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1 TEMA

Avaliagdo da atividade antifungica de O6leos vegetais sobre o fungo

Mycosphaerella musicola.

2 DELIMITAGAO DO TEMA

Avaliagcao da atividade antifungica dos 6leos vegetais de alho, cravo-da-india
e gengibre sobre o desenvolvimento de Mycosphaerella musicola, fitopatégeno

causador da Sigatoka-amarela em bananeiras.

3 PROBLEMA

A regido de Corupa (Santa Catarina) € referéncia no cultivo de bananas,
sendo esta uma regido com alta umidade, clima propicio ao desenvolvimento da
Sigatoka-amarela. Para o controle do fungo Mycosphaerella musicola, agente causal
da Sigatoka-amarela em bananeiras, muitos agroquimicos sintéticos sdo atualmente
empregados, trazendo consequéncias para a saude ambiental e humana. Sabendo
disso, fazem-se necessarios estudos que apresentem solugcbes sustentaveis,
favorecendo a produgdo de organicos. Considerando que alguns vegetais
apresentam potencial antimicrobiano, procura-se identificar se alguns destes sao
eficazes contra o desenvolvimento do fitopatdégeno da Sigatoka-amarela, o fungo
Mycosphaerella musicola. Diante disso, a pergunta de pesquisa é: Entre os dleos
essenciais de alho, cravo-da-india e gengibre, qual é mais eficiente para o

controle do crescimento micelial do fungo Mycosphaerella musicola?



4 HIPOTESES

Todos os 6leos essenciais conseguirdo inibir o crescimento do fungo;
O dleo essencial de cravo-da-india se mostrara mais eficaz que os demais;
O gengibre sera o menos eficaz entre os 6leos essenciais;

Obedecendo uma relacao proporcional entre concentracao e eficacia, os
6leos mais concentrados serdo, também, os mais eficazes.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade antifungica dos 6leos de alho, cravo-da-india e gengibre,
sobre o fungo Mycosphaerella musicola, causador da doenga sigatoka-amarela.

5.2 Objetivos Especificos

Extrair 6leos essenciais do alho, cravo-da-india e gengibre;

Cultivar o fungo Mycosphaerella musicola em laboratorio;

Avaliar a capacidade antifungica dos Oleos essenciais do alho,

cravo-da-india e gengibre;

Verificar se ha eficacia dos 6leos essenciais em baixas concentracdes

contra o fungo.



6 JUSTIFICATIVA

Vieira (2015) afirma que nos diversos paises que se dedicam ao cultivo da
banana, varios deles possuem essa atividade como principal fonte de arrecadacgao e
geracao de renda e de empregos. A banana é a segunda fruta mais consumida no
planeta, e segundo pesquisa do IBGE (2014) afirma que a banana se encontra em
primeiro lugar no ranking de produgado de frutas. O Brasil é responsavel por 6,9%
desse total.

Segundo Negreiros et al. [201-], Santa Catarina ocupa o terceiro lugar entre
os estados produtores de bananas no Brasil. Produz anualmente cerca de 665 mil
toneladas da fruta, distribuidos em 5 mil produtores rurais familiares. A banana
catarinense abastece o mercado interno nacional e de exportacao para paises do
Mercosul.

Santa Catarina € um dos maiores estados exportadores de banana no pais, e
a banana produzida neste estado - sobretudo na regido de Corupa - possui
denominacgéo de origem de banana mais doce do Brasil, que da aos produtores selo
de Indicagdo Geogréfica, valorizando a banana produzida e dando uma garantia de
qualidade diferente das outras bananas produzidas no pais (CERON, 2016). Diante
de tais fatos, observa-se uma grande importancia desse fruto para diversos
municipios, gerando emprego e renda para diversas familias, podendo até mesmo
impactar a economia nacional.

Sendo a bananeira tdo importante para diversos municipios que possam
depender dessa produgao, ha uma grande preocupag¢ao quando ocorre a morte da
planta, podendo gerar uma grande perda na produgdo, o que acarretara grandes
prejuizos ao produtor. Ha, assim, um grande cuidado com doengas que possam
prejudicar a planta, sendo a sigatoka-amarela uma das mais graves.

A Sigatoka-amarela, causada pelo fungo Mycosphaerella musicola, € uma
praga que atinge a folha da bananeira, e quando em estagios avangados é capaz de
causar o enfraquecimento do rizoma (caule da bananeira), afetando diretamente o
desenvolvimento da planta, causando assim perda de até 50% na producgao, ou
mesmo a perda total do vegetal. A epidemiologia da doenga pode ser influenciada

pelas condi¢gdes climaticas, como chuva, orvalho e temperatura, que sao



fundamentais para que ocorra infeccdo, producdo e disseminacdo do indculo
(CORDEIRO, MATOS e MEISSNER FILHO, 2004).

Na tentativa de controla-la, sdo usados diversos agrotdéxicos que podem
causar danos ao ecossistema, incluindo o consumidor e o agricultor. Araujo et al
(2007) afirma que evidéncias cientificas mostram que a exposi¢cao aos pesticidas
pode levar a danos a saude, muitas vezes irreversiveis, como o caso da neuropatia
tardia por sobreexposigcéo a organofosforados.

Ribas e Matsumura (2009) afirmam que os principais efeitos dos pesticidas
sao relacionados a saude humana, sendo responsaveis por mais de 20 mil mortes
nao intencionais por ano, por meio de intoxicagdes agudas ou crénicas causando
abortos, ma formacgao de fetos, cancer, dermatose entre outras doencgas.

Deparando-se com essa problematica, o grupo testara a agao fungicida do
alho, do cravo-da-india e do gengibre contra essa doenga, visando encontrar uma
alternativa natural para o controle dessa praga, sem causar danos ao meio
ambiente, aos seres humanos e a propria planta. Tal projeto pode melhorar a
qualidade de vida tanto dos agricultores como dos consumidores, assim como de

todo ecossistema.

7 FUNDAMENTAGAO TEORICA

7.1 Bananicultura

7.1.1 Bananeira

As bananeiras que possuem o melhor desenvolvimento em areas tropicais e
subtropicais Umidas pertencem a classe das Monocotiledoneas, da ordem
Zingiberales e dentro desta ordem o subgénero Eumusa, ramificado do género
Musa pertencente a familia Musceae, destaca-se por dispor da maioria dos
cultivares comestiveis. Além deste, ha também outros quatro subgéneros, sao eles:
Callimusa, Rhodochlamys, Australiusa e Ingentimusa. Desses se destaca o Eumusa,

que dispde da maioria dos cultivares de banana comestiveis (SOUZA, 2002, p. 17)



As espécies de Musa spp. séo consideradas vegetais herbaceos completos,
por apresentarem raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes. Possuem um
sistema radicular', em que suas raizes primarias saem do caule subterraneo,
podendo formar grupos de trés a quatro, findando 200 a 500 raizes (NOBREGA,
2006, p. 26). Pode-se observar uma representacdo da estrutura da bananeira na

Figura 1.

Engaco
q
4 >
Cacho €« .g-‘::.‘-'." ’ k‘
Nyof
Raquis €——____ Pseudocaule

Coracio «— ?

Rizoma

Figura 1: llustracao representativa da morfologia da bananeira.
Fonte: VIEIRA (2011, p. 8).

O rizoma?, que é o caule verdadeiro da bananeira, possui um centro cilindrico
que apresenta um grupo de células meristematicas®, mais conhecido como gema*

apical® de desenvolvimento. Essa é responsavel pela evolugéo das folhas da planta;

! Sistema constituido de raizes (MOREIRA, 2004).

2 E um tipo de caule subterraneo que possui crescimento horizontal (NOGUEIRA, 2006).

% Sao tecidos responsaveis pelo desenvolvimento do vegetal que se dividem continuamente (ARAUJO,
2006).

4 Principio de uma nova estrutura, tecido de crescimento habitualmente formada na axila de uma folha e
pode dar origem a ramos e folhas (BRASIL, 2009, p. 195).

5 E o ponto vegetativo responséavel pelo desenvolvimento da parte aérea da planta, localizada entre os

cotilédones ou entre seus peciolos e muitas vezes esta protegida por varias folhas (BRASIL, 2009, p.

195).
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no comeco ele pode dar origem de trinta a setenta folhas, originar as gemas laterais®
que se desenvolvem de acordo com a quantidade de folhas formadas (NOBREGA,
2006, p. 27). Segundo Simmonds et al. (1966), citado por Nébrega (2006):

O desenvolvimento das folhas é iniciado a partir do ponto de
crescimento do rizoma, sendo que cada uma se desloca por todo o
interior do pseudocaule, emergindo enrolada na forma de vela
(SIMMONDS, 1966). O aparecimento de uma nova folha ocorre a
cada sete a onze dias (BORGES et al., 2000) e cada folha tem uma
vida util de 100 a 200 dias (RUGGIERO, 1984), sendo composta de
bainha, peciolo, limbo foliar, nervuras e aguilhdo (MOREIRA, 1987).
(SIMMONDS, et al. apud NOBREGA, 2006, p.26).

A bainha das folhas formadas pelo rizoma constituem o pseudocaule’, que
apos as colheitas do fruto sdo eliminados, somente aqueles considerados ruins, e
deixados apenas os substituintes dos caules eliminados. As folhas da bananeira sao
essenciais para o desenvolvimento do fruto (fotossintese).

Através de uma visita técnica a Associagdo dos Bananicultores de Corupa
(ASBANCO), a equipe presenciou uma apresentagéo sobre as doengas que atacam
diretamente a bananeira e 0 seu desenvolvimento, ministrada pelo técnico agrénomo
Kevin Cubas, que destacou o problema que a doenga da sigatoka-amarela
apresenta. Segundo Cubas, a doenga interrompe o processo de evolugao e
finalizagao do fruto, e por instalar-se na folha, prejudica a realizagcao da fotossintese,

dificultando ndo somente o fruto mas todo o organismo vegetal (CUBAS, 2016).
7.1.2 Banana

De acordo com Lima, Nebra e Queiroz (2000), a banana é importante na dieta
humana por conta de seu potencial nutricional, manifestado por seu valor calorifico,
energético e principalmente mineral e vitaminico. Sua composicéo apresenta 70%
de agua, 27% de carboidrato, 1,2% de proteinas e 1,8% de minerais como calcio,

ferro, cobre, zinco e iodo.

& Também conhecido como gema axial geralmente formada na axila de uma folha e muitas vezes esta
protegida pelos catafilos e também permanece dormente, isto €, ndo se desenvolve (BRASIL, 2009, p.
195).

" Falsos caules, as bananeiras ndo possuem caules verdadeiros porque este € composto apenas por
restos de suas bainhas foliares sobrepostas (FERIOTTE, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Caule
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bananeira
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Os cultivares de banana comestiveis evoluiram a partir das espécies
selvagens Musa acuminata Colla e Musa balbisiana Colla, no Continente Asiatico.
As variedades descendentes apresentam niveis cromossémicos di, tri ou
tetraploides de modo que cada cultivar disponha de combinacbes variadas de
genomas dessas espécies parentais (SILVA et al., 1999).

Conforme Fontes (2001), para denominar cultivares originarios de M.
acuminata e M. balbisiana, foi proposto por Simmonds em 1973, a utilizacdo do
termo “subgrupo”. Por conseguinte a letra ‘A’ representa a M. acuminata, enquanto
‘B’ corresponde ao genoma de M. balbisiana. Assim, surgem os “subgrupos”
derivados da combinagdo dos dois genomas, como sao: AA, BB, AB, AAA, AAB,
ABB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB.

Primordialmente, os frutos de espécies selvagens apresentavam elevado
indice de sementes duras, que dificultam o consumo. Entende-se que a
partenocarpia® ocorreu apenas em mutagbes de M. acuminata, sendo as cultivares
mais antigas dipldides do subgrupo AA. Na Figura 2 s&o ilustradas as bananas
‘selvagens’, caracterizando as espécies antigas que apresentam sementes, e as
bananas ‘cultivadas’ que representam a porcdo de Musa spp. que € consumida em
todo o mundo (DANTAS; SOARES FILHO, 2000).

8 Capacidade de gerar polpa sem a produg&o de sementes (GOMES, Erivaldo. 2012).
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Banana Selvagem

Sementes Pele fina exterior
Pele interior suculenta

Banana Cultivada

End
Mesocarpo . ucarpu ’

%

Sementes
abortadas

Figura 2: llustracao representativa da morfologia da banana.
Fonte: Adaptado de UNIVERSITY OF QUEENSLAND (2016).

Entre os subgrupos que mais se destacam estdo o subgrupo Cavendish
(AAA), o subgrupo Plantain ou Terra (AAB) e o subgrupo Prata (AAB).

Com grande importancia comercial, a Banana Caturra é também conhecida
pela denominagdo de Banana Nanica. Seu grupo gendmico é o subgrupo AAA. A
estatura da bananeira é baixa, dando origem ao seu nome “Nanica”. O cacho desse
cultivar pesa em média 25 kg e o fruto € conhecido pelo sabor adocicado e
coloracéo creme (FONTES, 2001).

A Banana Prata, também apresentando grande potencial econémico, €&
constituida por algumas variedades, como por exemplo, a Prata Catarina e a Prata
Ana. Além disso, possui origem de uma mutagao da Banana Macga (AAB). Apresenta
uma alta estatura, seus cachos pesam em média 14 kg, seus frutos apresentam um
sabor caracteristico sendo levemente acido e adocicado. Representa cerca de 60%
da area determinada a bananicultura no Brasil, simultaneamente com a

Banana-da-Terra (PEREIRA, 2004).
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7.1.3 Microrregiéo de Corupa

Em Santa Catarina, os maiores produtores de banana encontram-se no litoral
norte do estado com uma porcentagem de 87% e no sul catarinense com 10%.
Corupa participa com 20%, Luiz Alves com 19%, Massaranduba com 8%, Jacinto
Machado com 7% e Jaragua do Sul com 6% da producéao estadual (VIEIRA, 2013).
A economia de Corupa baseia-se na agricultura visando o cultivo e processo de
bananas, sendo responsavel por aproximadamente 20% da producio estadual de
banana, em uma area de mais de 5.300 hectares plantados, com uma producgao
anual de 148.130 toneladas (CEPA, 2012; IBGE, 2006).

Segundo Negreiros e colaboradores (s.d.), Santa Catarina conquistou o
terceiro lugar como maior produtor de banana no Brasil. Apresentou um melhor
rendimento juntamente com Parana, superando assim a média nacional de produgéo
(14.628 kg/ha): Santa Catarina produziu 24.114 kg/ha e Parana 24.000 kg/ha em
2015 (CEPA, 2015) .

A producéo do estado é distribuida nacionalmente e exportada para paises do
Mercosul, sendo 60% da producéo total destinada ao mercado estadual, 35% a
outros estados do Brasil e apenas 5% da producéo para exportagdo do Mercosul,
tais estimativas no ano de 2014. No ano de 2013 a producgao da banana-caturra
representava 87,1% da produgdo total e a banana-prata 12,9%. Um dos cinco
maiores municipios produtores de caturra € Corupa, representando 25% da sua
producéo, sendo que a producao do cultivar caturra total do estado é 68,6%. Ja a
producao total de banana-prata no estado é de 59% tendo como seu maior produtor
o municipio de Jacinto Machado com 16% (CEPA, 2015).

A produgcdo nacional da banana ¢é feita principalmente por pequenos
produtores, precisando consideravelmente de mé&o de obra em seu manejo. A
bananeira é tipicamente tropical, portanto seu cultivo exige calor constante, alta
umidade e boa precipitacdo de chuva. Porém, as espécies e variedades possuem
adaptacgao aos diferentes climas, sendo cultivadas praticamente em todas as regides
do Brasil (ALMEIDA; SOUZA; CORDEIRO, 2000).

Almeida, Souza e Cordeiro (2000) salientam a grande contribuigdo econdmica

que o cultivar das bananas promove a economia brasileira. Conforme o Centro de
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Socioeconomia e Planejamento Agricola - CEPA (2015), a banana é a segunda fruta
mais consumida no mundo (12,5 kg/per capita/ano) perdendo apenas para a laranja

(13,3 kg/per capita/ano).

7.2 Sigatoka-amarela

Como mencionado previamente, a sigatoka-amarela é altamente propicia a
desenvolver-se em regides com muita umidade, logo, Jaragua do Sul esta dentre
uma delas. Essa praga atinge folhas de bananeira a 114 anos, sendo detectada em
alguns outros lugares até ser constatada no Brasil no ano de 1944. Desde entédo, o
intuito de muitos pesquisadores tem sido combaté-la, e para isso faz-se necessario

averiguar seu histérico completo.

7.2.1 Historico e agente causal

A sigatoka-amarela foi constatada pela primeira vez por Zimmermann no ano
de 1902, em Java, na Indonésia, em varias folhas de bananeira. Depois, em 1912, o
relato surgiu do vale de Sigatoka, nas llhas Fiji, na Melanésia e no mesmo ano a
doenga recebeu o nome de Sigatoka. Posteriormente a doenga foi detectada na
Asia, Africa, Caribe, Américas Central e Sul, verificando-se que esta se proliferou por
todo o mundo rapidamente (KIMARI, 1997).

Segundo Costa et al. (2006), a sigatoka-amarela €& causada por
Mycosphaerella musicola, que é a forma sexuada ou perfeita do fungo, que na sua
forma assexuada ou imperfeita é constatada como Pseudocercospora musae.

Zimmermann descreveu o patogénico, em 1902, na forma imperfeita, como
género Cercospora, em lugar da denominagao atual de Pseudocercospora. Logo,
percebeu-se a forma perfeita, passando a ser denominada como Mycosphaerella
musicola, teleomorfo® de Cercospora musae.

Vale ressaltar que nao foi descoberto se a sua disseminagido ocorreu com um

ou varios focos de infeccdo, mas depois de trés anos desde a ocorréncia em

% Correspondente ao estagio reprodutivo sexual, geralmente caracterizado pelo desenvolvimento de um
corpo de frutificagdo e formacgao de esporos por meiose. (FIGUEIREDO, Mario Barreto. 2006)
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Trinidad (América Central), havia surgido com grande intensidade em varias ilhas e
algumas areas das Américas Central e Sul, tendo entdo enorme importancia
econOmica. Além disso, em 1944, a sigatoka-amarela foi descoberta no Brasil, no
estado do Amazonas, espalhando-se por todos os outros estados brasileiros
(CORDEIRO, ROCHA, ARAUJO; 2011).

Segundo Kimari (1997), a sigatoka-amarela manifesta-se em varios estagios
sobre a folha da bananeira, e o primeiro sinal aparece quando ha descoloragao em
formas de ponto (entre as nervuras secundarias, estendendo-se até a quarta folha),
que cresce até formar uma estria amarela. Essas desenvolvem-se e alongam-se,

mudando para coloragdo cinza, que é circundada através de um halo amarelo,

formando uma les&o necrética, ilustrada na Figura 3:
i
TR
I ﬂ I||, 4 1)
L8 4 P sl ..! 3

Figura 3: Folhas de bananeira com sintomas do ataque de sigatoka-amarela.
Fonte: COSTA, J. N. M. et al. (2006).

Contudo, esta lesdo desenvolve-se durante seis estagios que causam
consequéncias diretas na bananeira, tanto na diminuicdo do numero de pencas

como no tamanho da propria fruta:

estagio | - é a fase inicial de ponto ou risca de no maximo 1 mm de
comprimento com leve descoloragado; estagio Il - € uma risca ja
apresentando varios milimetros de comprimento, com um processo de
descoloracdo mais intenso; estagio Ill - mancha nova, apresentando
forma oval alongada e coloracao levemente parda, de contornos mal
definidos; estagio IV - caracteriza-se pela paralisagdo de crescimento
do micélio, aparecimento de um halo amarelo em volta da mancha e
inicio de esporulagcido do patdégeno; estagio V - fase final de mancha,
de forma oval-alongada, com 12 a 15 mm de comprimento por 2 a 5



16

de largura. O centro é totalmente deprimido, de tecido seco e
coloragao cinza (COSTA, et al., 2006. p. 14).

Entretanto, o fungo em etapas mais avangadas, como por exemplo, em
contaminagdes rigorosas, apresentam grande area foliar comprometida, causando
assim o fim prematuro das folhas.

Além disso, o controle dessa doenca faz-se de suma importancia pelo fato da
folha ser essencial para o desenvolvimento do cacho da banana, porém, quando a
doenga nao é controlada, muitos produtores fazem a utilizacdo de pesticidas sobre

as folhas contaminadas, eliminando-as em forma de pulverizagdo (CUBAS, 2016).

7.2.2 Sintomatologia da Mycosphaerella musicola

Conforme mencionado anteriormente, a doengca da sigatoka-amarela
corresponde a forma perfeita ou sexuada do fungo Mycosphaerella musicola , e
Pseudocercospora musae é sua forma imperfeita ou assexuada (JOSE, 2011).0 ciclo

da Mycosphaerella spp. em uma bananeira, € ilustrado na Figura 4, abaixo:

Esporoddquio do fungo nas folhas
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Figura 4: Desenvolvimento da Sigatoka-amarela por Mycosphaerella musicola.
Fonte: AGRIOS, 2005.

Contudo, existem trés tipos de esporocarpos do fungo (estrutura multicelular
onde desenvolvem-se o esqueleto produtor de esporos) produzidos em suas

manchas nas bananeiras: os esporodoquios, 0s espermogonio e os peritécios.

O processo sexuado no género Mycosphaerella envolve a formacgao de
espermogonios, que produzem gametas masculinos, as espermacias, e
0 orgao sexual feminino, uma hifa espiralada, que é formada no interior
de jovens ascocarpos, denominadas de ftricogines (Wardlaw, 1961).
Simmonds (1933) observou que espermogdnios eram encontrados mais
frequentemente por volta do final do ano em folhas manchadas e secas,
ainda aderidas aos pseudocaules. Em escala macroscopica, os
espermogonios, de alguma forma, assemelham-se as pontuagbes
negras formadas pelas frutificagdes conidiais, porém com um formato
melhor delimitado de pontuacgdo (JOSE, 2011. 12p).

Por fim, José (2011) explica que quando ha o aparecimento da doenca,
surgem dois tipos de esporos: o sexuado, denominado de ascésporo, € 0
assexuado, que é chamado de conidio. Os dois, sob climas umidos, sao produzidos
de forma continua e sado lancados pela agua que € acumulada na superficie foliar
durante as chuvas. Isso explica possivelmente as infecgdes que sao observadas nos
perfilhos,ramos laterais que se desenvolvem a partir das gemas axilares. Contudo, o
ascosporo e o conidio sdo ramos laterais que se desenvolvem a partir de gemas
axilares (parte do caule que produz folhas ou o chamado ramo folioso) dos nés
localizados abaixo da superficie da terra.

Para tanto, José (2011) confirma que todo processo de perfilhamento é
regulado por hormdnios, que sao responsaveis pelo crescimento de brotos que
caminham-se em direcdo a superficie do solo. Além disso, sdo eficientemente
capazes de formar o préprio sistema radicular, e estao situados em plantas adultas.
Porém, entre os dois esporos, os ascos surgem mais tarde e sdo ejetados a partir
dos ascoésporos ou pseudotécios (estrutura de reprodugdo) em estagios de muita

umidade.



18

7.3 Antifungicos Vegetais

O termo ‘antifungico’ é usualmente mais utilizado como referéncia a qualquer
combatente de fungos, em especial no meio técnico-cientifico. Porém, esse termo se
subdivide em outros dois: fungicida (mais utilizado como termo agricola) e
fungistatico. Segundo McGrath (2004) “Um fungicida € um tipo especifico de
pesticida que controla doengas fungicas por inibir ou matar especificamente o fungo
causador da doenga”. Reis e Bresolin (2007) definem fungistaticos como
substancias quimicas que controlam doengas a partir da inibicdo do crescimento

miceliano ou a esporulacao.

Os fungicidas sao ativos utilizados contra patégenos que ja atacam a planta.
Este, deve ser capaz de penetrar nas plantas e matar seletivamente os fungos
invasores. Segundo Margaret Tuttle McGrath (2004), “[...] estes fungicidas sao
criados para atingir enzimas ou proteinas especificas produzidas pelos fungos [...]" e
devido a essa acgao tao especifica, qualquer alteragdo genética dos fungos pode
comprometer a eficacia do produto, fazendo com que as populagées de fungos
tornem-se resistententes a futuras aplicacbes. Quando uma plantacdo depende de
muitas aplicagdes de fungicida podem ocorrer muitos problemas de resisténcia, pois
o tamanho da populacdo de fungos resistentes selecionados € maior e é dificil
exterminar todos os fungos localizados nos tecidos internos da planta, portanto, os

patégenos acabam evadindo-se do fungicida (McGRATH, 2004).

Os fungicidas sao aplicados no controle de doengas ocasionadas por fungos
em plantagdes, no entanto, para garantir seu éxito o fungicida deve ser aplicado
antes ou a partir do momento em que os primeiros sintomas fiquem visiveis, pois, ao
contrario das doengas de animais, mesmo que o patdégeno seja morto, o dano
causado nas plantas n&o é eliminado. Isto ocorre devido a forma de crescimento e
desenvolvimento da planta, entdo, nesse caso o fungicida ira evitar que os novos

tecidos sejam contaminados pela doenga (McGRATH, 2004).

Com o intuito de minimizar os danos ao meio ambiente e a saude publica,
alguns meétodos alternativos tém sido utilizados para o controle de doengas na

agricultura, dentre eles estao os 6leos essenciais de vegetais, que por apresentarem
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uma baixa toxicidade a mamiferos tém sido amplamente testados no controle de
fitopatdgenos em varias culturas, representando assim, uma possibilidade de

substituir os agroquimicos por produtos naturais (COSTA et al., 2011, p. 241).

Afirmado por Laroque (2014) o consumo "verde" estimulou a utilizagdo dos
Oleos essenciais, potencialmente apdés a descoberta de propriedades
antibacterianas, antivirais, antimicoticas, antitoxigénicas, antiparasitas e inseticidas
em alguns desses 6leos. Silva e Beltrdo (2005 apud Souza, 2010 p. 2), afirmam
ainda que “[...] um grande numero de plantas apresenta propriedades fungicidas em

seus extratos [...]".

Oleos essenciais sdo compostos aromaticos obtidos a partir de material
vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e
raizes) e sao largamente utilizados em muitas industrias para conferir aromas
especiais, além de serem usados como insumos em diversos produtos (LAROQUE,
2014).

Sendo misturas complexas de varios compostos organicos, os Oleos
essenciais possuem caracteristicas odoriferas, lipofilicas, volatilidade e consisténcia
oleosa (SANTOS JUNIOR; SALIMENA; DIAS, 2010). Apenas 10% do reino vegetal
dispde dos Oleos vegetais e estes se apresentam nas cavidades secretoras ou nos

dutos de resina das plantas (AFFONSO et al., 2012).

7.3.1 Alho (Allium sativum)

Um condimento bastante utilizado de forma medicinal, como tempero e como
alimento ha mais de cinco mil anos é o alho, cujo nome botéanico é Allium sativum L.,
um dos primeiros fitoterapicos ja registrados. Ao decorrer dos tempos foi-se
percebendo que o bulbo desta planta possui propriedades benéficas para a saude,
sendo um potente estimulante do sistema imunoldgico, podendo ser consumido

desde a infancia, sem contraindica¢des (LOZANO; BAGNE; HORA, 2015).

De origem asiatica, o alho pertence a familia Alliaceae, ordem Asparagales
(JUDD et al., 2009). E uma planta bulbosa, anual, de porte baixo e cheiro forte e

caracteristico. Os bulbos sdo divididos em oito a doze bulbilhos reunidos por
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invélucro de varias camadas. Contendo grande parte dos constituintes ativos, a
parte mais utilizada do vegetal sdo os bulbilhos, popularmente conhecidos como

‘dentes de alho’ (CHAGAS et al., 2012).

O oleo essencial adquirido a partir dos dentes de alho apresenta
aproximadamente 53 substancias, principalmente o ajoeno, a alicina (Figura 5) e a
aliina, derivados organicos do enxofre que atribuem ao alho propriedades
farmacoldgicas como a agao antimicrobiana, inibindo o crescimento de fungos, virus
e varias bactérias Gram positivas e Gram negativas (SANTIAGO; FELICIO;
SOARES, 2011).
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Figura 5: Estrutura molecular da Alicina.
Fonte: Adaptado de MENDES (2008).

A alicina (dialil-tiosulfinato) é a substancia responsavel pelo odor
caracteristico do alho e é uma forma de defesa contra as agressdes
externas.Representa 70 % dos compostos sulfatados existentes no alho, produzida

apenas quando o alho é agredido, por meio de corte ou maceragcdo (MENDES, 2008).

7.3.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india € uma gema floral seca que provém de Syzygium
aromaticum, espécie da familia das mirtaceas (Myrtaceae), ordem Myrtales (JUDD et
al, 2009). Sua exploragao visa principalmente a extracao industrial do 6leo essencial
obtido a partir dos botdes florais, folhas e outras partes. O uso popular do cravo
compreende-se ao cha dos botdes florais como estimulante das fungdes digestivas,
também sendo muito utilizado na odontologia como anestésico e antisséptico

(COSTA et al., 2011).

O cravo-da-india detém propriedades antimicrobianas, antioxidantes,

anti-inflamatérias, inseticidas, antialérgicas e antivirais. Sendo relativamente eficaz
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contra fungos prejudiciais a saude, essas propriedades sao atribuidas ao eugenol
(Figura 6), substancia muito usada na odontologia como componente de seladores e
outros produtos antissépticos (LAROQUE, 2014).

OH

CH,

)

Figura 6: Estrutura molecular do Eugenol.
Fonte: LAROQUE (2014).

Conforme Rabelo (2010), por seu marcante aroma e sabor, o cravo-da-india &
usado como condimento na culinaria. Essas caracteristicas sao conferidas pelo
eugenol (4-alil-2-metoxifenol), que chega a representar 95% do 6leo extraido das
folhas do craveiro e no cravo esse valor varia entre 70 a 85%. Costa et al. (2011)
apresenta resultados da composicao do 6leo com 83,6% de eugenol; 11,6% de

acetato de eugenila e 4,2% de cariofileno.

7.3.3 Gengibre (Zingiber officinale)

O gengibre é uma planta originaria da Asia tropical, de acordo com Silva Neto
(2012, p. 19) é herbacea aromatica, perene, de rizoma articulado e septante,
carnoso, revestido de epiderme rugosa, de onde desenvolve o caule aéreo.
Multiplica-se apenas por rizomas, os quais sao cilindricos, horizontais, distribuidos
num mesmo plano (FERNANDES, 2006 apud SILVA NETO, 2012, p. 20).

O gengibre faz parte da ordem Zingiberales, familia Zingiberaceae, género
Zingiber, sendo o Zingiber officinale a espécie mais conhecida (JUDD et al., 2009).
De acordo com Silva Neto (2012, p. 20) esta planta vem sendo utilizada como

condimento e erva medicinal desde a antiguidade pelos povos do oriente. Suas



22

atividades farmacoldgicas ja foram descritas na literatura cientifica; dentre elas estéo
citadas atividades digestivas, sudoriparas, antigripais, carminativas e estimulantes e,
segundo Grieve (2008 apud Soares 2009, p. 19), é também muito utilizado para
tratar colicas, gastrites e resfriados.

Segundo Jolad et al. (2005, apud Silva Neto, 2012, p. 22) em sua composi¢cao
estdo presentes componentes volateis (terpenos) e n&o volateis (compostos
fendlicos alcalbides), além de oleorresinas, gorduras, ceras, vitaminas e minerais.

Destacam-se na composi¢gao quimica de seu oOleo essencial o gingerol (figura
7), zingibereno, b-bisaboleno, zingerona, b-felandreno, citral, canfeno e cineol que,
segundo Martins et al. (2000 apud Nascimento et al. 2014, p. 6), conferem
propriedades antifungicas do 6leo de gengibre. Lorenzi & Matos (2002) também
citam o metoxicinamato de etila, presente no gengibre, como substancia com forte

poder fungicida.

Figura 7: Estrutura molecular do 6-Gingerol.
Fonte: Adaptado de R&D Chemicals.

8 METODOLOGIA

Inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliografica, breve, para identificar
quais vegetais possuem capacidade de inibir o crescimento de fungos, de maneira
geral, conforme apresentado na segédo 7.3 deste projeto. A partir disso foram
elencados trés vegetais (alho, cravo-da-india e gengibre) para serem testados, a fim
de verificar sua capacidade fungicida sobre o fungo Mycosphaerella musicola. Para
isso, sera extraido o 6leo essencial de alho, do cravo-da-india e do gengibre, que
serao aplicados sobre o fungo em desenvolvimento. Além disso, sera aplicado um

fungicida sintético, comumente usado em plantagdes da regido, objetivando verificar
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se havera crescimento micelial do fungo apds a aplicagado dos fungicidas e avaliar,
também, a viabilidade econdmica do fungicida natural sobre o fungicida sintético,
utilizando como critério o custo de producéo para cada litro de fungicida. A seguir

séo detalhados os procedimentos metodoldgicos a serem empregados.

8.1 Extracao dos oleos

A extracdo dos Oleos essenciais de alho, cravo-da-india e gengibre serao
feitas a partir dos métodos de extragédo por solvente (Soxhlet) e arraste a vapor nos
laboratérios de Quimica Geral | e Il do IFSC - Campus Jaragua do Sul. A partir dos
meétodos de extracdo utilizados tem-se como objetivo adquirir dleos essenciais e
testar sua eficacia sobre o fungo Mycosphaerella musicola. Foram escolhidos os
dois métodos, pois os vegetais escolhidos s&o distintos um do outro, portanto para
um determinado vegetal a eficacia de um dos métodos de extragdo se mostrara

melhor, podendo assim influenciar nos resultados dos 6leos sobre os fungos.

8.1.1 Extracdo por Soxhlet

Segundo Ribeiro et al. (s.d.), para o método Soxhlet de extracdo com
solvente, deverao ser pesados 50 g de cada amostra obtida, com uma balanga
semi-analitica. ApOs a pesagem, as amostras serao transferidas para o cartucho de
extracdo do sistema, indicado em destaque na Figura 8, e no baldao serao
adicionados 200 mL de hexano (C4H,,). Para Solomons e Fryhle (2012, p. 474)
lipidios sdo “compostos de origem biolégica que se dissolvem em solventes
apolares, tais como cloroférmio e éter dietilico”, sendo assim, os 6leos que fazem
parte dos lipidios se dissolvem em solventes apolares, por isso da escolha do
hexano. O baldo ficara acomodado dentro de uma manta de aquecimento, a
aproximadamente 68 °C, iniciando assim, o processo de extracdo, com velocidade

de 20 ciclos/hora (1 ciclo/3 minutos) durante 4 horas e 15 minutos.
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Figura 8: Extrator de Soxhlet
Fonte: (CORDEIRO, 2013, p.60).

Apos a extracdo, o solvente sera removido utilizando um evaporador rotativo,
onde o solvente podera ser reaproveitado. Ainda, a por¢ao nao soluvel do sélido
sera obtida no dedal, sendo depois descartada (CORDEIRO, 2013 p. 60). O dleo
adquirido sera armazenado em frascos de vidro esterilizado e conservado em

ambiente refrigerado.

8.1.2 Extragdo por Arraste a Vapor

Para o método de arraste a vapor indicado na Figura 9, serao utilizados cerca
de 58 g de cada produto que se deseja obter o 6leo essencial, esses serao

previamente triturados para a extragao (SILVA et al., 2011).

P ooy
5 A

Funil de adigéo (1); tubo de Claisen (2); baldo de fundo redondo (3 e 7); cabeca de destilacéo (4);
condensador (5) e unha (6).

Figura 9: Destilagdo por Arraste a Vapor
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Fonte: (OLIVEIRA e GOMES, 2014).

Para a realizacao da extragao do 6leo serdo colocados em um baldo com 350
mL de agua destilada (gerador de vapor), pérolas de vidro e o composto de que se
deseja extrair o 6leo essencial, seguinte a isso esse baldo sera colocado na manta
de aquecimento, a uma temperatura de 100 °C. Na primeira saida sera colocado um
funil de adigéo, para a reposigao de agua, e na segunda saida a junta de conexao
(cabeca de destilagao) para a retirada da emulsdao agua/dleo essencial até o
segundo bal&o de extracao (SILVA et al., 2011).

Ainda segundo Silva et al. (2011), para a purificagdo do oleo serdo utilizados
30 mL de éter etilico (C,H,,0), em 30 mL do extraido agua/éleo; com o auxilio de um
funil de separacéo sera adquirida a fase organica, e a fase liquida que podera ser
descartada. Apos a separacao sera adicionado Sulfato de Magnésio (MgSO,) para a
remogao da agua ainda presente, a mistura sera filtrada e por final submetido a
rotaevaporacao para a remocgao do éter etilico, que podera ser reaproveitado. O 6leo
essencial serd armazenado em frascos de vidro e conservado em um ambiente
refrigerado.

Serado produzidas trés concentracbes de oleos, sendo elas: 20; 30 e 40
mg/mL, a fim de verificar a menor quantidade que ira apresentar agao fungicida,

utilizando para isso um diluente agua/éleo.

8.2 Coleta e isolamento de Mycosphaerella musicola

Primeiramente serdo coletadas amostras de folhas, com sintomas de
Sigatoka-amarela, de bananeiras da variedade Prata, na propriedade de um
bananicultor de pequeno porte, residente do bairro Garibaldi, Jaragua do Sul (Santa
Catarina, Brasil). Apos a coleta, as folhas serdo transportadas até os Laboratorios de
Quimica Geral, do IFSC - campus Jaragua do Sul, em caixas higienizadas com
alcool etilico 70% (v/v). Posteriormente a coleta, inicia-se o processamento das
folhas e entdo o isolamento do fungo. E importante frisar que a metodologia para
isolamento do fungo, descrita abaixo, segue as recomendagdes de Cordeiro, Rocha

e Araujo (2011) publicadas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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As folhas coletadas serdo lavadas, inicialmente com agua potavel e limpas
com uma esponja macia e detergente neutro. Apoés a lavagem, as folhas seréao
secadas com papel toalha, e cortadas de forma que caibam dentro das placas de
Petri, e entdo desinfectadas superficialmente, e para isso as porgcdes de folhas serao
lavadas com alcool etilico 70% (v/v), durante um minuto, e também com solugao de
hipoclorito de sédio (NaClO) 1%, durante o periodo de cinco minutos. Passado o
periodo de imersdao na solugdo de NaClO, as amostras serdo lavadas
abundantemente com agua destilada esterilizada e, somente entdo, transferidas
para uma placa de Petri contendo meio de cultura dgar-agua a 2%. Os pedacgos de
folna serdo dispostos com a face superior voltada para cima para facilitar a
visualizagéo do crescimento do fungo.

As placas entdo serao incubadas em estufa bacteriolégica com temperatura
constante de 25 °C e exposigao a luz durante 12 horas por dia, durante 48 horas.
Depois dessa incubagao sera feita uma analise microscépica, utilizando microscépio
estereoscopio, para localizar e identificar os esporodéquios’®. Em ambiente de fluxo
laminar, com o auxilio de uma alga de platina, flambada e fria, serao retirados, os
esporodoquios, e transferidos para uma placa contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e cultivados, também a temperatura constante de 25°C.

A identificagdo do fungo sera feita a partir de suas caracteristicas
macrométricas. Com base, também, nas descricdes e imagens do “Metodologias
para Manuseio de Mycosphaerella musicola em Laboratorio”, disponibilizado pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura (CORDEIRO: ROCHA; ARAUJO, 2011), segundo

o qual a colénia de Mycosphaerella musicola apresenta:

[...] pequeno crescimento radial, mas um bom crescimento aéreo, de
formato arredondado, de consisténcia dura, dificeis de serem
quebradas. Ha ainda variacdo quanto a coloragdo, que geralmente
altera com a idade da cultura, podendo ser observadas as cores cinza
claro, cinza escuro, branco e résea (CORDEIRO, ROCHA, ARAUJO;
2011. p. 20).

1% Estrutura formadora de conidios, que por sua vez sdo estruturas germinativas que dar&o origem a um
novo individuo.
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8. 2. 1 Cultura de Mycosphaerella musicola

Apods o isolamento do fungo Mycosphaerella musicola as coldénias devem ser
retiradas das placas, contendo meio BDA (batata, Dextrose e Agar), com auxilio de
um bisturi esterilizado e maceradas com almofariz e pistilo também esterilizados.
ApoOs esse procedimento os fragmentos serdo diluidos em agua destilada e
transferidos para uma placa de Petri contendo meio de cultura V8 e
homogeneizados sobre a superficie do meio com auxilio de uma alga de Drigalski.
Apods, as placas serdo acondicionadas em estufa bacteriolégica a 25 °C com luz
constante até que se obtenham os resultados (formagao ou ndo de halo de inibigao
em torno dos discos de papel filtro), conforme o procedimento descrito no item

abaixo.

8.3 Avaliagao dos antifungicos

Apos o isolamento do fungo sera iniciada a avaliagdo da capacidade fungicida
de cada extrato vegetal produzido, assim como do fungicida sintético. Tal avaliagao
sera feita por meio de uma espécie de antibiograma''. Para o procedimento sera,
primeiramente, inoculado o fungo no meio de cultura e logo apds serao aplicados,
sobre a placa, discos de papel filtro encharcados com as solug¢des fungicidas, 1
disco de cada solugao em cada placa, totalizando 4 discos por placa, sendo 3 discos
das solugdes de 6leo essencial produzidas pelo grupo e 1 para o fungicida sintético.

A avaliagao da capacidade fungicida se dara por meio da medi¢ao do halo de
inibicdo que se formara, caso o fungo seja sensivel aos fungicidas utilizados,
entorno dos papéis encharcados com a solugdo. Essa medig¢ao sera feita utilizando
um paquimetro, que garante maior precisdo de resultados.

Serao produzidas, inicialmente, trés concentracdes dos dleos essenciais: 20;
30 e 40 mg/mL. Tais concentragdes serao testadas em triplicatas, no minimo,
totalizando em 9 placas de Petri para o teste. Caso a concentragdo de 20 mg/mL

apresentar acao fungicida, o 6leo sera novamente diluido até atingir o ponto em que

" Também conhecido como disco de difusdo, este método é amplamente empregado para avaliar a
acgao de antibidticos sobre bactérias de importancia médica.
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ndo apresente mais tal acdo. E valido ressaltar que essas diferentes diluigdes serdo

feitas com o intuito de verificar qual a menor concentracdo que apresentara a

capacidade fungicida, para que ndo sejam utilizadas concentragcbes acima do

necessario, o que representaria aumento desnecessario no custo final da produgcao

do fruto.

9 CRONOGRAMA

A execucdo do projeto de pesquisa sera realizada conforme o cronograma

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Cronograma do projeto.

Periodo 2017
Atividades Fevereiro Marcgo Abril Maio Junho
Aprofundam~ento ’d.a X X X X
fundamentagao tedrica
Coleta e cultura do
Mycosphaerella musicola em X X
laboratério
E = p
xtracao do.s'oleos X X
essenciais
Aplicacao dos 6leos na
cultura do Mycosphaerella X X X
musicola
Analises dos resultados X X
Producao do artigo cientifico X X X
Apresentacao do artigo X
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