas (SOUSA, 1995).

Mesmo nos periodos de longa estiagem, o icozeiro permanece verde,
apontando-se como uma alternativa na alimentacdo de rebanhos. Na medicina
popular, suas sementes sdo usadas como calmante e anti-inflamatério
(GUIMARAES FILHO, 2008).

Espécies do género Capparis sao reconhecidas como uma fonte potencial
de nutrientes valiosos e compostos bioquimicos com fungdes fisiologicas e
bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana, antifingica, hepatoprotetores, anti-
helminticos, antidiabéticos, anti-inflamatérios, anti-cancerosos e anti-

hiperlipidémicos (GULL et al. 2015a). Esses efeitos tém sido atribuidos a
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presenca de metabdlitos secundarios, tais como os acidos fendlicos (galico,
vanilico, caféico), flavonoides (rutina, quercetina e kaempferol), catequina,
epicatequina, glucosinolatos, alcaloides e fitosterois, além da presenca de
acucares naturais, vitaminas e acidos orgéanicos (AICHI-YOUSFI et al. 2016;
ARGENTIERI et al. 2011; GULL et al. 2015a).

Figura 3. Capparis yc6. A) Arvore; B) Folhas e fruto. Fonte:
CARDOSO, 2016.

Espécies do género Capparis sao reconhecidas como uma fonte potencial
de nutrientes valiosos e compostos bioquimicos com funcgBes fisiologicas e
biolégicas, incluindo atividade antibacteriana, antifingica, hepatoprotetores, anti-
helminticos, antidiabéticos, anti-inflamatérios, anti-cancerosos e anti-
hiperlipidémicos (GULL et al. 2015a). Esses efeitos tém sido atribuidos a
presenca de metabdlitos secundarios, tais como os acidos fendlicos (galico,
vanilico, caféico), flavonoides (rutina, quercetina e kaempferol), catequina,
epicatequina, glucosinolatos, alcaloides e fitosterdis, além da presenca de
acucares naturais, vitaminas e acidos organicos (AICHI-YOUSFI et al. 2016;
ARGENTIERI et al. 2011; GULL et al. 2015a).

A capacidade antimicrobiana de extratos da parte radicular de C.
grandiflora tem sido demonstrada contra uma variedade de microrganismos e 0s
estudos revelam que os extratos testados séo potencialmente utilizaveis contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, B. pumillus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Candida albicans e Aspergillus niger (SINI et al.
2011). Similarmente, Mahboubi e Mahboubi, (2014) relataram a acéo

antimicrobiana de extratos de raiz de C. spinosa contra S. aureu, A. niger, A.
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parasiticus, A. flavus e C. albicans. Além disso, Mazarei et al. (2016) verificaram
gue as folhas dessa mesma espécie inibiram o crescimento de E. coli, Shigella
dysenteriae e Sallmonella typhi, B. panis e S. aureu. Gull et al. (2015b) testaram
extratos de diferentes partes de C. spinosa e C. decidua e constataram que
ambas as espécies reduziram significativamente o crescimento de S. aureus, E.

coli, B. subtilis e Pasteurella multocida.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazarei%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27865953
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CAPITULO 2

Controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense com extratos

vegetais.
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RESUMO

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.

Controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense com extratos vegetais.

No Brasil, a bananicultura tem significativa importancia economica e social. Os
principais problemas enfrentados pelos produtores estdo associados a doengas
causadas por fungos. O mal do Panam4, doenca causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc), constitui-se num dos maiores problemas
fitossanitarios da cultura e ndo € controlado com fungicidas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial fungitoxico in vitro de extratos hidroalcodlicos de
folnas de Ziziphus joazeiro Mart.,, Capparis yco (Mart.) Eichler e Croton
campestres A. St.-Hil sobre o crescimento e esporulacdo de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, agente causal do Mal do Panama. Extratos
hidroalcodlicos de folhas dessas espécies vegetais foram adicionados ao meio
batata dextrose e agar (BDA), ajustando-se as concentracdes finais dos extratos
para 2,5; 5; 10; 20 e 40%. Discos de micélio de Foc foram transferidos para o
centro da placa de Petri e os ensaios foram incubados em BOD a 28+2°C. O
crescimento micelial foi avaliado diariamente e a esporulacdo avaliada no final
do periodo de incubagcdo. O extrato de juazeiro, na concentracdo de 40%,
reduziu em 99% o crescimento micelial, em 96% a esporulacdo de microconidios
e em 100% a esporulacdo de macroconidios. O extrato de velame na mesma
concentracdo proporcionou reducao de 99% no crescimento micelial e 92% e
100% na esporulagdo de microconidios e macroconidios, respectivamente. O
extrato de Icd, apesar de ter atividade antifingica, ndo apresentou resultados
satisfatorios. Os extratos hiroalcodlicos de Z. joazeiro e C. campestres
apresentam atividade antifingica contra o fungo Fusarium oxysporum f. sp.

cubense, agente etiolégico do mal do Panama.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro Mart.; Capparis yco (Mart.) Eichler; Croton

campestres A. St.-Hil; Mal do Panama; bananeira.
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ABSTRACT

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.
Controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense with plant extracts.

In Brazil, the banana fruit crop has a significant social and economic importance.
The main problems faced by banana farmers have been associated with high
incidence of diseases caused by fungi. Panama disease caused by Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) is one of the main fitossanitary problems of this
crop, which is not controled with fungicides. The aim of this work was to study the
in vitro antifungal potential of hidroalcoholic extracts from leaves of Z. joazeiro
Mart., C. yco and C. campestres on mycelium growth, sporulation and spore
germination of F. oxysporum f. sp. cubense (Foc), the causal agent of Panama
disease. Hydroalcoholic leaf extracts from different plant species were added to
potato dextrose agar (PDA) medium with the final concentrations adjusted to 2.5;
5; 10; 20 and 40%. Mycelium plugs of Foc were transferred for the center of Petri
plates and the assays were incubated at 28+2°C. Mycelium growth was evaluated
daily and sporulation was evaluated at the end of the incubation period. The Z.
Joazeiro extract at the concentration of 40% reduced in 99% the mycelium
growth, in 96% microconidia sporulation and in 100% macroconidia sporulation.
The extract of C. campestres at the same concentration caused a reduction of
99% in mycelium growth and 92% and 100% in the sporulation of microconidia
and macroconidia, respectively. The extract of C. yco, although it had antifungal
activity, its activity was not satisfactory. The hidroalcoholic extracts of Z. joazeiro
and C. campestres showed antifungal activity against Fusarium oxysporum f. sp.

cubense, the causal agent of Panama disease.

Kay words: Ziziphus joazeiro Mart.; Capparis yco (Mart.) Eichler; Croton
campestres A. St.-Hil; Panama disease; bananeira.
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1 INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) destaca-se mundialmente como uma das
fruteiras mais exploradas, principalmente nos paises tropicais, 0s quais
apresentam um clima favoravel para o seu cultivo durante praticamente todo o
ano. Seu fruto € um dos mais consumidos, produzidos e comercializados do
mundo (FERNANDES et al. 2007; DIAS, 2011). No Brasil, a banana é produzida
na maioria dos estados, sendo os estados da Bahia e S&o Paulo os principais
produtores (IBGE, 2017).

Durante todo o seu ciclo vegetativo e produtivo, as bananeiras podem ser
afetadas por diversos tipos de doencas, fato que representa um entrave para a
sua producdo (FERNANDES et al. 2007). Dentre as principais doencas que
acometem a cultura, o mal do Panaméa merece especial atencéo. Esta doenca &
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, um fungo de solo com grande
capacidade de sobrevivéncia. Os sintomas caracteristicos da doenca séo
amarelecimento e murcha das folhas, seguida de ruptura ou quebra do
pseudopeciolo préximo ao pseudocaule. Internamente observa-se uma
descoloracdo pardo-avermelhada dos vasos do xilema de forma periférica no
pseudocaule e no rizoma, principalmente nas regides de vascularizagdo mais
densa (PEREIRA E GASPAROTTO, 2005).

Nao existem medidas efetivas e registradas de controle quimico e a
resisténcia genética se apresenta como a estratégia mais eficaz. Todavia, a
insercao de novas cultivares no mercado necessita da boa aceitacao por parte
do mercado consumidor (CORDEIRO et al., 1993; PLOETZ, 2006).

Diante das dificuldades de supressao do patégeno, a busca de medidas
de controle que possam reduzir o inéculo no campo tornam-se relevantes. Nessa
perspectiva, o potencial bioativo de extratos vegetais tem sido investigado em
diversos patossistemas, visando a exploracdo do potencial antimicrobiano de
diversos compostos presentes nas plantas.

Tendo em vista o potencial de substancias bioativas presentes em
extratos vegetais da flora nativa brasileira, principalmente do bioma Caatinga, no
controle de fungos fitopatogénicos, este trabalho teve o objetivo de avaliar o

potencial fungitéxico in vitro de extratos hidroalcodlicos de folhas de Ziziphus
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joazeiro Mart., Capparis yco (Mart.) Eichler e Croton campestres A. St.-Hil sobre
o desenvolvimento do Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal do Mal

do Panama.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de Microbiologia
Agricola e de Fitoquimica pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biolégicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, em

Cruz das Almas, Bahia.

2.2 Obtencao do in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

O isolado de Foc, raca 1 (cédigo 0801), utilizado neste trabalho, pertence
a colecdo de culturas do Laboratério de Fitopatologia da EMBRAPA Mandioca e
Fruticultura, na cidade de Cruz das Almas, Bahia.

2.3 Material vegetal

As folhas de Z. joazeiro, C. yco e C. campestres foram coletadas no més
de marco de 2016, proximo a BA 411, Km 0,4, no municipio de Conceicdo do
Coité-Ba (latitude: 11° 33' 41" S e longitude: 39° 16' 58" W).

2.4Preparo dos extratos vegetais hidroalcodlicos

Para o preparo dos extratos, as folhas foram lavadas em agua corrente e
secas em estufa de ventilacdo forcada, a 45 °C, até atingirem peso constante.
As folhas secas foram preparadas para obtencao dos extratos pelo processo de
maceracao, conforme sugerido por Sonaglio et al. (2003). O material vegetal
(30g) foi colocado em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 2L,

submersas com solucdo de etanol e 4gua destilada (1:1 v/v) e mantidas em
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repouso por 72h, a temperatura ambiente (28 £2° C), protegido da luz, com
agitacdo ocasional. A operacdo foi repetida trés vezes, utilizando o mesmo
material vegetal, renovando-se apenas o liquido extrator. Os extratos liquidos
foram filtrados em papel de filtro descartavel para café e, em seguida o etanol foi
removido em rota evaporador sob presséo reduzida com temperatura de 60°C
(Figura 1). A remocéao do etanol foi feita para que sua atividade antimicrobiana
nao influenciasse na acao dos extratos.

Foi utilizado o mesmo procedimento para as trés plantas e os extratos
obtidos foram armazenados em frascos shots, protegidos da luz e congelados a
-20°C, em freezer vertical (Figura 1.D). Momentos antes da instalacdo dos
experimentos, os extratos foram descongelados e filtrados em membranas de

nitrocelulose (Millipore) com 0,22 um de porosidade (Figura 1.E).

Figura 1. Preparagéo dos extratos. A) Folhas submersas com solugéo de etanol e 4gua;
B) Extratos filtrados em papel filtro; C) Concentrado em rotaevaporador; D) Armazenados
em shots protegidos da luz; E) Filtrado em filtro Millipore.
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2.5 Avaliagcdo in vitro dos extratos hidroalcodlicos sobre o

crescimento micelial de F. oxysporum f. sp cubense

As avaliacdes foram realizadas por meio da determinagéo do potencial de
inibicdo do crescimento micelial de F. oxyporum f. sp. cubense, em meio de
cultura BDA. Os tratamentos foram constituidos dos extratos em diferentes
concentracfes. Para a obtencdo destas concentracbes do extrato no meio de
cultura, 5, 10, 20, 40 e 80 mL de extrato foram adicionados a 195, 190, 180, 160
e 120 mL de meio BDA fundente (com a temperatura proxima do ponto de
solidificacdo), de modo a obter as concentracbes de 2,5; 5; 10; 20 e 40%,
respectivamente. O meio foi homogeneizado e adicionou-se 1mL L1 de
Tormicina® (oxitetraciclina 100 mg mL). Em seguida, o meio foi agitado
manualmente com movimentos rotativos do frasco e foi vertido em placas de
Petri de 9 cm de diametro, esterilizadas. Em camara de fluxo laminar, apés a
solidificacdo dos meios com o0s extratos vegetais, fez-se a transferéncia de
discos de micélio da borda de culturas de Foc para o centro dessas placas
(Figura 2). As culturas de Foc tinham sete dias de cultivo em meio BDA, a
temperatura de 28+2 °C. As placas foram vedadas com filme PVC e incubadas
em camara BOD a uma temperatura de 28+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas.
Para o tratamento controle, utilizou-se o meio de cultura BDA sem o0 extrato
vegetal.

As culturas foram avaliadas a cada 24h, por meio da medi¢éo do diametro
da colénia em dois sentidos perpendiculares, com um paquimetro (Figura 2.D),
até a data em que a colbnia do controle atingiu as bordas da placa. Foi calculada
a area do crescimento micelial, com a seguinte equacéo: S = (T x D1 x D2) / 4;
Sendo: S = area da lesédo; D1 = diametrol; D2 = diametro2. Foi calculada
também a area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) utilizando-se
a equacao proposta por Campbell e Madden (1990): AACCM: [Z (yi + yi+1)/2.
dti]/n, na qual: yi e yi+1 = valores de crescimento da col6nia observados em
duas avalia¢des consecutivas; dti = intervalo entre as avaliacées; n = duracéo do
periodo de avaliacéo.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com

seis tratamentos, incluindo o controle, e oito repeti¢cdes, para cada ensaio.
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Figura 2. Preparo do teste de crescimento micelial. A) Adi¢do
do extrato ao meio de cultura BDA; B) Obtencéo dos discos de
colbnia; C) Transferéncia dos discos de micélio para placas
contendo BDA e extrato; D) Marcagéo da placa de Petri para
avaliac&o do didmetro da col6nia de Foc.

2.6 Avaliacao in vitro dos extratos hidroalcodlico sobre a esporulacao

de F. oxysporum f. sp cubense

Para a avaliacdo da esporulacdo de F. oxysporum f. sp cubense foram
adicionados 20 mL de agua destilada esterilizada e 0,5mL de Tween 20® as
placas contendo as culturas de Foc do ensaio anterior (item 2.5), ap6s cultivo no
meio BDA com os extratos vegetais. Em seguida, as colbnias foram raspadas
com uma alca de Drigalsky para obtencdo da suspensdo de conidios. A
contagem de conidios dessa suspensao foi feita em camara de Neubauer, com
microscépio de luz (Leica® DM750), e a concentracdo foi calculada com o

programa Calibra®.

2.7 Avaliacao in vitro dos extratos hidroalcodélico sobre a germinacao

de conidios de F. oxysporum f. sp cubense

Para o teste de germinacéo, foi preparada uma suspensao de conidios.
Para isso, foram adicionados 20 mL de agua destilada esterilizada e 0,5mL de
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Tween 20® em placas de Perti contendo culturas de Foc mantidas por sete dias
em meio BDA. Em seguida, as colénias foram raspadas com uma alca de
Drigalsky para obtencdo da suspenséo de conidios. A contagem de conidios
dessa suspensdao foi feita em camara de Neubauer, com microscopio de luz
(Leica® DM750), e a concentracdo foi calculada para 10° conidios/mL com o
programa Calibra®.

O extrato foi diluido em agua destilada esterilizada de modo a obter as
mesmas concentracdes utilizadas nos teste de crescimento micelial (item 2.5).
Cada poco da placa de microtitulacdo (placas com 96 pocos) recebeu 100 uL do
meio batata e dextroe (BD), 100 uL de extrato e 50 yL da suspensado. O
tratamento controle foi constituido de 100 yL do meio BD, 100 pyL de agua
destilada esterilizada e 50 yL da suspenséo. As placas foram incubadas por 24
horas a 28 +2° C em camara de crescimento tipo BOD.

Ao final do periodo de incubagao foram adicionados 50 uL de lactofenol
azul em todos os tratamentos, para paralisar a germinacdo de conidios. Em
microscépio otico realizou-se a contagem de 200 conidios em cada po¢o, sendo
registrado o nimero de conidios germinados e ndo germinados, considerando-
se como conidio germinado aquele cujo tubo germinativo apresentava o
comprimento superior ao dobro do diametro.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis

tratamentos e oito repetigcdes.

2.8 Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em duplicata com intervalo de
30 dias para comprovacédo dos resultados. Os diametros médios das colbnias
foram analisados por regressao linear, ndo-linear e multipla, para selecionar os
modelos com os melhores ajustes as curvas de crescimento micelial, com base
no coeficiente de determinagdo (R?) e no quadrado médio do residuo (QMR). A
significancia das regressdes foi verificada pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Fez-se andlise de variancia e o teste de Tukey (p < 0,05). Para
todas as analises foi utilizado o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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2.9Triagem fitoquimica

Diferentes classes de metabdlitos secundarios foram avaliadas quanto a
presenca/auséncia no extrato. Foram feitos testes para a presenca de
flavanoides, tanino esteroides/triterpendide (JOSHI et al. 2013), saponina
(IQBAL et al. 2015 ), alcaloide (AZEVEDO et al. 2014).

291 Flavonoides

Foram adicionados no tubo de ensaio 0,5 mL do extrato, 10 gotas do acido
cloridrico concentrado e 0,5 cm de fita de magnésio. O resultado é observado
pela reagéo de Shinoda ou cloreto de cianidina, onde a formagéo da cor rosa,

parda a vermelha, ou marrom indica a presenca de flavonoides.

2.9.2 Tanino

Foram adicionados no tubo de ensaio 1,0 mL do extrato, trés gotas de
solucéo alcodlica de FeCls. A cor verde indica a presenca de galotaninos e a cor
marrom indica a presenca de pseudotaninos e a cor azul indica a presenca de

taninos hidrolisaveis.

2.9.3 Saponina

Foram adicionados no tubo de ensaio 2 mg do extrato, 2 mL de
cloroférmio e 5 mL de agua destilada, em seguida agitou-se vigorosamente. A
formacdo de espuma persistente e abundante (colarinho), que persiste sobre o
aguecimento em banho-maria por 5 minutos, indica a presenca de saponinas.

2.9.4 Esteroide/ Triterpenoide

Para a deteccao de esteroide /triterpenoide foram usados os testes de

Lieberman-Burchard e Salkowski conforme especificado a seguir:
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Teste de Lieberman-Burchard: para identificacdo de triterpenos e esteroides
foram utilizados 2mg das fracdes dos extratos, solubilizados em 2mL de
cloroférmio, e em seguida, 1mL de anidrido acético. Agitou-se suavemente e
adicionou-se pelas paredes do tubo 3 gotas de acido sulflrico concentrado. A
camada superior verde indica a presenca de esteroides e a formacgao da cor
vermelha indica a presenca de triterpenoides ou coloracdo azul evanescente
seguida de verde indica a presenca de esteroides e triterpenoides

respectivamente.

Teste de Teste Salkowski: foram adicionados no tubo de ensaio 1,0 mL do
extrato, trés gotas de acido sulfrico. A cor vermelha indica a presenca de

esteroides e formacao da cor amarela indica a presenca de triterpenoides.

2.9.5 Alcaloide

Para determinacdo de alcaloides, 2 mg do extrato em tubo de ensaio
foram alcalinizados com 15 gotas de hidréxido de sédio a 1% e acrescidos de 2
mL de agua e 2 ml de cloroférmio. A fracdo aquosa foi desprezada e a fracao
cloroférmica acrescida de quinze gotas de acido cloridrico a 1%, e em seguida
extraida com 2 mL de agua. A fracdo cloroférmica foi desprezada e os testes
realizados com a fracdo aquosa acida, acrescentando-se trés gotas do reagente
de Drangendorff para a verificacdo da presenca de alcaloides. A formacao de
precipitado laranja ou laranja avermelhado indica a presenca de alcaloide. A cor

castanha indica a presenca de esteroides.

3 RESULTADOS

1.1 Avaliagcdo in vitro dos extratos vegetais hidroalcodlicos no
crescimento micelial de Foc

Em todos os tratamentos, as colénias de Foc apresentaram diametros

inferiores ao controle (BDA sem extrato), demonstrando atividade antifGngica em
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todos os extratos. Quando aplicados em concentragdes mais altas, os extratos
promoveram maior inibicdo do crescimento micelial.

O extrato hidroalcodlico de folhas de juazeiro causou uma reducao
significativa no crescimento micelial de Foc, a partir da menor concentragcéo

(2,5%), a qual apresentou crescimento micelial de 40,60 cmz2, quando comparado

com o controle com valor de 47,18 cmz? (Figura 3).

Figura 3. Inibicdo do crescimento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f.sp. cubense em
funcdo do aumento da concentracéo do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus joazeiro (A-
controle; B — 2,5%; C — 5,0%; D — 10%; E — 20%; F — 40%)

Os melhores resultados ocorreram com o extrato de juazeiro nas
concentracdes de 20% e 40%, com crescimento micelial de 1,50 cm? e 0,18 cm?,

0 gque representa a reducao de 97% e 99%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito dos extratos vegetais hidroalcodlicos no crescimento micelial de
Fusarium xoysporum f. sp. cubense in vitro

Extrato de Extrato de
Extrato de

Concentragdes (%) . folhas de folhas de

folhas ico . _

velame juazeiro
Crescimento micelial (cm?)

0,0 53,06 Aa 49,46 Aab 47,18 Ab
2,5 51,07 Aa 47,52 Aa 40,60 Bb
5,0 50,54 Aa 39,80 Bb 33,50 Cc
10 46,20 Ba 34,05 Cb 21,13 Dc
20 37,01 Ca 15,09 Db 1,50 Ec
40 20,73 Da 0,43 Eb 0,18 Eb

"Médias seguidas de letras iguais minlsculas na linha e maitsculas na coluna néo diferem pelo

teste de Tukey a 5%.
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O extrato de velame também apresentou atividade antifingica sobre o
patdogeno (Figura 4). Na concentracdo de 5% ja se obteve reducdo no
crescimento micelial (47,52 cm?). A partir da concentracao de 10%, a reducao no
crescimento (34,05 cm?) teve um aumento significativo, com 0s menores
didmetros da coldnia no tratamento com 20% (15,09 cm?) e 40% (0,43 cm?) de

concentracdo do extrato, com percentuais de reducdo de 69,45% e 99%,

respectivamente (Tabela 1).

Figura 4. Inibicdo do crescimento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f.sp. cubense em
funcdo do aumento da concentracdo do extrato hidroalcodlico de folhas de Croton
campesteis (A- controle; B — 2,5%; C — 5,0%; D — 10%; E — 20%; F — 40%)

O extrato de icd, apesar de evidenciar atividade antifingica, nao
apresentou resultados satisfatérios. As concentracdes de 2,5% (51,07 cm?) e 5%
(50,54 cm?) néo diferiram do tratamento controle, ao passo que 0s tratamentos
com 10% (46,20 cm?), 20% (37,01 cm?), e 40% (20,73 cm?) promoveram a
inibicdo do crescimento micelial em 12,91%, 30,1% e 60%, respectivamente
(Tabelal, Figura 5).

Figura 5. Inibicdo do crescimento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f.sp. cubense em fungéo
do aumento da concentrag&o do extrato hidroalcodlico de folhas de Capparis yco (A- controle; B
—2.5%: C—5.0%: D —10%: E — 20%: F — 40%).

Na comparacéo da eficiéncia dos trés extratos vegetais observa-se que
os resultados com o extrato de jua foram superiores ao extrato de icé, em todas
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as concentracdes testadas, ao passo que o extrato de velame foi superior ao de
icé, a partir do tratamento a 5% de concentracdo. Os tratamentos com o extrato
de velame foram inferiores ao extrato de juazeiro, desde a menor concentracéo
(2,5%). No entanto, na concentracédo mais alta (40%), ambos os extratos tiveram
0 mesmo comportamento em relagdo a reducéo do crescimento micelial (Tabela
1).

A area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) indica que todos
0S extratos promoveram a inibicdo do crescimento micelial, em relacdo ao
tratamento controle, sendo o extrato hidroalcodlico de folhas de joazeiro o mais
eficiente em relacdo aos demais. Os extratos de juazeiro e velame foram
superiores ao extrato de ico, em todas as concentracdes testadas, e o de juazeiro

foi superior ao velame nas concentragdes de 10% e 20% (Tabela 2).

Tabela 2. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense em meio batata dextrose &gar (BDA) com extratos
hidroalcodlicos

Extrato de Extrato de
. Extrato de
Concentracdes (%) o folhas de folhas de
folhas de ico _ _
velame juazeiro

AACCM
0,0 186,58 Aa 157,01 Ab 185,43 Aa
2,5 171,57 Ba 149,19 Ab 148,88 Bb
5.0 169,45 Ba 122,45 Bb 123,23 Cb
10 144,58 Ca 98,46 Cb 69,44 Dc
20 113,70 Da 41,05 Db 22,64 Ec
40 56,53 Ea 0,94 Eb 1,29 Fb

“Médias seguidas de letras iguais mindsculas na linha e maitsculas na coluna néo diferem pelo

teste de Tukey a 5%.
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1.2 Avaliagéo in vitro da esporulagcdo de Foc crescido em meio BDA

com extratos vegetais hidroalcodlicos

A producédo de microconidios de Foc foi afetada pelo extrato de Ico,
apenas nas concentracdes mais altas (20% e 40%), com esporulagdo média de
12,8x10% e 14,0x10° conidios/mL respectivamente. Quanto a esporulagdo de

macroconidios, ndo houve reducdo em nenhum dos tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Producédo de conidios de Fusarium oxysporum f. sp. cubense in vitro,
no meio BDA com extratos hidroalcodlicos.

CONCENTRACOES (%) ICO CROTON JUA

MICROCONIDIOS (109)
0 31,00 Aa 22,30 Aa 17,10 Aa

2,5 27,70 Aa 20,00 Aa 10,10 Aa
5 24,00 Aa 22,70 Aa 7,20 Bb
10 23,70 Aa 26,30 Aa 4,83 Bb
20 12,80 Ba 3,90 Bb 4,37 Bb
40 14,00 Ba 0,28 Cc 0,60 Cb

CONCENTRACOES (%) ICO CROTON JUA

MACROCONIDIOS (10°)
0 15,10 Aa 26,80 Aa 35,0 Aa

2,5 25,10 Aa 0,75 Aa 2,70 Aa

5 2,60 Aa 1,87 Ab 1,77 Aa
10 5,33 Aa 0,93 Aab 0,17 Bb
20 2,80 Aa 0,08 Bb 0,25 Ba
40 2,17 Aa 0,00 Bb 0,00 Cb

*Médias seguidas de letras iguais mindsculas na linha e mailsculas na coluna nao diferem pelo
teste de Tukey a 5%.

Com o extrato de velame, a esporulacéo tanto de microconidios quanto

de macroconidios ndo diferiu do controle, para as concentragcdes mais baixas.
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Os tratamentos com 20% e 40% apresentaram esporulacdo de microconidios de
3,90x10° e 0,28x10° conidios/mL respectivamente, o que corresponde a uma
reducdo de 82% e 92%. Na producdo de macroconidios, o0 extrato na
concentracéo de 20% causou a reducéo de 82%, com esporulacéo de 0,25 x10°
conidios/mL. Na concentracao mais alta (40%) néo ocorreu esporulagéo (Tabela
3).

O extrato de juazeiro promoveu reducéo da producdo de microconidios a
partir da concentragdo de 5% (7,20x108 conidios/mL). A maior taxa de inibicéo
(96%) foi obtida para a concentracdo de 40%, com média de 0,60x10°
conidio/mL. Em relacdo aos macroconidios, o extrato nas concentracdes de 10%
e 20% causou reducdo, em comparagdo com o tratamento controle, com
producéo de 0,17x108 e 0,25x108 conidios/mL, correspondendo a 99,5% e 99,9%
de reducéo, respectivamente. Nao houve esporulacdo no tratamento com 40%
de extrato (Tabela 3).

1.3 Avaliagdo in vitro dos extratos vegetais hidroalcodlicos na
germinacédo de conidios de Foc

O extrato hidroalcodlico de Z. joazeiro, na concentracdo de 20%
proporcionou a maior reducao (41,8%) na germinacado de conidios de Foc (Figura
6). No tratamento com 40% de extrato, a reducao foi de 32,1%. Os tratamentos
de 2,5%; 5% e 10% de concentracao reduziram a germinacéo em 8%; 15,3% e
27,3%, respectivamente.

Os resultados com extrato de velame na germinacao de conidios foram
inferiores aos observados com o extrato de juazeiro. Os maiores percentuais de
reducdo (23%) ocorreram nos tratamentos com 40% e 20% de extrato. O
tratamento com 10% causou reducdo na germinacdao em 14,4%. As menores
taxas foram observadas nos tratamentos com as concentracdes de 2,5% e 5%
do extrato, com reducdes de 4,1% e 7,9%, respectivamente.

O extrato de icé ndo apresentou resultados satisfatérios. Na concentracéo
mais alta (40%) a percentagem de reducao foi de 13%. O tratamento com 20%
de concentracdo causou 6,5% de inibicdo da germinacdo, ao passo que com
10% a reducéo foi de 3,2%. As menores taxas de germinagao ocorreram nos
tratamentos com 2,5 (0,8%) e 5% (1,6%) de extrato.
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Figura 6. Avaliacao in vitro dos extratos vegetais hidroalcodlicos na germinacéo de
conidios de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

1.4 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica indicou a presenca de grupos de compostos
quimicos provenientes do metabolismo secundario das plantas (Tabela 4). No
extrato de folhas de juazeiro foram encontradas saponinas, pseudotaninos,
esteroides e alcaloides. No extrato de folhas de icQ, os testes indicaram a
presenca de pseudotaninos e tripterpenos. No extrato de velame apenas a

presenca de pseudotaninos foi detectada (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizacéo fitoquimica dos extratos de folhas de ico, velame e jud.

Extrato de Extrato de Extrato de
Classe de compostos g : :
velame juazeiro
Flavonoides - - -
Pseudotaninos + + +
Esteroides - - +
Saponinas - - +
Alcaloides - - +
Tripterpeno + - -
(-) Ausente

(+) Presente

4 DISCUSSAO

No presente estudo, a atividade antifungica de extratos hidroalcodlicos de
trés espécies de plantas do bioma Caatinga foi avaliada para o controle de Foc
in vitro. Os extratos hidroalcodlicos de folhas de Z. juazeiro, C. campestres e C.
yco promoveram redugao no crescimento micelial de Foc, variando com as suas
concentracdes. As melhores taxa de reducéo foram obtidas com o extrato de Z.
juazeiro. Esta atividade pode ser explicada pela presenca de saponinas,
pseudotaninos, esterbides e alcaloides no extrato. Estes compostos sao
conhecidos por apresentar atividade biologica (SILVA et al. 2016) e podem atuar
de véarias formas sobre as células microbianas, interferindo na membrana, na
ligacdo de proteinas, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo enzimas e ruptura
de estruturas da membrana (COWAN, 1999; BOZDOGAN; APPELBAUM, 2004).

A classe de pseudotaninos foi comum aos trés extratos, no entanto
sugere-se que a influéncia no desenvolvimento do microrganismo nao foi devida
a esse metabdlito, uma vez que o extrato de ic6 ndo apresentou um bom
potencial de inibicdo. Além disso, por ser um método qualitativo, a triagem
fitoquimica néo identifica os compostos majoritarios.

Rodriguez et al. (2015), ao investigar a atividade biologica de Rhus
muelleri sob Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, atribuiu a atividade

antifingica a presenca de produtos pertencentes ao grupo de compostos
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alcodlicos e dos esterdides. Rosca-Casian et al. (2017) identificaram a presencga
de alcaloides, terpenoides, saponinas e taninos em extratos de Hedera helix.
Segundo os autores além de identificar a composicdo quimica do extrato €
necessario quantificar as substancias bioativas.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode variar de acordo com
a estrutura ou com o estadio de desenvolvimento do patdgeno. Enquanto alguns
compostos agem sobre o crescimento micelial, outros afetam a germinacéo de
conidios (PIZANA et al. 2010; TALIBI, et al. 2012). Os resultados do presente
estudo demonstram que o crescimento micelial e a esporulacdo de Foc séo mais
afetados pelos extratos do que a germinacao de conidios.

A andlise fitoquimica qualitativa mostrou metabdlitos que apresentam
atividade biol6gica, como saponinas, pseudotaninos, esterdide, alcaloides e
tripterpenos. Estes compostos frequentemente promovem atividades biolégicas
importantes (SCHAFER; WINK, 2009), sendo conhecidos entre os principais
compostos bioativos com potencial antimicrobiano (EDEOGA et al. 2017).

Algumas diferencas na composi¢do quimica foram observadas entre as
diferentes espécies de plantas. Os pseudotaninos foram encontrados em todos
0s extratos. Terpenos foram identificados apenas no extrato de icé e alcaloides,
esterdides e saponinas no extrato de juad. Sabe-se que o tipo, a atividade e a
quantidade dos compostos quimicos presentes nos tecidos das plantas sédo
comumente influenciados pela espécie botanica utilizada, pelo local de origem,
pelos fatores bidticos e abioticos (GANJEWALA et al. 2009), pela idade, pela
parte da planta estudada e do solvente utilizado, pelo procedimento de extracao,
preparacao, acondicionamento e manutencdo dos produtos (BILAL et al. 2017,
ROSCA-CASIAN et al. 2017). Portanto é necessario ter todas as informacdes
possiveis referentes ao estado da planta, assim como do ambiente em que ela
estd inserida e de todos os procedimentos utilizados para a obtencdo dos
extratos.

Amplamente distribuidas entre as espécies vegetais, as saponinas
representam uma das familias mais importantes e diversas entre os produtos
derivados das plantas. Estes compostos possuem uma ampla gama de
atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana (SPARG et al. 2004; MOSES et

al. 2014). Pesquisas realizadas por Yang et al. (2006) demonstraram que a
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atividade antifungica deste produto esta relacionada ao nimero e a estrutura das
unidades de monossacarideos em suas cadeias de acgUcar.

Os alcaloides séo descritos como substancias com significativo potencial
biolégico (HU et al 2014). Este grupo é diversamente distribuido, ocorre em cerca
de 300 familias de plantas e pode incidir em qualquer parte da planta (CORDELL
et al. 2001). Estudos realizados por Chakraborty e Brantner (1999)
demonstraram acao antimicrobiana da fracdo de alcaloides extraido de extratos
da casca do caule de Holarrhena pubescens contra Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Streptococcus faecalis.

Os terpenos sao hidrocarbonetos composto por unidade de isopreno.
Compostos pertencentes a este grupo apresentam uma série de atividades
biolégicas (HAQUE et al. 2016). Dados relatados na literatura demonstraram que
células de Saccharomyces cerevisiae ao serem tratadas com terpenos tiveram
a integridade de sua mitocondria afetada, resultando na morte celular. Estudos
realizados por Ighachane et al. (2017) evidenciaram a natureza antifungica de
terpenos, com a inibigéo do crescimento micelial e esporulagéo de F. oxysporum
f. sp. albedinis, F. oxysporum f. sp. canariensis e Verticillium dahliae. Pontin et
al. (2015) também observaram atividade antifangica de terpenos biosintetizados
por plantas de Allium sativum infectados com Sclerotium cepivorum, com inibicéo
do crescimento micelial e reducdo na producdo de esclerécios. Estes autores
sugerem que um dos mecanismos de acao antifungica de terpenos € a alteragcao
da integridade da membrana celular do fungo.

Subhisha e Subramoniam (2005) relataram a atividade antifungica de
extratos de Pallavicinia lyellii contra Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, F.
oxysporum e Candida albicans, indicando que o esteréide como principio ativo
causou a inibicdo da germinacdo de conidios e do crescimento micelial. Os
autores sugeriram que sendo um composto lipofilico, provavelmente o esterdide
teria atuado intracelularmente. Dados semelhantes foram reportados por Bahi et
al (2014) com extratos de Cassia alata no controle de C. albicans.

Alguns autores asseguram que a atividade antifangica de alguns
metabdlitos secundérios causa a destruigdo das estruturas da membrana celular
de fungos fitopatogénicos, provocando danos irreversiveis ao septo celular,
exsudacao e coagulacédo de materiais de interiores celulares e séo capazes de
inibir a atividades de catalase e peroxidase (ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014; YANG


http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=S+Subhisha&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=A+Subramoniam&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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et al. 2017). Segundo Parvu et al (2013) ao tratar Botrytis tulipae com extrato de
Chelidonium majus, as hifas apresentaram precipitacdo do citoplasma e
destruicdo de organelas e nucleos que causaram perda de viabilidade e

capacidade de germinacao.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de folhas de Z. juazeiro e C. campestris apresentam bom
potencial para o controle de F. oxysporum f. sp. cubense, em condi¢des in vitro.
O extrato de folhas de C. yco possui baixa atividade antifingica contra F.
oxysporum f. sp. cubense.

Os extratos de folhas de Z. juazeiro e C. campestres e C. yco possuem
metabdlitos secundarios de diferentes grupos quimicos (flavonoides,

pseudotaninos, esteroides, saponina, alcaloide e tripterpenos).
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CAPITULO 3

Controle de antracnose da banana com extrato de Ziziphus

joazeiro.
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RESUMO

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.
Controle de antracnose da banana com extrato de Ziziphus joazeiro.

A antracnose, causada por Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx., € uma
das doencas que causam significativas perdas econdmicas na cultura da
banana. Os objetivos deste trabalho foram: i) avaliar os efeitos do extrato
hidroalcodlico de folhas de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart) sobre o crescimento
micelial, esporulacédo e a germinacao de conidios de Colletotrichum musae e ii)
avaliar a eficiéncia do extrato no controle da antracnose em bananas. Na etapa
in vitro foram testadas concentracdes do extrato no desenvolvimento de C.
musae. Nos testes in vivo foram realizados dois experimentos em bananas
“Prata”. No primeiro, os frutos desinfestados foram imersos no extrato por 5
minutos e, apds secarem em temperatura ambiente, foram feitos trés orificios na
regido equatorial do fruto, onde foram inoculados 30 pL da suspenséo de
conidios de C. musae. No segundo experimento, os frutos foram imersos na
suspensao de conidios, incubados em camara Umida por 24h e foram imersos
no extrato. Em ambos os experimentos, os frutos foram distribuidos em bandejas
e incubados em camara do tipo BOD a 25 * 2°C. Os tratamentos in vitro foram
constituidos dos extratos nas concentracdes de 2,5; 5; 10 e 20% e nos testes in
vivo foram avaliadas as concentracfes de 10; 20; 30 e 40%. O extrato diluido a
20% causou 98,33% de inibicdo do crescimento micelial, 98,33% de reducao da
esporulacéo e 51,89% de inibicdo da germinacdo de conidios. No primeiro teste
in vivo, o diametro das leses nos tratados com o extrato foi inferior ao controle
em agua e igual aos frutos tratados com Tecto® SC. O extrato reduziu a
incidéncia da doenca e nao influenciou na perda de massa dos frutos. No
segundo teste, 0 extrato causou reducédo na severidade da antracnose, em todas
as concentracbes. O menor percentual de severidade (5.7%) foi constatado no
tratamento com o extrato diluido a 40%. O extrato de Z. joazeiro apresenta
atividade antifingica contra C. musa e eficiencia no controle da antracnose da

banana.

Palavras-chave: Musa spp; controle alternativo; juazeiro.
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ABSTRACT

SANTOS, J. R. dos, JESUS, F. N, OLIVEIRA, T. A. S, SOARES, A. C. F.

Control of anthracnose in banana fruits with Ziziphus joazeiro leaf extract.

Anthracnose caused by Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx. causes
significant economic losses to the banana crop. This study aimed at: i) evaluating
the effect of the hidroalcoholic extract of juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart) on
mycelium growth, sporulation and spore germination of Colletotrichum musae
and ii) its efficiency in controlling anthracnose in banana fruits. The in vitro tests
were conducted to evaluate different concentrations of the extract on mycelium
growth; sporulation and spore germination of C. musae. Two experiments were
performed with banana fruits of the variety “Prata”. In the first experiment, the
fruits were first disinfested and immersed in the extract for 5 min. After being dried
at room temperature, three wounds were made in the equatorial region of the fruit
and they were inoculated with 30 uL of a spore suspension of C. musae (10°
conidia/mL). In the second experiment, fruits were immersed in the spore
suspension, maintained in a humid growth chamber for 24h and immersed in the
plant extract. In both tests, the fruits were distributed in plastic trays and
incubated at 25+2°C. The in vitro treatments were constituted by the extract
concentrations at 2.5; 5; 10 and 20% and for the tests with banana fruits, the
concentrations of 10; 20; 30 and 40% were tested. The extract diluted to 20%
caused 98.3% inhibition of mycelium growth, 98.3% reduction in sporulation, and
51,9% inhibition of spore germination. In the first test, fruit lesion diameter for the
treatments with the extracts was smaller than the control treatment in water and
similar to the treatment with Tecto® SC. The extract reduced disease incidence
and did not affect fruit weight loss. For the second test, fruit immersion in the
extract caused a reduction in anthracnose severity for all extract concentrations.
A lower disease severity (5.7%) was observed for the treatment with the extract
diluted to 40%, the highest tested concentration. Z. joazeiro leaf extract has
antifungal activity against C. musa and is efficient for controlling banana

anthracnose.

Key words: Musa spp; controle alternativo; juazeiro.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas, produzidas e
comercializadas no mundo. E explorada na maioria dos paises topicais, sendo
gque em muitos deles, apresenta-se como uma importante fonte de renda e
geracdo de emprego, contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento das
regides envolvidas em sua producédo (BORGES et al. 2009; FIORAVANCO,
2003). O Brasil possui uma posi¢cao de destague na bananicultura mundial, no
entanto seu volume de exportacdo ainda € pequeno, principalmente devido a
ocorréncia de doencas fungica (VIANA et al. 2012).

Dentre as doengas mais importantes da cultura, destaca-se a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum musae (Berk. e Curtis) Arx. O patdgeno pode
infectar os frutos verdes, ainda no campo, no entanto os sintomas s se
manifestam apdés a sua maturacdo. Com o progresso da doenca as lesbes
aumentam de tamanho, podendo coalescer e formar grandes areas necrosadas,
tornando a aparéncia do fruto indesejavel para o consumo, inviabilizando a
exportacdo (CORDEIRO; KIMATI, 1997; CORDEIRO; MATOS, 2000; VIANA et
al. 2012).

O controle quimico € o método mais utilizado para o controle de doencas
pés-colheita. Todavia, as legislacbes de alguns paises importadores que
impedem a comercializacdo de frutos tratados com determinados fungicidas,
assim como a possibilidade de surgimentos de isolados resistentes do patdégeno
e problemas de efeitos residuais (BORGES, et al. 2006; SILVA; CORDEIRO,
2000) tem levado a procura de métodos alternativos de controle, tais como o uso
de produtos de origem biolégica, como extratos vegetais.

Nessa perspectiva, o potencial bioativo de extratos vegetais tem sido alvo
de estudos com o objetivo de detectar substancias antimicrobianas. Pesquisas
demonstram o potencial de produtos de origem vegetal no controle da
antracnose em frutos, como Melaphis chinensis (KUO et al. 2015), Punica
granatum L. (PANGALLO et al. 2017) e Eucalyptus spp. (ESPANA et al. 2017).

Ziziphus joazeiro Mart, € uma espécie nativa da Caatinga, com grande
utilidade econdémica e importancia ecolégica. Esta planta € bastante utilizada na

medicina popular como expectorante, no tratamento de bronquites e de ulceras
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gastricase, devido a presenca de saponina, € também amplamente utilizada na
producao de produtos para higiene como xampus, sabao e produtos para higiene
bucal (LORENZI; MATOS, 2008; MAIA, 2012).

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi avaliar o efeito antifangico do
extrato hidroalcodlico de folhas de Z. joazeiro no desenvolvimento de C. musae
e na intensidade da antracnose em frutos de banana submetidos ao tratamento

com o extrato.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Microbiologia
Agricola e de Fitoquimica pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, em

Cruz das Almas, Bahia.

2.2 Obtencao do in6culo de Colletotrichum musae

O isolado de C. muse (CMUSAE) utilizado encontra-se em processo de
depdsito na Colecdo de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB) da

Universidade Estadual de Feira de Santana.
2.3 Material vegetal
As folhas de Z. joazeiro foram coletadas no més marco de 2016, préximo
a BA 411, Km 0,4 no municipio de Conceicéo do Coité-Ba (latitude: 11° 33' 41"
S e longitude: 39° 16' 58" W).

2.4 Preparo do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus joazeiro

Para o preparo do extrato, as folhas foram lavadas em agua corrente e

secas em estufa de ventilagéo forcada, a 45 °C, até atingirem peso constante.
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As folhas secas foram preparadas para obtencao dos extratos pelo processo de
maceracao, conforme sugerido por Sonaglio et al. (2003). As folhas (30g) foram
colocadas em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 2L, com solucdo de
etanol e 4gua (1:1 v/v) e a mistura foi mantida em repouso por 72h, a temperatura
ambiente (28 £2° C), protegida da luz e com agitacao ocasional. A operagéao foi
repetida trés vezes, utilizando o mesmo material vegetal, renovando-se apenas
o liquido extrator. O extrato foi filtrado em filtro de papel descartavel para café e,
em seguida o etanol foi removido em rota evaporador sob presséo reduzida com
temperatura de 60 °C. A remocéo do etanol foi feita para que sua atividade
antimicrobiana nao influenciasse na acao dos extratos.

Os extratos obtidos foram armazenados em frascos, protegidos da luz e
congelados até o momento de sua utilizacdo. No momento da instalacdo dos
experimentos, os extratos foram descongelados e filtrados em membranas de

nitrocelulose (Millipore) com 0,22 um de porosidade.

2.5 Avaliacdo in vitro do extrato hidroalcodélico de Ziziphus joazeiro

sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae

Avaliou-se o potencial de inibicdo do crescimento micelial de C. musae
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os tratamentos foram
constituidos do extrato de folhas de Z. joazeiro em diferentes concentracdes.
Para a obtencédo de diferentes concentracgées, 5, 10, 20 e 40 mL de extrato foram
adicionados a 195, 190, 180 e 160 mL do meio BDA fundente, respectivamente,
completando-se para 200 mL de meio de cultura, de forma a obter as
concentragoes finais de 2,5; 5; 10 e 20% de extrato no meio. Para tal, no preparo
do meio de cultura BDA, o volume de agua adicionado foi equivalente ao volume
final do meio menos o volume de extrato a ser adicionado ao referido meio de
cultura. Quando o meio apresentava a temperatura préxima ao ponto de
solidificacéo, foi acrescentado 1mL L de Tormicina® (oxitetraciclina 100 mg mL-
1) e este foi agitado manualmente com movimentos rotativos e foi vertido em
placas de Petri de 9 cm de didmetro. Apés a solidificacdo e o arrefecimento do

meio, fez-se a transferéncia de discos de micélio da borda de culturas de C.
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musae para o centro das placas de Petri com 0 meio de cultura. As culturas de
C. musae utilizadas como indculo foram preparadas em BDA a temperatura de
25+2, por 7 dias. As placas foram vedadas com filme de PVC e incubadas em
camara BOD a uma temperatura de 25+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O
tratamento controle foi constituido de meio BDA sem extrato.

As culturas foram avaliadas a cada 24h, por meio da medi¢céo do diametro
da coldénia com um paquimetro, até a colénia do tratamento controle atingir as
bordas da placa. Foi calculada a area do crescimento micelial, obtido pela
formula: S = (r x D1 x D2) / 4; Sendo: S = &rea da lesdo; D1 = diametrol; D2 =
didmetro2. Foi calculada também a area abaixo da curva do crescimento micelial
(AACCM) utilizando-se a equacao proposta por Campbell e Madden (1990):
AACCM: [Z (yi + yi+1)/2. dti]/n, na qual: yi e yi+1 = valores de crescimento da
colonia observados em duas avaliagdes consecutivas; dti = intervalo entre as
avaliacdes; n = duracdo do periodo de avaliacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis

tratamentos, incluindo o controle, e oito repeticoes.

2.6 Avaliacdo in vitro do extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro

sobre a esporulacao de Colletotrichum musae

Para a avaliagdo da esporulacdo, foram adicionados 20 mL de &agua
destilada e esterilizada e 0,5mL de Tween 20® as placas contendo as culturas
de C. musae do ensaio anterior (item 2.5). Em seguida, as colonias foram
raspadas com uma alca de Drigalsky para obtencdo da suspenséo de conidios.
A contagem de conidios dessa suspenséo foi feita em camara de Neubauer, com
microscopio de luz (Leica® DM750) e a concentragdo foi calculada a partir do

programa Calibra®

2.7 Avaliacdo in vitro do extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro

sobre a germinacéo de conidios de Colletotrichum musae

Para o teste de germinacgéo, foi preparada uma suspensédo de conidios.
Para isso, foram adicionados 20 mL de agua destilada e esterilizada e 0,5mL de
Tween 20® em placas de Perti contendo culturas de C. musae mantidas por 7
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dias em meio BDA. Em seguida, as colbnias foram raspadas com uma alga de
Drigalsky para obtencdo da suspenséo de conidios. A contagem de conidios
dessa suspenséao foi feita em camara de Neubauer, com microscopio de luz
(Leica® DM750), e a concentracdo foi calculada para 10° conidios/mL, com o
programa Calibra®.

O extrato foi diluido em agua destilada esterilizada de modo a obter as
mesmas concentracdes utilizadas nos testes de crescimento micelial (item 2.5).
Cada poco da placa de microtitulacdo (placas com 96 pocos), recebeu 100 yL
do meio batata e dextrose (BD), 100 pyL do extrato vegetal e 50 uL da suspenséo
de conidios. O tratamento controle foi constituido de 100 pL do meio BD, 100 uL
de agua destilada esterilizada e 50 yL da suspensao. As placas foram incubadas
por 24 horas a 25 +2° C em camara de crescimento tipo BOD.

Ao final do periodo de incubagao foram adicionados 50 uL de lactofenol
azul em todos os tratamentos, para paralisar a germinacdo de conidios. Em
microscopio otico realizou-se a contagem de 200 conidios em cada poco, sendo
registrado o nimero de conidios germinados e ndo germinados, considerando-
se como conidio germinado aquele cujo tubo germinativo apresentava o
comprimento superior ao dobro do diametro.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis

tratamentos e oito repetigcdes.

2.8 Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, com intervalo de
30 dias para comprovacao dos resultados. Os diametros médios das coldnias
para todos os tratamentos foram submetidos a anélise de regressao linear, ndo-
linear e multipla, para selecionar os modelos com os melhores ajustes as curvas
de crescimento micelial, com base no coeficiente de determinacédo (R?) e no
quadrado médio do residuo (QMR). A significancia das regressoes foi verificada
pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. Fez-se a analise de variancia e o
teste de Tukey (p < 0,05). Paratodas as analises foi utilizado o programa SISVAR
5.3 (FERREIRA, 2011).
2.9 Avaliacao de extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro no controle

da antracnose da banana
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2.9.1 Material vegetal

Frutos de banana da cultivar Prata foram colhidos em uma plantacéo
comercial na cidade de Cruz das Almas, BA, no estadio pré-climéaterio, com
coloracdo de casca 1 (totalmente verde), segundo a Escala de Maturacéo (Figura
1) de Von Loesecke (CEAGESP, 2015). Foram selecionados frutos sadios e

uniformes quanto ao tamanho e coloracao.

Escala de Maturacio de Von Loesacke
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7. fumarelo com
araas marrons

Figura 1. Escala de Maturacéo de Von Loesecke
(CEAGESP, 2015)

As pencas foram subdivididas em buqués de trés e de dois frutos, sendo
estes lavados com detergente neutro e enxaguados em agua corrente para
retirada do latex. Os frutos foram desinfestados superficialmente por imersédo em
uma solucéo de hipoclorito de sodio a 1% e em seguida com alcool 70%, ambos
durante 3 minutos, e foram lavados com agua destilada e esterilizada e
colocados na bancada para secagem a temperatura ambiente.

2.9.2 Tratamento dos frutos e inoculacao
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As concentragdes do extrato foram determinadas com base nos
resultados da etapa anterior (testes in vitro), sendo selecionadas as
concentracfes que causaram acima de 75% de inibicdo do crescimento micelial

e 80% de inibigdo da esporulagao.

2.9.2.1 Experimento |

As bananas, no estadio de maturacéo 2, foram imersas no extrato durante
2 minutos e deixadas para secar a temperatura ambiente. Posteriormente foram
feitos trés ferimentos em cada fruto, com 2 mm de profundidade, com uma
agulha de seringa descartavel de 10 mL. Em cada ferimento foram colocados 30
ML da suspensdo de conidios de C. musae, cuja concentracdo foi determinada
em camara de Neubauer e ajustada para 108 conidios/mL. Os buqués de frutos
foram dispostos separadamente em bandejas plasticas desinfestadas, de forma
a ndo encostarem uns nos outros (Figura 2) e incubados em camara de

germinacao tipo BOD, sob temperatura de 25+1 °C e 12h de luz.

Figura 2. Montagem do experimento. A) Frutos
mergulhados no extrato; B) Perfuracéo dos frutos com com
uma agulha de seringa; C) inoculagdo; D) frutos
distribuidos em bandejas de plastico.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos correspondentes a concentracdes do extrato (10; 20; 30 e 40%) e
quatro repeticdes, sendo cada repeticédo constituida por um buqué de dois frutos.
Os controles foram: 1) frutos inoculados e tratados apenas com agua e 2) frutos
inoculados e tratados com Tecto® SC (Tiabendazol), de acordo com a dosagem

recomendada pelo fabricante (41 mL/100 L de agua).

2.9.2.1.1 Avaliagbes dos frutos

As avaliacdes tiveram inicio 5 dias ap0s a inoculagéo e perduraram por

mais 7 dias.

2.9.2.1.2 Efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de Z. joazeiro no diametro de

lesdes de antracnose em frutos de banana da variedade Prata

Os didametros da les&o foram mensurados em dois
sentidos diametralmente opostos, com um paquimetro. A &rea foi determinada
com a seguinte equacao: S = (1 x D1 x D2)/4, sendo: S = area da col6nia; D1=
didmetro 1 e D2 = didametro 2

Com os dados das areas de lesédo de cada avaliacdo foi calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) com a equacgéo: AACPD =
{S [(yi +yi+1)/2].(ti+1 - ti)}, na qual: yi e yi+1: valores de incidéncia observados

em duas avaliagdes consecutivas; ti+1 —ti: intervalo entre avaliacdes.
2.9.2.1.3 Perda de massa nos frutos de banana

A perda de massa fresca dos frutos foi determinada por meio da diferenca
entre a massa inicial dos buqués e aquela obtida ao final do experimento. Foi
utilizada a balanca Bel Engineering® para a pesagem dos frutos.

2.9.2.1.4 Incidéncia da doenca

A incidéncia da doenca foi calculada como a percentagem de frutos com

sintomas da doenca em relacdo ao numero total de frutos em cada tratamento,


http://www.hexasystems.com.br/produtos/marcas/bel-engineering/equipamentos/balancas.aspx
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com base na seguinte equacao: I= (NFL/NTF) x 100, sendo: I= Incidéncia da

doenca; NFL= Numero de frutos com lesdo e NTF: Numero total de frutos.

2.9.2.2 Experimento Il

As bananas no estadio de maturacdo 3 foram imersas por 3 minutos em
uma bandeja contendo 3L de suspensdo de conidios de C. musae, cuja
concentracdo foi determinada em camara de Neubauer e ajustada para 10°
conidios/mL. Depois de secagem a temperatura ambiente, os buqués de frutos
foram dispostos separadamente em bandejas plasticas desinfestadas, de forma
a nao encostarem uns nos outros (Figura 3). As bandejas foram cobertas com
um plastico e foram incubados por 24h em camara de germinacéo tipo BOD, sob
temperatura de 25+1 °C e 12h de luz. Apés este periodo, as bananas foram
imersas nos extratos durante 5 minutos, deixadas para secar a temperatura

ambiente e foram novamente incubadas nas bandejas.

Figura 3. Montagem do experimento Il. A) Frutos imersos na suspenséo de C. musae;
B) Frutos imersos no extrato; C) e dispostos em bandejas plasticas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
concentracdes do extrato (10; 20; 30 e 40%) e quatro repeti¢cdes, sendo cada
repeticao constituida por um buqué de trés frutos. Os controles foram: 1) frutos
inoculados e tratados apenas com agua e 2) frutos inoculados e tratados com
Tecto® SC (Tiabendazol), de acordo com a dosagem recomendada pelo
fabricante (41 mL/100 L de agua).
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2.9.2.2.1 Severidade da doenca

A severidade da doenca representa a percentagem da area da casca dos
frutos com sintomas da doenca. Foi utilizada a escala diagramatica especifica
para antracnose em bananas (Figura 4), variando de 0% a 64% de area
lesionada/fruto (MORAES et al. 2008).

. Q
3 v
o b, - » -~ - -~ -
0,5 1 2 4 8 16 32 64

Figura 4- Escala diagramatica para avaliar a severidade de podriddes em frutos de banana.
Os valores correspondem a percentagem de &rea lesionada/fruto. FONTE: MORAES et al.
2008

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacédo in vitro do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus

joazeiro sob o crescimento micelial de C. musae

O extrato hidroalcodlico de folhas de Z. joazeiro apresentou atividade
antifangica in vitro contra C. musae. O crescimento micelial do patdégeno foi
reduzido em funcéo da concentracéo do extrato. Os tratamentos com 2,5% e 5%
de extrato apresentaram o menor efeito inibitério, ambos com area de 26cm? de
col6nia, enquanto o controle apresentou 37,76cm?, 0 que representa uma
reducdo de 31% no crescimento micelial. Os efeitos inibitérios mais elevados

foram obtidos com o extrato diluido para 10% (9,32cm?) e 20% (0,4 cm?), com
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reducao de 75,3% e 98,3% do crescimento micelial, respectivamente (Figuras 5
e 6).

60
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Figura 5. Avaliacdo in vitro do efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de
Ziziphus joazeiro no crescimento micelial de Colletotrichum musae

Figura 6. Inibico do crescimento micelial in vitro de Colletotrichum musae em fun¢éo do aumento

da concentracdo do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus joazeiro. (A- Controle; B- 2,5%;
C- 5%; D-10%,; E-20%.

3.2 Avaliacéo in vitro do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus

joazeiro sobre a esporulacdo de C. musae

Houve influéncia das diferentes concentractes do extrato de Z. joazeiro
sobre a esporulacdo de C. musae. O tratamento com o extrato diluido a 2,5%
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apresentou uma esporulacdo média de 7,27x10° conidios/mL, enquanto o
controle apresentou 7,77x10°8 conidios/mL, o que representa uma reducéo de
6,4%, a menor obervada entre os tratamentos. No tratamento com o extrato a
5% foi observada uma esporulacido média de 5,87x10° conidios/mL,
correspondendo a uma redugéo de 24,4%. O extrato a 10% causou reducéo de
80,69%, com esporulacédo de 1,5 x10° conidios/mL, enguanto na presenca de
20% de extrato o percentual de reducdo chegou a 98,3% (0,13x10°) (Figura 7).
Os resultados demonstram que a esporulacdo do patdgeno foi reduzida em
funcdo das concentracdes do extrato.
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Figura 7. Avaliacao in vitro do efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus joazeiro na
esporulacdo de C. musae

3.3 Avaliagéo in vitro do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus

joazeiro sobre a germinacgao de conidios de C. musae

Referente ao efeito do extrato hidroalcoodlico de Z. joazeiro na germinacao
de conidios de C. musae (Figura 8), observa-se que o extrato ha concentracéo
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de 10% proporcionou a maior reducéo na germinagdo de conidios (54,5%). No
tratamento com 20% de extrato, a reducéao foi de 51,9%. Os tratamentos de 2,5%
e 5% de concentracdo reduziram a germinacdo em 14,8% e 28,8%,

respectivamente.
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Figura 8. Avaliagéo in vitro do efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de
Ziziphus joazeiro na germinacéo de conidios de C. musae

3.4 Avaliacao de extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro no controle

da antracnose da banana

3.4.1 Experimento |

3.4.1.1 Efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de Z. joazeiro no diametro de

lesdes de antracnose em frutos de banana da variedade “Prata”.

O efeito do extrato de Z. joazeiro no diametro das les6es da antracnose
em frutos de banana estdo apresentados na Tabela 1. As andlises foram
iniciadas cinco dias ap6és a inoculacéo, periodo em que 0s primeiros sintomas da
doenca surgiram. Neste periodo, todos os tratamentos apresentaram resultados
sem diferenca estatistica. A partir da segunda avaliagdo (sexto dia apoés

inoculagao), todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas em
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relacdo ao tratamento controle, no qual os frutos de banana receberam apenas

agua (Figura 9).

Tabela 1. Média do diametro (cm?) das lesdes causadas por Colletotricum musae
em frutos de banana da variedade Prata tratados com extratos hidroalcoolico de
folhas Ziziphus joazeiro

Diametro da lesdo (médias)!

Tratamentos - ) _ ) : . -
50d.a.i2 6°d.a.i? 7°d.a.? 8°d.a.z2 9°d.a.iz 10°d.a.i2 11°d.a.i?

Agua 0,25a 088a 1,80a 368a 51la 6,62a 8,78a

Fungicida 00a  000b 015b 0,35b 0,68b 1,31b  2,42bc

Extrato 10% 0,2a 0,33ab  0,38b 1,04b 1,68b 2,57b 4.,81ab
Extrato 20% 0,0a 0,12b 0,28b 0,49b 1,09b 1,45b 2.32bc
Extrato 30% 0,0a 0,17b 0,59b 0,90b 1,22b 1,86b 2.75bc
Extrato 40% 0,0a 0,15b 0,32b 0,49b 0,89b 1,45b 1,74c

Cv 259,53 170,39 101,80 89,65 78,63 78,70 64,72

Médias seguidas de letras iguais mindsculas na coluna nédo diferem pelo teste de Tukey.
10s valores representam médias dos diametros da lesdes de cinco repeti¢des.
2d.a.i- dia apds inoculagéo.

Figura 9. Frutos com sintomas de antracnose ao 7° d.a.i. A) Controle-agua; B) Extrato
10%; C) Extrato 20%; D) Extrato 30%; E) Extrato 40%; F) Controle-fungicida.
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3.4.1.2 Perda de massa nos frutos de banana

N&ao foi observada a perda de massa nos frutos de banana, em todos os
tratamentos (Tabela 2). No dia da instalagcdo do experimento, os buqués
apresentavam peso médio de 266,36 g e, 12 dias apés a inoculagdo, o peso
meédio do fruto foi reduzido para 213,35 g, uma perda de 19,89%.

Tabela 2. Efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de Ziziphus
joazeiro na perda de peso de bananas com antracnose

Tratamento Massa do fruto (9)' Massa perdida (g)*
Agua 2315 51,9 a
Fungicida 239,0 48,3 a
Extrato 10% 283,6 52,2a
Extrato 20% 300,4 53,0 a
Extrato 30% 270,9 47,8 a
Extrato 40% 2724 48,6 a
CVv 11,82

*Médias seguidas de letras iguais mindsculas na coluna ndo diferem pelo
teste de Tukey.
10s valores representam médias de quatro repeticées.

3.4.1.3 Incidéncia da doenca

As avaliacdes tiveram inicio cinco dias apés a instalacdo do experimento,
periodo em que apareceram 0s primeiros sintomas da doenca e perdurou por
quatro dias, tempo em que os frutos do tratamento controle atingiram um
avancado estadio de decaimento.

Na primeira avaliacdo, cinco dias apés inoculagcédo (d.a.i), o tratamento
controle no qual os frutos receberam agua, apresentou 50% de frutos com
sintomas da antracnose e o tratamento com 10% de extrato apresentou 37,5%
de frutos com sintomas. A doenca ainda néo tinha se manifestado nos demais
tratamentos (Tabela 3).

No 6° d.a.i, a incidéncia da antracnose avancgou rapidamente nos frutos,

em todos os tratamentos, exceto no controle com a aplicagao de fungicida que
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ainda ndo apresentava nenhum fruto com sintomas. O controle com &agua
apresentou um percentual de 87% de frutos com lesdes de antracnose e 0
tratamento com 10% de extrato apresentou 50% de incidéncia da doenca. Para
o extrato diluido a 30%, a incidéncia foi de 37,5%, seguidos dos tratamentos de
20% e 40%, ambos com 25% de frutos com lesfes (Tabela 3).

Os frutos tratados com o extrato nas concentracdes de 30% e 40%
apresentaram a mais baixa incidéncia da doenca na ultima avaliacdo aos 7 d.a.i,
ambos com 50% de incidéncia. O controle em agua atingiu 100% de incidéncia
e os demais tratamentos 62,5% de incidéncia (Tabela 3).

Tabela 3. Incidéncia de antracnose em frutos de banana Prata tratados com
extrato hidroalcoolico de folhas de Ziziphus joazeiro, aos 5, 6, e 7 dias ap0s a
inoculagéo

Incidéncia (%)

Tratamentos - : ;
50 d.a.it 6°d.a.it 7° d.a.it
Agua 50,0 87,0 100
Fungicida 0 0 62,5
Extrato 10% 37,5 50,0 62,5
Extrato 20% 0 25,0 62,5
Extrato 30% 0 37,5 50,0
Extrato 40% 0 25,0 50,0

Os valores representam médias de quatro repeticdes.
1 d.a.i- dia ap6s a inoculagéo.

3.4.2 Experimento |l

3.4.2.1 Severidade da doenca

Todos os tratamentos diferiram significativamente do controle tratado com
agua, demonstrando que a imerséao dos frutos no extrato de folhas de Z. joazeiro
reduziu a severidade da antracnose em todas as concentracfes testadas
(Tabela 4).

Ap6s 48h da inoculacdo dos frutos, a menor severidade da doenca foi
constatada no tratamento com 40% de extrato, apresentando média de 2,2% de

area lesionada. Os tratamentos com 20 e 30% de extrato apresentaram o mesmo
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percentual de area lesionada (8%), seguidos dos tratamentos controle com
fungicida e do extrato a 10% de concentracdo, exibindo 10% e 17% de area
lesionada, respectivamente. No tratamento controle com &agua, os frutos
apresentaram 32% de é&rea lesionada, a maior entre todos os tratamentos
(Tabela 4).

A severidade da antracnose 72h apo0s a inoculacédo foi semelhante a
observada na avaliacdo anterior. Os frutos tratados com agua (tratamento
controle) diferiram significativamente dos demais frutos tratados com o extrato
ou o fungicida, apresentando 50% de area lesionada. O extrato com 40% de
concentracdo continuou sendo o mais eficaz na reducdo da severidade, com
frutos apresentando uma média de 4% de area lesionada. Os frutos tratados com
0 extrato nas concentracoes de 20% e 30%, assim como aqueles tratados com
fungicida, ndo apresentaram diferenca significativa entre si. A percentagem de
area lesionada nos frutos do tratamento com 10% de extrato foi de 23%, inferior

apenas ao tratamento controle, com agua (Tabela 4).

Tabela 4. Severidade de antracnose causada por Colletotricum musea em frutos

de banana Prata tratados com extrato de folhas de Ziziphus joazeiro

Severidade!

Tratamentos
48 horas? 72 horas? 96 horas?
Agua 32e 50d 64d
Fungicida 10c 14b 21b
Extrato 10% 17d 23c 34c
Extrato 20% 8b 16b 18b
Extrato 30% 8b 16b 18b
Extrato 40% 2,2a 4.0a 5.7a
CcVv 15,57 14,68 14,3

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Tukey.
1Severidade de antracnose em frutos de banana calculada com a escala de MORAES et al.
(2008).

2Horas apos a inoculacéo dos frutos com C. musea.

O desenvolvimento da antrachose aumentou ao longo do tempo e os
frutos do tratamento controle com agua atingiram 64% de area lesionada, no
periodo de 96h apos a inoculacao (Figura 10). Semelhante a avaliagao anterior,

0 menor percentual de severidade foi obtido no tratamento com o extrato a 40%.
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Os tratamentos com o extrato a 20% e 30% e o controle com o fungicida n&o
diferiram significativamente entre si, e os frutos do tratamento com 10% de

extrato apresentaram média de 34% de area lesionada.

Figura 10. Severidade da antracnose em frutos de banana 96h apés a inoculagdo. A) Frutos
tratados com agua; B) Extrato 10%; C) Extrato 20%; D) Extrato 30%; E) Extrato 40%; F)
Fungicida.

4 DISCUSSAO

No presente estudo, o extrato hidroalcodlico de folhas de Z. juazeiro exibiu
atividade antifungica contra C. musae. Ap0s a exposi¢ao do patdgeno ao extrato
foi observado um efeito linear do aumento das concentra¢cdes na reducao do
crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de conidios de C. musae.
Celoto et al. (2011) avaliaram extratos de Momordica charantia em diferentes
concentragbes contra C. musae e observaram que o0 aumento das
concentragbes ocasionou maior inibigdo do crescimento micelial e da
germinacao de conidios. Segundo os autores a taxa de inibicdo in vitro esta
diretamente correlacionada com a concentracao do extrato.

As analises fitoquimicas indicaram a presenca de compostos
provenientes do metabolismo secundario do juazeiro, como pseudotaninos,
esterdides, saponinas e alcaloides. O resultado positivo para pseudotaninos e
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alcaloides difere de resultados obtidos por Brito et al. (2015) que, com métodos
semelhantes constataram a presenca de saponina, esteroide, triterpenos,
taninos, polifendis e flavonoides. Essa discrepancia pode ser explicada pela
diferenca que existe na procedéncia do material utilizado na produgéo do extrato.
Fatores bibticos e abidticos que atuam na fisiologia e bioquimica da planta
exercem forte influéncia na atividade e quantidade dos compostos quimicos
presentes nos tecidos dos vegetais (GANJEWALA, et al. 2012; BILAL et al. 2017;
ROSCA-CASIAN et al. 2017).

A infecgéo tecidual ocasionada por microrganismos em frutos aumenta a
taxa respiratéria, a difusdo de gases e estimula a senescéncia, fatores que
causam maiores perdas de massa da matéria fresca (NEGREIROS et al. 2013).
No presente estudo nao foi observada diferenca significava na perda de massa
dos frutos devido ao tratamento com o extrato. Bazie et al. (2014) avaliaram o
efeito integrado de extratos de plantas e agua quente no controle da antracnhose
da banana e ndo observaram influéncia dos tratamentos na perda de peso.

Os periodos mais longos para o aparecimento dos sintomas foram
observados nos frutos tratados com fungicida. Os tratamentos com extrato nas
concentracfes de 20, 30 e 40% atrasaram o aparecimento dos sintomas em 1
dia, em relacéo ao controle em agua. Negreiros et al (2013) observaram reducéao
de 86,67% e 53,34%, de incidéncia de antracnose em frutos de banana tratados
com Oleo de alho e 6leo de pimenta-longa e explicam que o atraso no
aparecimentos dos sintomas da doenca é um aspecto favoravel a comercia-
lizacdo, pois aumenta o tempo de vida de prateleira dos frutos.

Os resultados obtidos nos testes in vitro foram mais eficientes do que os
observados nos testes com o fruto. Lopez et al. (2006) também observaram uma
discrepancia nos dados obtidos in vivo e in vitro e 0s autores sugerem que a
incongruéncia pode ser atribuida aos diferentes meios e condicbes em que 0s
experimentos séo realizados. Guimarédes (2016) sugere que ao testar produtos
de origem vegetal em frutos é necessario duplicar as concentracdes testadas in
vitro, pois se tratando de um organismo vivo ndo é possivel controlar todas as
caracteristicas, fator que pode influenciar nos resultados.

Ao comparar os dados dos experimentos com frutos de banana observa-
se que os melhores resultados em relacdo a intensidade da antracnose foram

observados no experimento Il, quando o extrato foi aplicado 24h apos a
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inoculacao, sugerindo que o extrato possui agéo curativa. Celoto et al. (2011)
compararam o diametro médio das lesGes de antracnose em frutos de banana
tratados com extratos de M. charantia antes e depois da inoculacdo e
constataram que a aplicacdo dos tratamentos antes da inoculacdo
proporcionaram 0s maiores efeitos na redugdo das sintomas da antracnose,
indicando que o extrato utilizado possui acao protetora. Sarkhosh et al. (2017)
ao tratar frutos de abacate (Persea americana Mill) com Oleo essencial de
Mentha piperita, Satureja khuzistanica, Thymus daenensis, Cinnamomum
zeylanicum Blume e Lavandula angustifolia apds a inoculacdo, observaram a
reducdo do diametro médio das lesbes causadas por C. gloeosporioides e o

aumento da vida util do fruto.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hidroalcodlico de folhas Z. juazeiro Mart apresenta atividade

antifingica contra C. musae, in vitro, podendo ser explorada como uma opg¢éo

no controle da antracnose em frutos de banana.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista o potencial bioativo e biotecnol6gico de plantas nativas do
Brasil e de geragéo de renda para os produtores rurais no Bioma Catinga, com
a sua exploracéao racional, foram estudadas as espécies Ziziphus joazeiro Mart.,
Capparis yco e Croton campestres para o controle da antracnose pos-colheita
causada por Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx e a murcha de Fusarium,
também conhecida como mal do Panama causada por Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (E.F. Smith) Sn e Hansene. Avaliou-se o efeito fungitéxico de
extratos hidroalcoolicos dessas plantas.

Foi demonstrado que os extratos de folhas de Z. juazeiro e C. campestris
apresentam potencial para o controle de F. oxysporum, em condi¢des in vitro,
com a reducao de até 99% do crescimento micelial, em 96% a esporulacéo de
microconidios e em 100% a esporulacdo de macroconidios. O extrato de velame
na mesma concentracao proporcionou reducdo de 99% no crescimento micelial
e 92% e 100% na esporulagdo de microconidios e macroconidios,
respectivamente. Ainda se faz necessario conduzir os estudos em plantas de
bananeira. No presente estudo 0os ensaios em casa de vegetacdo com mudas
de bananeira ndo foram bem-sucedidos devido a problemas com o inoculo de
Fusarium.

Nos testes com C. musae, observou-se 0 efeito fungitoxico sobre o
crescimento micelial, esporulacdo e a germinacdo de conidios e a eficiéncia do
extrato hidroalcodlico de folhas de Z. juazeiro no controle da antracnose em
bananas. Nos frutos de banana avaliou-se apenas o extrato de Z. juazeiro por
ter sido o mais eficiente nos testes in vitro. Observou-se o controle, com reducao
na incidéncia e severidade da antracnose e sem perda de massa dos frutos. O
extrato diluido a 40% proporcionou o menor percentual de severidade da doenca
(5,7%). Os frutos néo tratados apresentaram severidade de 64%. O extrato de
Z. joazeiro apresenta atividade antifungica contra C. musa e eficiéncia no
controle da antracnose da banana, podendo este ser explorado no controle da
antracnose poés-colheita na cultura da banana e para o mal do Panama, com

beneficios a satde humana e ao ambiente, por n&do ser toxico.
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