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HORA, B.R. Acdo de dleos essenciais no controle de sigatoka-negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) de bananeiras (Musa sp). 2009. 68p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de
Biociéncias, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO - O Brasil € um dos maiores mercados produtores de banana, a segunda fruta mais
consumida no pais. No entanto, a bananicultura apresenta certas desvantagens em seu cultivo,
por sofrer com condi¢cBes ambientais, pestes e patégenos de acordo com a variedade ou cultivar.
Dentre estes problemas, 0 que mais vem causando grandes prejuizos mundialmente é a sigatoka-
negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, tendo como forma anamérfica
Pseudocercospora fijiensis Deighton. O controle atua desse fungo além de empregar grandes
guantidades de agroquimicos, 0 que onera a producédo, contamina o meio ambiente, lesa a salde
do aplicador e dificulta a exportagdo e pode também produzir hibridos resistentes. Para um
controle menos danoso ao meio ambiente e ao produtor/aplicador uma alternativa encontrada
tem sido a procura de metodologias menos custosas e mais seguras. A aplicacdo de 6leos
essenciais no combate a patdgenos tem apresentado resultados positivos em outras culturas e é
uma alterternativa desejavel para o cultivo do fruto, sendo mais baratos que o0s agroquimicos e
biodegradaveis. Assim, este trabalho teve como objetivos encontrar melhores meios de cultura
para o crescimento micelial desse fungo. Além disto, avaliar a atividade inibitoria na germinacéo
de conidios in vitro de M. fijiensis dos Oleos essenciais de Carapa guianensis (andiroba),
Copaifera officinalis (copaiba), Syzygium aromaticum (L). Merr. & L. M. Perry (cravo),
Eucalypto globulus Labill. (eucalipto) e Thymus vulgaris L. (tomilho) em dilui¢cbes de 1ImL com
10 ou 30% de Gleo essencia em Oleo vegetal inerte. Para isto, isolaram-se ascésporos de folhas
infectadas de bananeira em meio batata dextrose agar (BDA) e clorafenicol. Os experimentos
com Oleos essenciais utilizaram o método indireto, preparando-se suspensdo de 7.000 conidios,
da qual umaaliquotafoi colocada em placas de 6 cm de diametro, juntamente com 0,3 ou 0,1 mL
do respectivo 6leo essencial diluido em Oleo vegetal. Cada tratamento constou de quatro
repeticdes, colocadas em BDO por duas horas a 25°C + 2°C. A contagem de conidios foi
aleatdria, utilizando-se 100 por placa, entre germinados e ndo germinados. Nos experimentos de
crescimento micelial das colbénias previamente isoladas, em BDA, transferiram-se fragmentos
para placas contendo meio farinha de aveia-sacarose (FAS), farinha de aveia-agar (FAA) e BDA,;
cada experimento constou de 10 repeticdes que foram mantidas em BDO por 10 dias sob regime
luminoso de escuro continuo a 26°C + 2°C. Verificou-se a normaidade dos dados de cada
tratamento através do teste de Shapiro-Wilk (teste W), procedendo-se em seguida a analise de
varidncia ndo-paramétrica pelo teste Kruskal-Wallig'Dunn, com chance de erro de 5%. Os
resultados mostraram que as solucdes de 6leos essenciais de andiroba, copaiba, cravo e eucalipto
inibiram significativamente a germinagdo dos conidios. Quanto ao 6leo de tomilho, somente a
diluicao de tomilho 0,3 mL ndo distinguiu-se da testemunha e dos demais tratamentos. De acordo
com os resultados observados os 6leos em ambas as diluicdes empregadas podem ser utilizados
no controle de M. fijiensis, exceto tomilho na concentracdo acima referida. Quanto aos meios de
cultura, ha evidéncias estatisticas para afirmar que o crescimento de micélios foi 0 mesmo entre
0 meio BDA e o FAS. Entretanto, tanto o crescimento em BDA e FAA como entre os dois meios
a base de aveia foi estatisticamente diferente, comprovando que os melhores meios para o
crescimento micelial de M. fijiensisforam o BDA e o FAS.

Palavras-chave: sigatoka-negra, Carapa guianensis Aubl, Copaifera officinalis L., Eugenia
caryophyllus Spreng., Eucalyptus globulus Labill., Thymus vulgaris L, controle organico,
crescimento micelial.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a literatura a bananeira € uma das culturas mais importantes e sua fruta
mais popular, sendo 0 quarto alimento mais valioso na nutricdo humana, apds o arroz, trigo e
leite. Além disso, a cultura ocupa uma vasta area de cultivo, sendo o Vale do Ribeira responsavel
por 67% desse total. Infelizmente, o transporte desta fruta a partir do Estado de S&o Paulo para
outros, bem como sua exportacdo, decresceu drasticamente, em funcdo da sigatoka-negra.

A bananicultura apresenta certas desvantagens em seu cultivo, pois estéd sempre sofrendo
com as condi¢Bes ambientais, pestes e patdgenos de acordo com a variedade ou cultivar. Dentre
0s problemas 0 que mais vem causando grandes prejuizos mundialmente é a sigatoka-negra,
causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, tendo como forma anamorfica
Pseudocercospora fijiensis Deighton. O controle atual desse fungo, além de empregar grandes
quantidades de agroquimicos, o que onera a producdo, contamina o meio ambiente, lesa a salide
do aplicador e dificultaa exportacdo e pode também, produzir hibridos resi stentes.

A bananeira é suscetivel a inimeras doencas foliares, como a sigatoka-amarela
(Mycosphaerella muscicola Leach ex Mulder) e sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis
Morelet) que causam grandes perdas na producdo e aumentam o uso de fungicidas. Esses podem
contaminar o solo além de ainda causar danos na salde dos aplicadores (normal mente, pequenos
produtores), assim, varios estudos tém comprovado o efeito de compostos vegetais, tais como
0leos essenciais que podem atuar como fungicidas naturais, tornando-se uma alternativa viavel
para o controle destas doencas. Estudos para se obeter informagdes sobre o patdégeno sdo
fundamentais para se ter um controle adquado do mesmo, para isso S840 necessarias pesquisas in
vitro para obtencdo de col6nias, adquirindo assim metodol ogias praticas.

Destaforma, o presente trabal ho visou a aplicacéo de 6leos essenciais de andiroba (Carapa
guianensis Aubl.), copaiba (Copaifera officinalis L.), cravo (Eugenia caryophyllus Spreng.),
eucalipto glébulos (Eucalyptus globulus Labill.) e tomilho (Thymus vulgaris L) no controle da
germinacdo dos conidios de sigatoka-negra de bananeiras, bem como a avaliacdo de diferentes

meios de cultura para 0 melhor crescimento micelial desse patdgeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Descricao Botanica

A bananeira é classificada taxonomicamente como uma monocotileddnea da ordem
Zingiberales, pertencente a familia Musaceae compreendendo duas ou trés espécies
economicamente importantes, a saber: Musa paradisiaca L., banana maga (Gomes, 1978), Musa
aculminata Colla e Musa balbisana Colla (Gasparotto et al., 2006). De acordo com o Sistema
APGII os géneros Heliconia e Srelitza ndo pertencem mais a familia Musaceae, congtituindo as
familias distintas Heliconiaceae e Srelitzaceae, respectivamente (Souza & Lorenzi, 2005).

Souza & Lorenzi (2005) descreveram a familia Musaceae como ervas robustas e perenes,
com caule do tipo rizoma, com crescimento simpodia. O pseudocaule é formado pelo conjunto
das bainhas foliares, sendo que as folhas, por sua vez, sGo alternas espiraladas e
peniparaelinérveas. A inflorescéncia é constituida por cimeiras subtendidas por bracteas
vistosas, cujas flores sdo relativamente vistosas, bissexuadas ou unissexuadas, zigomorfas e
diclamideas. O calice é trimero, apresentando duas pétalas unidas e uma livre; 0s estames sGo em
numero de cinco ou seis livres entre s e as anteras so rimosas. O gineceu € gamocarpelar, com
ovario infero (trilocular), sendo a placentacéo axial e l6culos pluriovulados. Apresenta nectarios
septais e o latex, geramente é incolor. O fruto formado € do tipo baga.

A bananeira, de acordo com Borges & Souza (2004), € uma planta em que a parte aérea é
cortada na pos-colheita, apresentando rizoma, um caule subterréneo de onde saem as raizes
primérias, em grupos de trés ou quatro, totalizando 200 a 500 raizes, com espessura
predominantemente menor que 0,5 mm, podendo atingir até 8 mm, brancas e tenras quando
jovens tornando-se amareladas e endurecidas conforme envelhecem. O pseudocaule € formado
por uma copa de folhas compridas e largas, com nervura central desenvolvida. Relataram ainda
gue a planta possa emitir de 30 a 70 folhas, com o aparecimento de uma nova folha a interval os
de 7 a 11 dias. A inflorescéncia sai do centro da copa, apresentando bracteas ovaladas, de
coloracdo geralmente roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores. De cada conjunto de
flores formam-se as pencas (7 a 15), apresentando numero variavel de frutos (40 a 220),
dependendo da variedade.

Gasparotto et a. (2006) afirmaram que a emissao das folhas depende da disponibilidade de
&gua e dos nutrientes no solo e da cultivar. Em condi¢es amazbnicas (Umidas e quentes) as
folhas sdo emitidas a cada 7 ou 8 dias, no entanto, para regioes como a Sul e Sudeste do Brasil

gue apresentam épocas definidas, chuvosa/ quente e seca/ fria, esse periodo € bem maior.



Conforme Moreira (1999), as bananas comestiveis sdo das espécies Musa aculminata e M.
balbisiana, ambas com 11 cromossomos, sendo a primeira representada pelo grupo genémico A,
cujaploidia pode ser AA, AAA e AAAA; a segunda é representada pelo grupo gendmico B, cuja
ploidia pode ser BB, BBB e BBBB. As duas espécies podem se cruzar entre Si na natureza e
também em condic¢Bes laboratoriais, produzindo os hibridos: AB, AAB, ABB, ABBB, AABB e
AAAB.

Gomes (1978) afirmou que os pesquisadores, geralmente, atribuem a origem da bananeira
ao quente e umido Sudeste asiético, onde ja era cultivada muito antes de Cristo. Nhi & Valmoyor
(1998) relataram que 0 género Musa € origin&rio do Sudeste asidtico e do Vietnd, sendo os
lugares onde mais se tem diversidade e cultivo de banana. Gasporotto et al. (2006) concordaram
em parte com esse relato, comentando que ainda ndo ha precisdo quanto ao centro originario da
bananeira, por se ter perdido na mitologia grega e indiana, contudo, talvez o centro de origem
encontra-se no Sul e Sudeste do continente asi&tico, desde a india até Papua na Nova Guiné, Os
mesmo autores comentaram ainda, que a palavra banana é originaria das linguas serra-leonesa e
liberiana.

Alexandre, o grande congjistador, encontrou a bananeira no vale do rio Indo, 327 anos a.C.,
e o0s &rabes, por sua vez, a partir do seculo VII, contribuiram para a difusdo da planta, pois a
levaram & Africa, onde se popularizou rapidamente. Colombo encontrou-a nas Antilhas, Vicente
Pizon e outros navegantes que precederam Pedro Alvares Cabral, observaram-na na América do
Sul, 0 que deixa os pesguisadores com dividas se ha variedades brasileiras ou mesmo sul-
americanas (Gomes, 1978).

Souza & Lorenzi (2005) afirmaram que a familia possui distribuicdo paleotropical,
incluindo dois géneros e 35 espécies. Comentaram ainda, que com os avancos filogenéticos hoje
se tem informagfes de que ndo ocorrem espécies nativas no Brasil, no entanto, por serem
amplamente cultivadas no pais torna-se possivel confundi-las com as plantas nativas.

A bananeira é encontrada entre os paralelos de 30° de latitude norte e sul, onde as
temperaturas variam de 10°C a 40°C. O cultivo destas plantas € feito em regides onde as
temperaturas variam de 15°C a 35°C, sendo a temperatura 6tima de 28°C. Baixas temperaturas
provocam a compactacdo da roseta foliar, dificultando o lancamento da inflorescéncia, o que
deforma o cacho, inviabilizando assim, sua comercializagéo. Por outro lado, o desenvolvimento
da planta é inibido em temperaturas acima de 35°C, pois ocorre a desidratacéo dos tecidos,
sobretudo das folhas (Moreira, 1999; Borges & Souza, 2004).

O método convencional de propagacdo é por sementes nas espécies selvagens e por

perfilhos, nas espécies comerciais. Uma bananeira pode reproduzir tantos perfilhos quanto for o



numero de folhas emitidas até a formacéo do cacho, quando sua atividade é cessada (Gasparotto
et a., 2006).

O beneficiamento correto dos frutos apds a colheita propicia melhor qualidade dos
mesmos, tanto para a comercializagdo no mercado interno quanto para a exportacdo. Apods a
selecdo e limpeza, despencamento, lavagem e confeccdo de buqués e a classificacdo dos frutos,
estes sd0 embal ados e acondicionados em caixas de papeldo ou de madeira revestidas de pléstico
ou ndo, evitando que os frutos sofram escoriagdes e excessiva perda de dgua por transpiragdo. As
caixas de papel&o sdo utilizadas para a exportacéo, enquanto que as de madeira sdo utilizadas
para a comerciaizacdo interna referiram Madina & Pereira (2004), relatando que a conservacéo
dos frutos por refrigeracdo, em atmosfera controlada e modificada, bem como a maturacéo
controlada por climatizacdo deve ser empregada para melhor conservacdo dos frutos. Hanada et
al. (2002a) comentaram que habitualmente os produtores utilizam as folhas das préprias

bananeiras sdo para melhor condicionamento dos frutos no transporte.

2.2. Importancia econdmica

Ploetz (2000) afirmou que a banana e os platanos sdo considerados o quarto produto
alimenticio mais importante mundia mente, logo apds o arroz, o trigo e o leite. Sendo que Borges
& Souza (2004) confirmaram a importancia da banana como uma das frutas mais consumidas no
mundo, cultivada na maioria dos paises tropicais, podendo ser comercializada por dizia, quilo e
até mesmo unidade, sendo a base da alimentacdo de alguns deles (Goncalves, 2006). Tal
assertiva € confirmada por Strobel et al. (1993) e INIBAP (1994) quando relataram que a banana
é um alimento primario para milhdes de pessoas em algumas éreas do mundo, incluindo a Africa
Central, o Sudeste Asiético, a América Central e do Sul e o Caribe e Borges & Souza (2004)
indicaram que a banana constitui uma importante fonte de alimento, podendo ser utilizada verde
ou madura, crua ou processada.

Estudos realizados por J. Chevalier, quimico francés, sdo comentados por Gomes (1978)
para afirmou que as andlises quimicas mostraram que a banana apresenta 28% de substancias
nutritivas, enquanto a uva fornece 17%, maca somente 13% e alface ndo mais que 4%, 0 que O
torna um alimento, para muitos, completo. Outras comparagOes podem ser observadas na Tabela
1. Faturote et a. (2007) referiram que as bananas contém muitos carboidratos (31g 100g™) e
baixo teor de gordura (0,4g 100g™). Elas seriam 6timas fontes de vitaminas e minerais,
particularmente ferro (24mg kg*), potassio (9,5mg kg™) e célcio (715mg kg?). O fruto tem alto

valor nutricional, pois é uma fonte de energia, por conter amido e aglcares na sua composi G&o,



além devitaminasA, B e C (Perea-Dallos, 1993; Borges et al., 2006).

Devido aos seus teores energéticos a bananeira é cultivada em todas as regides tropicais do
mundo, sendo a banana a fruta de maior producdo e comercializacdo mundial representando 37%
do comércio internacional (Gasparotto et al., 2006). Fullerton & Olsen (1995) relataram que
somente 10%, 68 milhdes de toneladas, da producdo mundia de banana € voltada para a
exportacdo, sendo os outros 90% produzidos para a subsisténcia, isto porque a bananicultura
possui grande importancia econdmica e social, sendo cultivada numa extensa regido tropical,
geralmente por pequenos agricultores (Ploetz, 2000; Gongalves, 2006). Os autores ainda
complementaram relatando que aproximadamente 98% da producdo mundial ocorre em paises

em desenvolvimento, sendo os paises desenvol vidos o destino da exportacéo.

Tabela 1. Valor nutritivo de alguns vegetais.

Parte ndo Agua Proteina Gordura Valor em calorias/quilo
comestivel

Frutas/Hortalicas

Banana 35,0% 75,3%  1,3% 0,4% 1.013

Péra 10% 80,9%  1,0% 0,5% 358

Maca 25,0% 84,6%  0,4% 0,5% 638

Tomate - 943%  0,9% 0,4% 220

Batata 20,0% 783%  22% 0,1% 848
Espinafre - 923%  2,1% 0,3% 209

Repolho 15,0% 915%  1,6% 0,3% 253

Fonte: Gomes, 1978.

Em 2000, 123 paises produziram banana, porém tanto a produgdo quanto as exportactes
foram altamente concentradas em alguns paises, como a india (13,9 milhdes de toneladas),
seguido pelo Equador (6,8 milhdes de toneladas) e Brasil (6,3 milhdes de toneladas). No ano de
2000, a producéo brasileira sofreu forte queda devido a doencas foliares que acometeram a
cultura (Hori et a., 1995). Borges & Souza (2004) e Gongalves (2006) comentaram que em
2003 a producdo para consumo in natura do fruto foi de aproximadamente 68 milhdes de
toneladas, tendo como maior produtor a india (24,1%), seguido pelo Brasil (9,5%), China (8,5%)
e Equador (8,2%).

Mascarenhas (1997) relatou que o Brasil € um dos maiores mercados mundiais desse fruto,
pois a banana € a segunda fruta mais consumida no Brasil, logo atras da laranja, estando o

consumo per capita nacional em torno de 25 kg (Borges & Souza, 2004).



Cultivada de norte a sul do pais, totaiza uma area de 503 mil hectares em 2002,
compreendendo da faixa litoranea até os planaltos interioranos, sendo 99% da producéo voltada
para o consumo interno. No entanto, segundo IBGE (2004), a cultura da banana apresenta baixa
produtividade no Brasil, obtendo-ser em torno de 1.200 cachos por hectare ao ano, equivalente a
12,11 t ha’ ano™, enquanto a Costa Rica produz 42,03 t ha* ano™, praticamente trés vezes e
meia a produtividade brasileira. México, india e Colémbia apresentaram 24,09; 24,72 e 31,15 t
ha* ano™, respectivamente da fruta em seus balancos.

O mercado interno consume praticamente toda a producdo naciona e apenas 3,25% da
producdo é exportada para paises como aArgenting, Inglaterra, Italia e Uruguai (AGRIANUAL,
2005).

Borges & Souza (2004) apontaram que as regides mais produtivas no Brasil sdo a Sudeste
e a Nordeste, que juntas representam 66% da producdo naciona (6.422.855 toneladas). S&o
Paulo é o maior produtor com 1.003.414 toneladas, seguido da Bahia, com 625.933 toneladas,
Para, com 567.084 toneladas e Minas Gerais com 541.101 toneladas (AGRIANUAL, 2005). O
responsavel pela maior produgéo no Estado de Sdo Paulo € o Vale do Ribeira.

As variedades mais produzidas no pais sdo: Prata, Pacovan, Prata And, Magd, Mysore,
Terrae D'Angola, do grupo AAB, visando o mercado interno, ja as variedades Nanica, Nanicéo e
Grande Naine, do grupo AAA, tem sua producéo voltada para a exportacdo (Borges & Souza,
2004).

2.3. Doencasfoliares na bananeira

Marin et a. (2003) relataram que uma desvantagem da producéo de banana € que e€la esta
sempre sofrendo com as condi¢Bes ambientais, pestes e patdégenos, de acordo com a variedade ou
cultivar. Por exemplo, o mal-do-Panama dizimou, em todo o pais, os plantios da cultivar Maca
(Borges & Souza, 2004; Gasparotto et al., 2006). O moko da bananeira, uma doenca causada
pela bactéria Ralstonia solanacearum tem causado grandes prejuizos nos bananais das varzeas
dos rios amazbnicos e constitui doenca quarentendria para as demais regides, exceto Sergipe,
onde é relatada a sua ocorréncia (Gasparotto et a., 2006).

A sigatoka-amarela, apesar de ndo destruir os plantios como as demais doencas, onera 0s
custos de producédo nas regides que atendem aos mercados mais exigentes e reduz drasticamente
a producdo naquelas onde ndo se adota o controle quimico. Com excegdo das variedades Macg,
Musore, Terra e D'Angola as demais variedades sdo suscetiveis.

Grave doenca, a sigatoka-negra foi constatada no Brasil em 1998, tendo se expandido



rapidamente pelo pais, causando prejuizos elevados e deixando produtores e técnicos bastante
preocupados, considerando-se a ata capacidade de destruicdo que apresenta, e passando a
constituir um grande problema de importancia social e econdémica, uma vez gue somente Mysore
€ a variedade resistente (Gasparotto et al., 2006; Borges & Souza, 2004). Orozco-Santos &
Farias-Larios (2002) constataram que essa doenca atualmente € considerada como 0 maior

problema da producdo comercial de banana em todos os continentes do mundo.

2.3.1. Mal-do-panamé

O mal-do-panamd é causado por um fungo de solo, Fusarium oxysporum Schlechtend, que
apresenta estruturas de resisténcia, clamidosporos, os quais permitem sobrevivéncia mesmo na
auséncia do hospedeiro. As plantas infectadas com F. oxysporum exibem externamente um
amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais novas e sendo um fungo de
solo, desloca-se de baixo para cima no pseudocaule, comegando pelos bordos do limbo foliar e
evoluindo no sentido da nervura principal. Os sintomas dessa doenca na planta s&o o
murchamento das folhas, seguida de seca e ruptura junto ao pseudocaule. Mesmo com a morte
das folhas mais velhas é normal encontrar bananeiras ainda eretas e cortando-se o pseudocaule,
longitudinal ou transversalmente, € possivel a observacdo de descoloragdo pardo-avermelhada

em decorréncia da presenca do patégeno nos vasos (Cordeiro et al., 2004).

2.3.2. Mancha-de-cordana
A mancha-de-cordana, causada pelo fungo Cordana musae Zimm., esta normalmente
associada a aguma forma de estresse da planta, em geral a outras doencas, principamente a
sigatoka-amarela e/ou a deficiéncia mineral. As lesBes apresentam um formato piriforme, com
zonas concéntricas e circundadas por um halo amarelado com o centro esbranquigado. Nos
primeiros estédios pode ser confundida com a sigatoka-amarela, podendo haver sobreposicéo das
lesbes (Gasparotto et a., 2006).

2.3.3. Virusda estria da bananeira (VEB)

A estria da bananeira é causada pelo virus da estria da bananeira (Banana streak virus,
BSV), transmitido de bananeira para bananeira pela cochonilha Planococcus citri. No entanto, a
transmissdo por mudas infectadas é a maior fonte de disseminacdo. Os primeiros sintomas sdo
estrias ou riscas longitudinais, paralelas as nervuras secundérias, de coloracdo creme a amarelo-
palida. Estas estrias, amarelo-claras dispdem-se continuamente desde a nervura principa até a

borda das folhas, podendo ser confundidas com os primeiros estadios da sigatoka-negra, onde as



estrias sdo distribuidas aleatoriamente e ndo sequenciadas como em VEB. Estas estrias de
coloracdo marrom-escuras sO sd0 perceptiveis nas folhas mais velhas, sendo observadas nas
folhas mais novas apenas estrias marrom-claras e cloréticas. Com 0 progresso tornam-se
amarelo-amarronzadas e por fim marrom-escuras. Quando a infecgdo é severa, todo o limbo
foliar adquire coloracdo marrom-escura. As folhas das plantas infectadas apresentam riscas
clordticas que com o passar do tempo, tornam-se necréticas (Cordeiro et al., 2004; Gasparotto et
al., 2006).

2.3.4. Sigatoka-amarela

A sigatoka-amarela € causada pelo fungo Mycospahaerella musicola Leach (fase
telemorfica, Pseudocercospora musae (Zimm.) Deighton, forma anamorfica), conhecida também
como mal-de-sigatoka e cercosporiose. Os sintomas iniciais da doenca aparecem como uma leve
descoloracéo em forma de ponto entre as nervuras secundarias da segunda a quarta folha, a partir
da vela. Essa descoloracdo aumenta, formando uma estria de tonalidade amarela, que com o
passar do tempo adquirem coloracdo marrom, tornando-se pretas, posteriormente necréticas,
circundadas por um halo amarelado e adquirindo a forma eliptica-alongada (Cordeiro et al.,
2004).

Goncalves (2006) relatou que a primeira constatacdo foi feita em Java no ano de 1902 por
Zimmermann, sendo somente reconhecida sua importancia quando causou prejuizos no Vale de
Sigatoka, nas Fiji, em 1913.

De acordo com Balint-Kurti et al. (2001) estudos indicam que as estratégias de
patogenicidade usado por M. fijienss e M. musicola sdo similares, sendo separadas pelos
sntomas e pela estrutura dos conidios e conididforos; técnicas moleculares também sdo

empregadas com a mesma finalidade.

2.3.5. Sigatoka-negra

As doengcas foliares descritas até aqui causaram muitos prejuizos aos bananais do mundo,
sendo que o mal-do-panamé levou quase a extingdo a banana Mag, variedade muito consumida
por seu sabor adocicado e a sigatoka-amarela causou e, ainda causa perdas de até 100% da
producdo. Esses sdo somente dois exemplos entre tantos, no entanto, nenhuma delas é téo severa
guanto a sigatoka-negra que afeta a qualidade e quantidade de producdo dos bananais tornando-
Se aque mais causa prejuizos a cultura de banana no mundo (Craenen & Ortiz, 1997; Martinez et
al., 1998; Vicente, 1998; Jacome, 2002a; Marin et al., 2003; Calvalcante et al., 2004; Cordeiro et
al., 2004, Castro et a., 2005; Junior et a., 2007).



Esse patdgeno foi descrito pela primeira vez em 1964 na regido de Fiji, sudoeste de Viti
levu, a 60 km do Vale de Sigatoka (Carlier et al., 1994; Marin et al., 2003), tendo sua origem,
supostamente, em Nova Papua Guiné e nas |lhas Salomdes. Esta espécie também foi encontrada
na Austrdlia, nas ilhas do Pacifico, na Africa e na América Latina, provavelmente importada
através de plantas infectadas (Carlier et a., 1994).

Em 1964 o que Rhodes descreveu como raia negra (Black Leaf Streak), ficaria conhecida
como mal da sigatoka-negra. Morelet (1969) revalidou 0 nome da espécie como Mycosphaerella
fijienss e Deighton (1969) descreveu a forma anamorfica pertencendo ao género
Pseudocercospora como Pseudocercospora fijiensis. No ano de 1972 foi descrita outra formaem
Honduras que recebeu o nome de M. fijiensis var. difformis, (Marin et al., 2003). No entanto,
filogeneticamente ndo ha diferencas entre as duas, assim, Deighton descreveu a forma
anamorfica pertencendo ao género Pseudocercospora como P. fijiensis, tornando M. fijiensis var.
difformis sinbnimo de M. fijiensis. Posteriormente, em 1979, 0 mesmo pesquisador revisando o
género Paracercospora fez uma nova combinacdo para as duas formas anamorficas de M.
fijiensis, baseada em pequenos engrossamentos observados nas bordas das cicatrizes dos hilos
conidiais. Com os avangos em filogenética constatou-se por sequenciamento do DNAr,
juntamente com as caracteristicas morfol 6gicas, que ndo ha diferencas que sustentem a separacéo
dos géneros, fazendo com que Paracercospora seja sinénimo de Pseudocercospora, sendo entéo,
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton o nome correto para a fase anamérfica de M.
fijiensis (Crouset a., 2001; Crous et d., 2002; Jones, 2002).

Cordeiro et al. (2004) reportaram que o esporo assexua de P. fijiensis (conidio) esta
presente durante as fases de estrias ou manchas jovens da doenca, onde se observam
conidioforos (estrutura de producdo dos conidios) saindo sozinhos ou em pequeno nimero dos
estbmatos localizados na face abaxia da folha. Quanto a fase sexuada, esta é considerada mais
importante no aumento da doenca. E a forma mais comum de inoculac3o, uma vez que grande
numero de ascosporos (esporos sexuados) é produzido em estruturas denominadas pseudotécios,
gue se formam, principalmente, na face superior da folha, durante as fases de pico da doenca e
em periodos de ata umidade e temperatura favoravel (Jacome & Schuh, 1992a; Cordeiro et al.,
2004).

As condicdes climéticas afetam o desenvolvimento das doencas foliares, referiu Fouré
(1994), sendo que Junior et al. (2007) confirmaram, ao relatarem que O aparecimento e
desenvolvimento de uma doenca € resultado dainteracdo de trés fatores: planta suscetivel, agente
patogénico e fatores ambientais favoraveis.

Vicente (1998), citando Pérez & Mauri (1992), Pérez et al. (1993) e Porras & Pérez (1996),



comentaram que a epidemiologia da sigatoka-negra € dependente de fatores abi6ticos e bidticos.
Sao fatores chaves para ainoculagéo e rapido desenvolvimento do patégeno, a temperatura, bem
como a freguiéncia de chuva (principalmente, a duragdo da chuva), enquanto Mobambo et al.
(1996) afirmaram gue os sintomas das doengas costumam variar de acordo com a estagdo do ano,
seca ou chuvosa, sendo que o desenvolvimento da sigatoka-negra é menor na estacdo de seca do
gue na de chuva. Martinez et a. (1998) relatou que as zonas que mais sofrem com a severidade
da sigatoka-negra sdo aguelas que tém precipitacdo superior a 1400 mm por ano e umidade
relativa em torno de 80%. Em periodos onde as temperaturas estao abaixo de 20°C, com peguena
deposicao de orvalho ou de chuvas o desenvolvimento da doenca é mais lento e o intervalo de
aplicacdo de defensivos agricolas € maior.

Reafirmando que a temperatura e a umidade relativa interferem na epidemiologia da
sigatoka-negra, Jacome & Schuh (1992a) comprovaram gque uma meédia entre as observacfes in
vitro e in vivo, de temperatura, indica que, os melhores crescimento e producdo de conidios estéo
entre 25-28°C, sendo a temperatura 6tima, 26,8°C, onde ocorre 100% de germinacdo, com um
periodo de incubacdo de 14-18 dias em folhas velhas ou novas. O crescimento do fungo foi
observado, pelos mesmos autores, na temperatura de 35°C e as colGnias podem apresentar
micélio de cor cinza escuro a verde-oliva. Stover et al. (1992b) sugeriram que as temperaturas
acima de 21°C e um filme d'édgua sobre a folha proporcionam rapido desenvolvimento, sendo
gue Jacome & Schuh (1992b) afirmaram que 0s ascOsporos requerem agua livre e ambiente
guase saturado, umidade entre 98-100%, para a germinagdo e crescimento. Em contraste, os
conidios germinam com uma taxa de umidade entre 92-100%. Em Honduras e na América
Central as condicfes sdo favoraveis para a germinacéo de conidios entre os meses de fevereiro a
maio, ndo ocorrendo em outras épocas do ano. De acrodo com Jacome & Schuh (1992b) se as
condi¢cbes de umidade foram menores que as requeridas para a germinagdo esta ndo ocorre. A
infeccdo por conidios pode ser a responsavel pelo desenvol vimento do patdgeno em parte do seu
periodo de crescimento e pela dispersdo do patégeno durante a estagéo seca, sendo a umidade o
fator limitante paraainfeccgao.

Jacome & Schuh (1992c) referiram que a agressividade e a viruléncia da doenca variam de
acordo com as diferencas climéticas e genéticas da populacdo do patdgeno. Os mesmos autores
relataram que no passado a resisténcia evoluia de acordo de maneira natural com a variabilidade
e as condi¢bes ambientais diferentes. Os fatores ambientais podem causar maiores efeitos de
expressao de resisténcia, especialmente, a parcial. Jones (2002) e Mourichon (2002) reportando a
bibliografia especializada afirmaram que depois do aparecimento da sigatoka-negra era esperado

gue em poucos anos €l a se espal hasse pelas outras regides do Pacifico.



Desta forma Gasparotto et a. (2006) referiram que ainfeccdo ocorre nas folhas mais novas
da planta, da segunda para a quarta folha e os sintomas inicialmente sdo observados na face
abaxid, de 14 a 20 dias ap0s a infeccdo, predominantemente na extremidade lateral do limbo,
nas folhas 1 e 2, através de pontuacfes claras ou areas despigmentadas. Essas pontuacoes
tornam-se estrias de cor marrom com 1 a 2 mm de largura, sendo nessa fase uma possivel
confusdo com a VEB, podendo ser visualizadas também na face adaxial da folha. A seguir, as
estrias dongam-se radialmente e apresentam coloracdo marrom-escura na face abaxial,
assumindo, assim, a forma de manchas irregulares. Estas por sua vez, tornam-se negras, dando a
folha um aspecto escurecido, 0 que caracteriza 0 nome da doenca. Em estadios mais avancados
das manchas negras, inicia-se 0 processo de morte prematura de todo o limbo foliar, a partir da
borda e estas necroses advém das lesdes iniciais, geramente devido a ata taxa de infecgdo. O
coalescimento deste patdgeno ocorre ainda na fase de estrias 0 que pode impossibilitar a
formacdo de um halo amarelo ao redor das lesbes, provocando confusdo dessa doenca com a
sigatoka-amarela.

Nas regides das lesdes, apés a morte foliar, com coloracdo cinza-palha podem ser
observadas na face adaxial pontuacfes escuras representadas pelos peritécios. A infecgdo das
folhas da bananeira por conidios de sigatoka-negra é observada em trés periodos durante a
inoculacdo. Em geral, as estrias marrons sdo observadas primeiramente, de 14 a 21 dias depois
da inoculacdo e apds 28 dias, podem ser observadas manchas (Jacome & Schuh, 1992a;
Mourichon et a., 1997; Marin et al., 2003; Cordeiro et a., 2004; Gasparotto et al., 2006). Hoss
et al. (2000) relataram que a estabilizacdo do patdégeno ocorre de 3 a 4 semanas, em folhas de
cultivares suscetiveis depois da penetracéo do estdmato, até os sintomas de necrose aparecerem.

Gasparotto et a. (2006) ainda afirmaram que, a partir do estadio de manchas marrom-
escuras observadas proximas a nervura principal, € possivel a observacdo de muitas lesdes ou
manchas o gque caracteriza a agressividade da doenca quando comparada a sigatoka-amarel a.

O processo de infeccdo pelo patdgeno pode entdo ser dividido em seis estadios, como
descrito por Gasparotto et al. (2006):

1. Descoloragdo ou pontos despigmentados na face abaxial dasfolhas1 e 2;
Estrias marrom-claras, de 2 a3 mm de comprimento;
Expansdo radial e longitudina das estrias que se tornam visiveis nas duas faces da folha;
As estrias adquirem coloragdo marrom-escura e aspecto de manchas de formato irregular;

As manchas adquirem coloragdo marrom-escura a negra e

o o~ W N

As manchas coalescem induzindo a morte prematura do limbo.



A similaridade nos danos causados pela taxa de desenvolvimento de sintomas da sigatoka-
negra em diferentes estadios de crescimento e severidade depende da cultivar e da regido de
cultivo da bananeira (Mobambo et al., 1997).

Segundo Fouré (1994) as lesdes nas folhas atacadas evoluem para necroses levando a
gueda na producdo fotossintética, por morte do tecido fotossintetizante, o que demonstra a
severidade da doenca. Cordeiro et al. (2004) relataram que isto ocorre devido a rgpida destruicéo
da érea foliar e so sentidos na reducéo da capacidade produtiva do bananal (Jacome & Schuh,
1992b; Fouré, 1994; Martin et ., 2003; Jimenez et a., 2007), por reducdo no tamanho do fruto e
provoca seu amadurecimento precoce. Gasparotto et a. (2006) asseguram que devido o fato da
bananeira ndo emitir folhas apés o florescimento, torna a doenca mais severa, pois cerca de 40
dias depois do florescimento a planta encontra-se com as folhas completamente destruidas, os
frutos ndo se desenvolvem, ou sgja, ndo crescem, amadurecem precocemente e apresentam-se
desuniformes, o que € comprovado quando Vicente (1998), Balint-Kurti et al. (2001), Martin et
al. (2003) e Calvacante et a. (2004) relataram que a necrose causada pela sigatoka-negra resulta
em perda estimada de 33 a 50% na producdo, por causar morte precoce das folhas. Carlier et al.
(1994) ainda complementaram demonstrando que essa queda severa das folhas em cultivares de
banana dificulta o controle com fungicidas, ao passo que Cordeiro et al. (2004) afirmaram que as
perdas na producéo podem chegar a 80%.

Hanada et al. (2002b), citam Amorim (1995), para advogarem gque a disseminacdo de
propagulos férteis do patdgeno é o processo responsavel pelo incremento da doenga. Os mesmos
autores, citando Gonzales (1999) e Stover (1980), relataram que M. fijiensis produzem
guantidades significativas de propagulos, 0s ascosporos, que sdo levados pelo vento, e que sdo
desenvolvidos em grande quantidade no interior dos peritécios, sendo os principais agentes de
dispersdo em bananeiras. Tal fato é confirmado por Craenen & Ortiz (1997) quando afirmaram
gue a dispersdo de sigatoka-negra é feita pelo vento e complementam afiancando que esta
disseminacdo de esporos pode ser realizada pela dgua. Rutter et a. (1998) e Burt (2002)
relataram em seus estudos na Costa Rica que o vento € a melhor maneira de dispersdo de esporos
do patégeno, bem como dos ascdsporos e conidios que podem ser carregados pelo vento a curta e
longas distancias, o que faz com que 0s esporos sejam espal hados em uma plantacdo. Jacome &
Schuh (1993) demonstraram que os conidios também podem ser considerados estruturas de
disseminacdo do patdgeno e Hanada et al. (2002b) relataram que aém do vento as mudas
doentes e as folhas infectadas, utilizadas para a protecéo dos frutos durante o transporte, também
constituem uma forma de dispersdo. Os autores comprovaram gue 0s esporos do patdégeno

permanecem viaveis nas folhas e tecidos de algod&o por 60 dias, em papel &0, madeira, plastico e



pneu por 30 dias e 18 dias em frutos maduros.

Johanson et al. (1994) reportando a bibliografia especializada afiancaram que depois de ser
descoberta nas |lhas Fiji, a sigatoka-negra foi observada naAustralia, Nova Guiné, Ilhas Norfolk,
Tahiti e no Havai. Na mesma época foram identificados focos na Asia (Gongal ves, 2006).

Em 1972 a doenca foi constatada em Belize (Jones, 2002) e Honduras (Calvalcante et al.,
2004), em 1973 na Zambia (Jones, 2002; Goncalves, 2006), entre os anos de 1977 e 1980 foi
constatada no México (Jacome & Schuh, 1992b), Guatemala (Jones, 2002), Costa Rica, El
Salvador e Nicaragua (Jones, 2002; Calvalcante, 2004), em 1980, no Gabdo, Congo, Guiné
Equatorial e Camardes (Fouré, 1994).

O primeiro relato na Austrdlia foi em 1981, bem como nas regides proximas, llhas de
Murray, Badu, Moa e Thursday. No mesmo ano, no norte do México, sul do Panama e nordeste
da Colombia (Jones, 2002). Apesar de muitos esforgos para conter o avanco da doenga ndo se
pode erradica-la daAustrdlia, ocorrendo uma segunda infeccdo em 1984 (Jones, 1984).

Jones (2002) reportou informacdes pessoais sobre 0 aparecimento da sigatoka-negra no
Brasil em 1996, no entanto, o primeiro relato oficial brasileiro sobre esse assunto so foi realizado
em 1998 (Cordeiro et al., 1998).

De acordo com Romero (2002) no final dos anos de 1980 até 1999 a sigatoka-negra foi
constatada em seis diferentes paises africanos, bem como na Asia e América Latina e regies da
AustrdlialOceania, assegurando ainda que, possivelmente no futuro, a sigatoka-negra
apresentaria uma distribuicgo igual a da sigatoka-amarela. Mourichon (2002) complementou,
afirmando que a sigatoka-negra estaria distribuida por todas as éreas de producéo de banana no
mundo, principalmente no sudeste da Asia, zonas originérias do patégeno, Pacifico, América
Latina e Africa (Calvalcante et al., 2002; Jones, 2002). Isto foi confirmado no Workshop em S&o
José, Costa Rica, onde ficou clara a distribuicdo do patégeno na América, pois se constatou a
doenca na América Central, México, Horida (EUA), Colémbia, Peru, Venezuela, Bolivia e
Brasil, além da regido Caribenha, a saber: Cuba, Jamaica, Republica Dominicana e Haiti,
estando presente também no continente africano, nas regides centro-oeste e leste e, recentemente,
descoberta em Madagascar. A doenca também foi encontrada no nordeste da Austrélia.

Cordeiro et a. (1998) relataram que foi constatada no Brasil em 1998, no Estado do
Amazonas e de acordo com Pereira et al. (1998) a sigatoka-negra ocorreu no Brasil, nesse
mesmo ano, nos municipios de Tabatinga e Benjamin Constant, Estado do Amazonas. Ritzinger
et al. (1999) afirmaram que a sigatoka-negra foi verificada no Estado do Acre em novembro de
1998, no Campo Experimenta da Embrapa Acre. Em 1999 a doenca chegou aos Estados de
Rondbnia e Mato Grosso (Cordeiro et al., 2006) e em 2001 o patdgeno ja estava distribuido por



todos os estados da regido Norte e no Mato Grosso (Gasparotto et al., 2001). No Estado de
Minas Gerais em junho 2004 observou-se a presenca da sigatoka-negra (Castro et al., 2005) e no
mesmo ano no Municipio de Miracatu, Estado de Sdo Paulo (Cordeito et al., 2006). A doenca ja
estava presente em quase todo o territério brasileiro, em 2006, ou sgja: nos Estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parg, Parang, Rio Grande
do Sul, Rondbnia, Roraima, Santa Catarina, Sdo Paulo (Gasparotto et al., 2006).

Os autores Mourichon & Fullerton (1990) reportaram que 0 patdgeno ataca,
principamente, as bananas de genoma AAA, bem como outros grupos gendémicos (AA, AAB e
ABB). O maior impacto foi na Africa e na América Latina em bananas do grupo AAB, muito
usados na alimentacdo, pois os produtores destas regifes ndo possuem financiamento e recursos
técnicos para 0 uso de fungicidas. No Brasil a producdo do subgrupo Terra (AAB), no Acre, é
severamente atacada (Calvalcante et al., 2004), enquanto que no Estado de Minas Gerais a
doenca € mais agressiva para as cultivares Prata, Prata Ana e Cavendish (Ploetz, 2000; Cordeiro
et al., 2006). Cavalcante et al. (1999) relataram que a sigatoka-negra causa grandes problemas
nas areas de cultivo das variedades Macg, Prata e D'angola (Comprida subgrupo Terra), todas
suscetiveis a doenca.

Em trabalho de 2004, Cavalcante et a. referiram que em dois anos (1997-1999) o volume
de producdo em cacho cresceu 61% nos mercados do Amazonas, Rondbnia, Mato Grosso e
Goiés, no entanto, o periodo de 2000-2001 foi marcado por declinio de 42% na producéo do
estado, provavelmente devido a sigatoka-negra. Os autores ainda confirmaram gue um aspecto
importante a ser destacado esta relacionado ao baixo nivel tecnoldgico empregado no cultivo e
no transporte da producdo. Este fato favorece a disperséo da doenca e compromete a
produtividade, além da qualidade da producéo acreana.

Faturote et a. (2007) afiancaram que estudos S80 necessarios para guiarem novas
descobertas e atividades de desenvolvimento para que a producdo de bananas aumente,
diminuindo assim, a taxa de queda na producéo.

Em experimentos realizados no Estado do Amazonas, Gasparotto et al. (2008) constataram
que o numero de folhas viaveis no florescimento foi inferior a nove e a severidade da doenga na
folha 10 foi superior a 30%. Na colheita, os cachos atingiram cerca de 6 a 8 kg com frutos pouco
desenvolvidos e nimero reduzido por cacho devido ao ataque do patdégeno. Cerca de 50 dias
ap0s a emissao do cacho as plantas encontravam-se com todas as folhas mortas devido ao ataque
da sigatoka-negra. A perda no primeiro ciclo de plantio foi devido a doenga, que causou perdas
de 50 a 60% da producéo.

Strobel et al. (1993), citando Jaramillo (1986), relataram que a severa epidemia da



sigatoka-negra em Honduras e outros paises entre 1972-73 resultou em perdas de
aproximadamente 47%, enquanto Jeger et al. (1995) comentaram que a sigatoka-negra causou
prejuizos de mais de 50% na economia da Africa Central e Oeste.

Estudos citol gicos de interacdo entre M. fijiensis e as cultivares resistentes, revelaram que
0 patégeno age primeiramente como um parasita biotréfico que coloniza exclusivamente os
espacos intracel ulares do mesofilo foliar sem formar haustorios, entrando nas folhas da bananeira
através dos estbmatos. Um dos principais mecanismos que poderiam estar envolvidos no
desenvolvimento lento das |esdes observadas nos gendtipos parcialmente resistentes poderia ser:
compostos antifingicos sintéticos de maneira constitutiva ou tolerante as toxinas pontuais
produzidas por M. fijiensis. Este mecanismo se apresenta, como marcador na selecdo dos
gendtipos de banana com resisténcia duradoura a M. fijiensis (Beveraggi et al., 1995; Harelimana
et al., 1997; Lepoivre et al., 2002). Hoss et al. (2000) relataram que 0 mecanismo de defesa pode
ser atribuido a fatores fisiol 6gicos e bioguimicos para a penetracdo nos estdmatos do hospedeiro
pelas hifas do fungo. Conseqlientemente, a determinacdo dos eventos de conexdo das futuras
relacdes entre os dois organismos vai variar de acordo com o contato de cada estadio. Os
mesmos autores referiram que nas éreas com alta incidéncia de esporulagéo do fungo, o controle
da doenca atualmente tem como base, agentes quimicos em larga escala, porque as cultivares
resistentes sdo conhecidas somente em nivel experimental.

Pode-se, reportou Burt (2002), utilizar fungicidas para o controle de sigatoka-negra, mas
isto onera os custos dos pequenos produtores e, ainda, causa prejuizos ao meio ambiente. Roux
et a. (2002) relataram que o controle guimico das doencas causadas pelas espécies de
Mycosphaerella causa danos a0 meio ambiente, sendo perigosos e custoso para muitos
produtores. No entanto, Ploetz (2000) advogou que sem 0 uso frequente de fungicidas néo se
pode ter um controle da sigatoka-negra o que acarreta em uma quantidade de frutos menores e
com menor preco de mercado, por sua vez, Riveros et al. (2002) utilizaram o controle
microbiol 6gico para sigatoka-negra, encontrando resultados sati sfatorios.

Harelimana et a. (1997) relataram que o controle quimico e a criagdo de cultivares
resistentes a doenca sdo duas estratégias dominantes para o controle da sigatoka-negra. Ao passo
gue Robinson (1996), citado por Gongalves (2006), ressaltou que os custos para 0 controle da
sigatoka-negra séo muito altos, causando danos a0 meio ambiente e podendo provocar rgpido
desenvolvimento de resisténcia ao produto. Um exemplo disso seria a resisténcia do patégeno ao
Benomyl utilizado na Costa Rica, ap0s dois anos de aplicagdes (Romero & Sutton, 1998). Ploetz
(2000) comentou que se sabendo da existéncia de patdgenos resistentes a azoxystrobina, a

alternativa encontrada foi a utilizacdo de misturas, coquetés, para 0 combate ao patdgeno e uma



como a mistura de trifloxystrobina e azoxystrobina que apresenta resultados satisfatorios (Parez
et a., 2002).

Um processo de obtencdo de plantas resistentes a sigatoka-negra, conforme Stover (1986),
citado por Strobel et al. (1993), seria a utilizacdo do método tradicional, onde se espera a
maturacdo da planta que propicia a condicdo para o fungo produzir esporos, infectando,
naturalmente, as folhas seguindo o esquema artificial de indugcdo da doenca. Este processo requer
12 meses para se estabilizar mostrando entdo, as cultivares resistentes e as suscetiveis a doenga.

Jacome & Schuh (1992a) observaram que em Honduras o controle do patdgeno é mais
dificil em algumas regifes, em comparacdo a outras, sugerindo que o fenébmeno ocorre devido as
diferencas climéticas e genéticas do patdgeno. Os autores ainda relataram que estudos para o
controle de fatores ambientai s S50 necessarios.

A sigatoka-negra cresce em plantas resistentes a sigatoka-amarela (Strobel et al., 1993,
citando Buddenhagen, 1986 e Ploetz, 2000) e a primeira tem suplantado a segunda nas culturas,
sendo economicamente importante nas plantacdes de banana.

Romero & Sutton (1997) e Jenny et al. (2002) relataram que as pesquisas com métodos
convencionais de resisténcia ao patdgeno estdo sendo feitos por varias ingtituicdes de pesguisa,
para evitar o uso de fungicidas, como: Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA)
em Honduras, pelo Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD-FLHOR) na Franca e Guadaloupe, pelo International Institute of
Tropical Agriculture (IITA) na Nigéria e Uganda, pelo Centre Africain de Recherches sur
Bananiers et Plantains (CARBAP) em Camardes e pela Empresa Brasileira de Pesgquisa
Agropecuaria(EMBRAPA) no Brasil.

Em Fiji, Jones (2002) e Mourichon (2002) demonstraram que se tentou o controle, usando
0 mesmo produto para sigatoka-amarela via aplicagdo foliar de 6leo minera e que ndo foi muito
eficiente. O primeiro autor relatou que as medidas tomadas pela Austrdlia no controle do
patégeno foram: (1) estabilizacéo de areas de quarentena, (2) controle da movimentacdo dos
frutos de uma &rea para outra de plantio, (3) monitoramento e diagndstico para a deteccdo de
estrias nas folhas, (4) destruicdo de plantas afetadas, (5) podas drasticas de todas as bananeiras
nas areas de crescimento, (6) aplicacdo de fungicidas sistémicos e (7) toleréncia zero a sigatoka-
negra.

Na década de 1950 optou-se pela utilizacdo de dleos de petréleo, o que impedia a
penetracdo do fungo na folha, reduzindo a germinagdo e o crescimento do tubo germinativo e
aumentando o periodo de incubacdo do patégeno. No entanto, estes 6leos mostraram-se pouco

eficientes e muito fitotoxicos.



Pérez et a. (1993) relataram gque em Cuba utiliza-se uma mistura de fungicida e 6leo que
atua na inibicéo do crescimento micelial, bem como, no desenvolvimento de estadios primarios
de sigatoka-negra o que reduz as manchas de necrose maduras e a producéo de ascosporos. No
entanto, infeccBes latentes ndo-visiveis e novas deposicdes de ascOsporos sdo Vidvels para a
germinacéo.

Em trabalho de 2000, Ploetz reportou que em Camardes recomenda-se a aplicacdo anual
desses fungicidas de 10-14 vezes, sendo que ha América Tropical esse nimero pode variar de 35
a 45 aplicagdes anuais e na América Central variando de 25 a 40 aplicagdes. O autor ainda
ressaltou que essas aplicacdes sdo necessarias devido ao clima destas regides.

Jorge & Polanco (2002) afirmaram gque na Republica Dominicana, no inicio, como método
de controle utilizou-se os mesmo defensivos agricolas que eram aplicados contra a sigatoka-
amarela, no entanto, estes ndo surtiram efeitos fazendo com que se optasse por combinacdes de
manejo. Atualmente, utilizam-se a retirada das folhas, a aplicacdo de fungicidas e a fertilizacéo,
sempre utilizando as cultivares resistentes, principamente, os hibridos da FHIA. Romero &
Sautton (1997) referiram que FHIA 1 e FHIA 2 sdo resistentes as variagdes de temperatura e
diferentes popul agdes do patdgeno.

Conforme Jimenez et al. (2007), no Equador o controle da sigatoka-negra € feito com
fungicidas sistémicos e de contato, além da aplicacéo foliar de 6leo mineral. Nos ultimos 10 anos
0 uso de fungicidas vem crescendo naquele pais, sendo os mais usados, entre os fungicidas
sistémicos. benzimidazol, triazol, morpholina e estrobilurina e entre os fungicidas de contato:
chlorothalonil e mancozeb; outros muito utilizados sdo os do grupo do propiconazol.

A Embrapa nos ultimos anos tem investido em melhoramento genético da bananeira,
procurando variedades resistentes as doencas e para a sigatoka-negra as variedades resistentes
produzidas pela empresa sdo: Caipira (grupo AAA), Thap Maeo (grupo AAB), FHIA-18,
Pacovan Ken, Prata-Grallda, Preciosa e Maravilha (Borges & Souza, 2004).

2.4. Oleo Vegetal
2.4.1. Metabolismo Secundéario
De acordo com Raven et a. (2007) os compostos produzidos pelas plantas tém sido
separados em metabdlitos ou produtos primérios e secundarios, sendo os primarios, por
definicdo, moléculas que se encontram em todas as células vegetais e sG0 necessérias para a vida
da planta. Os metabdlitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais, por sua vez
S80 compostos organicos que parecem ndo ter funcdo direta no crescimento e desenvolvimento

da planta. Os metabdlitos secundarios em geral ndo apresentam acdo direta conhecida na



fotossintese, respiracéo, transporte de solutos, trandocacdo, sintese de proteinas, assimilacéo de
nutrientes, diferenciacdo ou sintese de carboidratos, proteinas e lipidios (Taiz & Zeiger, 2009).

Alguns pesquisadores discordam dessa defini¢gdo de metabdlitos secundério afirmando que
estes, por fazerem parte de produtos relacionados efetivamente com o0 desenvolvimento e
crescimento do vegetal, como 0s hormonios vegetais e carotendides, ndo poderiam estar entre 0s
produtos do metabolismo secundario, sendo a Unica judtificativa para a divisdo entre
metabolismo primario e secundario 0 momento da producdo, uma vez que o metabolismo
secundario precisa dos produtos do primério para ser sintetizado (Rodrigues & Ono, 2008
comunicacdo pessoal), sendo que Larcher (2000) relatou que as substancias bioativas vegetais,
s80 o resultado final ou intermediario do metabolismo secundario, que tem como matéria-prima
as substancias originadas no metabolismo primério.

Os produtos secundarios também diferem dos metabdlitos primarios (aminoécidos,
nucleotideos, aclcares e acil-lipidios) por apresentarem distribuic&o restrita no reino vegetal, ou
sgja, metabdlitos secundérios especificos sdo restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de
espécies relacionadas, enquanto que os metabdlitos priméarios sdo encontrados em todo o reino
vegetal (Raven et al., 2007; Taiz & Zieger, 2009).

Por apresentarem concentragdes significativas de proteinas e carboidratos, 0s vegetais sdo
importantes na alimentacdo dos animais, insetos, caracis e vertebrados. Assim, em sua
estratégia de defesa produzem compostos toxicos, provenientes do metabolismo secundério, que
sd0 produzidos em grandes quantidades quando passam por periodos de estresse, devido a ataque
de patégenos ou herbivoros ou por fatores ambientais entre outros (Mooney et al., 1991; Heldt,
2005).

No século XIX e comeco do século XX, quimicos organicos comegaram a estudar o que
era conhecido como compostos finais do metabolismo, sem fung&o, mas importantes como
medicamentos, venenos, aromatizantes e materiais industriais. Archibold (1995) afirmou que a
defesa quimica das plantas € fornecida por diversos compostos do metabolismo secundario por
serem toxicos aos herbivoros. Atualmente, sabe-se que a variedade das substéncias do
metabolismo secundario tem como origem a filogenia das plantas em co-evolugdo metabdlica
com microorganismos parasitas e, especialmente, com herbivoros, além de agirem como
atrativos de animais polinizadores e dispersores de sementes, aém de agentes na competicdo
planta-planta (Larcher, 2000; Taiz & Zeiger, 2009).

Os metabdlitos secundarios sdo também importantes para a evolugdo das angiospermas,
incluindo compostos ndo relacionados guimicamente, como alcaléides, quinonas, 6leos voléteis

(incluindo terpendides), glicosideos (incluindo substéncias cianogénicas e saponinas),



flavonoides e até mesmo rafides (cristais de oxalato de cdcio em forma de agulhas) (Raven et
al., 2007) e podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos. compostos fendlicos,
compostos nitrogenados e terpenos.

O termo substancias fendlicas engloba uma grande variedade de compostos, todos eles
apresentando um grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel aromético (um anel de seis atomos de
carbono, contendo trés duplas ligagdes). Estédo quase universalmente presentes nas plantas e séo
conhecidos por acumularem-se em todas as partes do vegetal (raizes, caule, folhas, flores e
frutos). Embora representem o grupo mais estudado dentre os metabdlitos secundéarios, a funcéo
de muitos compostos fendlicos ainda é desconhecida (Simdes et al., 2000). Sabe-se que uma das
funcdes dos taninos € impedir que a planta seja atacada, principalmente, por herbivoros, pois
estes sGo acumulados nas folhas. Para animais ruminantes os taninos sdo importantes por
proporcionarem maior resisténcia na ingestdo da comida para a atividade das bactérias em seu
trato digestorio (Fritz & Simms, 1992; Archibold, 1995).

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados em diferentes rotas, razdo pela qua
congtituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico. As duas rotas
metabdlicas basicas séo a rota do acido chiquimico e a do &cido mal6nico, ocorrendo na primeira
a biossintese da maioria dos &cidos fendlicos, enquanto a segunda esta envolvida com a
biossintese dos flavondides. O metabolismo dos aminoacidos até a formacdo do acido
chiquimico, juntamente com a via do acetato policetideo, da origem aos fenilpropandides,
flavondides, taninos e muitas substancias encontradas nas plantas, bem como em liquens. Os
alcal6ides somente ocorrem pela via metabdlica dos aminoacidos, além disso, a rota do écido
chiquimico converte precursores de carboidratos derivados da glicélise e da rota da pentose-
fosfato em aminoécidos arométicos (Larcher, 2000; Taiz & Zeiger, 2009).

Os compostos nitrogenados também s30 biossintetizados pela rota do &cido chiquimico. O
nitrogénio representa menos de 1% da massa seca de uma planta e 0os compostos nitrogenados
sdo0 extremamente importantes fisiologicamente. Uma variedade de metabdlitos secundarios
possui  nitrogénio na sua estrutura, incluindo os alcaldides, glicosideos cianogénicos,
glucosinolatos e aminoéacidos ndo-protéicos (Kozlowki et al., 1991; Taiz & Zeiger, 2009).

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo de produtos secundarios (mais de
22.000 compostos); considerados os mais difundidos do reino vegetal, geralmente séo insolUveis
em &gua. Todos os terpenos derivam-se da unido de unidades pentacarbonadas que apresentam
um esqueleto ramificado de isopentano. Os elementos estruturais basicos dos terpenos sao
algumas vezes chamados de unidade isoprénica, pois 0s terpenos, quando submetidos a altas

temperaturas, podem se decompor em isoprenos, assim, todos os terpenos sdo, ocasional mente,



referidos como isoprendides. Os terpenos sdo classificados pelo nimero de unidades
pentacarbonadas: os de 10 carbonos, que tém duas unidades Cs, sdo 0s monoterpenos; os de 15
carbonos (trés unidades Cs) os sesquiterpenos; os de 20 carbonos (quatro unidades Cs), o0s
diterpenos; os triterpenos 30 carbonos, tetraterpenos apresentam 40 carbonos e os politerpenos
([Cs]n carbonos, onde n>8) sdo os maiores terpenos. Uma Unica planta pode sintetizar muitos
terpenos, em distintas partes, para uma grande diversidade de propositos e em épocas diferentes,
ao longo de seu desenvolvimento (Salisbury & Ross, 1991; Larcher, 2000; Raven et al., 2007,
Taiz & Zeiger, 2009).

Desta forma os terpenos sdo biossintetizados a partir de metabdlitos primérios por duas
rotas diferentes. Na rota do acido meval 6nico, trés moléculas de acetil coenzima A sdo ligadas, a
partir de uma série de etapas da rota, paraformar o acido mevalénico. Esse intermediério de seis
carbonos é entdo pirofosforilado, descarboxilado e desidratado para produzir isopentenil
difosfato (IPP), que é uma unidade ativa basica na formagdo dos terpenos. Ha pouco tempo
descobriu-se que o IPP também pode ser formado a partir de intermediarios da glicolise ou do
ciclo de reducéo fotossintética do carbono, através de um conjunto de reagdes denominado rota
do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos cloroplastos e outros plastideos. Embora nem
todos os detal hes tenham sido esclarecidos, o gliceraldeido-3-fosfato e dois &omos de carbono
derivados do piruvato parecem se combinar para formar um intermediario que eventualmente, é
convertido em IPP (Heldt, 2005; Taiz & Zeiger, 2009).

O isopentenil difosfato e seu isdmero, dimetilalil difosfato (DMAPP), sdo unidades
pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para formar o geranil difosfato
(GPP), uma molécula de 10 carbonos, a partir da qual sdo formados os monoterpenos. O GPP
pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP formando um composto de 15 carbonos, farnesil
difosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢do de outra molécula de IPP
forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), composto de 20 carbonos, precursor dos diterpenos.
Finalmente, o FPP e GGPP podem dimerizar para formar os triterpenos (Cgp) € tretaterpenos
(Cap),respectivamente como referiram os autores supracitados.

Certos terpenos tém funcdo bem caracterizada no crescimento e no desenvolvimento
vegetal, podendo ser considerados como metabdlitos primarios em vez de secundarios, portanto,
as giberelinas sdo diterpenos, os esterdis sdo derivados de triterpenos, os carotendides de cores
vermelha, amarela e laranja sdo tetraterpenos e o0 &cido abscisico (ABA), é um sesquiterpeno,
Cis, produzido pela degradacdo de um precursor de carotendides (Kozlowisk et al., 1991; Heldt,
2005; Taiz & Zeiger, 2009).

Os terpenos sdo tOxicos e deterrentes para muitos insetos e mamiferos herbivoros,



exercendo assim, importante funcéo na defesa; assim, os ésteres de monoterpenos (piretroides)
encontrados em folhas e flores de espécies de Chrysanthemum apresentam grande atividade
como inseticida. Outro exemplo s8o0 0s terpenos que ocorrem no género Salvia, téxicos para
gramas anuais e ervas. Uma hipétese que explicaria este fato € que os terpenos inibidores
volatilizam e o movimento em estado de vapor inibe, principalmente, a germinacéo de sementes
e 0 crescimento de plantas que estéo ao seu alcance (Haper, 1994; Taiz & Zeiger, 2009). Heldt
(2005) referiu que muitos isoprendides sao formados somente em resposta a infeccdo por
bactérias e fungos.

O maior composto terpendide conhecido é a borracha, o latex extraido da Hevea
brasiliensis, que consiste em moléculas contendo de 400 até 100.000 unidades de i soprenos.

Muitos terpendides sdo venenosos como 0s glicosidios cardioativos extraidos das
dedaleiras (Digitalis) e os encontrados em Nerium apocynaceae (espirradeira) sendo muito
eficientes contra herbivoria. Além desses, outros compostos sdo pigmentos fotossintéticos
(carotendides) e os hormonios vegetais (giberelinas e ABA), enquanto que outros ainda servem
como componentes estruturais de membranas (esterdis) ou como transportadores de elétrons
(ubiquinona e plastoquinona) (Heldt, 2005; Raven et al., 2007).

Muitos dos monoterpenos e sesquiterpenos sdo componentes dos 6leos essenciais, além de
trigliceridios e &cidos graxos com 18 atomos de carbono. Estes compostos sdo geralmente
lipofilicos, e seus componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, &cidos organicos fixos etc, em diferentes concentracdes, incluindo acidos
oléicos e acidos linolé cos, sendo atamente volateis e contribuindo para a fragancia ou esséncia
das plantas que as produzem, por exemplo, hortel&pimenta, liméo, manjericdo, salvia, rosas e
eucalipto. Tendo uma composi¢cdo muito semelhante as gorduras, os 6leos essenciais diferem
dessas por serem liquidos em temperatura ambiente, enquanto as gorduras sdo solidas nas
mesmas condigdes. Esses 6leos tém, pois composicdo muito complexa, com varios tipos de
substancias terpénicas, podendo variar quantitativamente em funcéo do local e época de coleta
daplanta(Taiz & Zeiger, 2009).

O dleo essencid produzido pelas folhas de algumas plantas inibe a agdo dos herbivoros,
algumas protegem contra ataque de fungos ou bactérias; outros sdo conhecidos por serem
alelopéticos. Os terpenos das esséncias das folhas atraem os insetos polinizadores (Kozlowski et
a., 1991; Salisbury & Ross, 1991; Simbes & Spiter, 1999, citado por Santurio et al. (2007);
Larcher, 2000; Raven et al., 2007; Taiz & Zeiger, 2009). Fritz & Simms (1992) relataram que 0s
0leos essenciais produzido por um vegetal podem conter mais de cem congtituintes, no entanto,

complementaram afirmando que isto é virtualmente impossivel apriori porque alguns compostos



particulares sd0 comumente mais importantes na atuagdo contra insetos. Os autores ainda
advogaram que para se determinar qual dos compostos é o realmente ativo, € necessario entender
sua biossintese, estrutura e operacionalidade.

Os 06leos essenciais podem ser extraidos de sementes, caules, folhas e flores, por meio de
destilagdo por arraste a vapor, sendo importantes comercialmente como aromatizantes de
alimentos, na industria de perfumes, como fontes de vitaminas (A, D e E), como inseticidas
naturais e solventes (Salisbury & Ross, 1991; Heldt, 2005; Taiz & Zeiger, 2009). Pesquisas
recentes revelaram um aspecto interessante na funcéo protetora dos terpenos volateis em milho,
algoddo, tabaco selvagem e outras espécies. certos monoterpenos e sesguiterpenos sao
produzidos e liberados somente apos 0 inseto ter iniciado a ingestdo da planta. Tais substancias
repelem herbivoros ovipositores e atraem inimigos naturais, incluindo insetos herbivoros e,
assim, minimizam danos adicionais. A capacidade das plantas em atrair inimigos naturais de
insetos herbivoros sugere uma nova alternativa ecolégica para o controle de pragas (Taiz &
Zeiger, 2009). Hammer et a. (1999) asseguram que a atividade antimicrobiana dos 0Oleos
essenciais é conhecida ha muitos anos e Carson & Riley (1995) complementaram que os 6leos
essenciais de plantas apresentam atividade antimicrobiana contra um grande nimero de bactérias
incluindo espécies resistentes a antibi ticos e antifungicos.

Bastos & Albuquerque (2004) relataram que com a restricdo ao uso de fungicidas, devido a
fitotoxicidade, efeitos residuais, espectro de acéo e resisténcia pelo patdgeno, tem-se procurado
métodos alternativos de controle tais como uso de biofugincidas, extratos vegetais e 6leos
essenciais. Diversos estudos comprovam o potencial de plantas medicinais no controle de
fitopatogenos tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos, quanto pela capacidade de induzir o acimulo de fitoa exinas, o que torna
os efeitos de dleos essenciais, fungicidas naturais que inibem a atividade fungica (Schwan-
Estrada et al., 1997, Stangarlin et al., 1999; Chao & Young, 2000). O entendimento das
propriedades antimicrobianas e/ou elicitoras dos compostos secundarios presentes em plantas
medicinais podem contribuir para a aquisicdo de novas técnicas de controle de doencas em
cultivos (Bonaldo et al., 2004).

Os 0leos essenciais extraidos de orégano, tomilho, canela, entre outros, afirmaram Santurio
et a.(2007), tém potencial antimicrobiano significativo para bactérias Gram positivas, Gram
negativas e fungos.

Hitokoto et al. (1980), reportados por Pereira et al. (1998), testaram 29 condimentos e
observaram inibicdo completa de trés espécies toxigénicas de Aspergillus por extratos de cravo,

semente de anis e pimenta, enquanto que os outros condimentos foram eficientes somente na



inibicdo da aflatoxina. Os mesmos autores relataram que Benjilali et al. (1984) estudaram o
efeito de seis Oleos essenciais em 39 espécies de fungos do género Penicillium, Aspergillus e
outros, sendo o 6leo de tomilho o mais eficiente, seguido de 3 outros, a saber: estragdo, alecrim e
eucalipto.

Estanidau et al. (2001) empregando a bibliografia especiaizada referiram que o género
Eucalyptus apresenta como propriedades terapéuticas acdo antifungica, antisséptica,
adstringente, antiinflamatéria, antibacteriana, cicatrizante e € um desinfetante de grande
potencialidade. A eficiéncia dos monoterpenos citral, citronelal e dos 6leos essenciais das plantas
de Eucalyptus citriodora Hooker M. no controle in vitro, na germinacéo de conidios e do
crescimento micelial de Colletotricum musae foi comprovada (Alves et al., 2002; 2003).

Ao avaliarem o €feito in vitro de 6leos essenciais dos condimentos, aho, canela, cravo e
tomilho, sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus sp, Penicillium sp, Eurotium
repens e Aspergillus niger, Chalfoun et al. (2004) constataram que o 6leo de canela inibiu
totalmente os fungos testados. Os 6leos de tomilho e alho apresentaram 0 mesmo efeito nas
concentragdes mais altas e o cravo inibiu o desenvol vimento dos fungos a partir da concentragéo
600 mg mL™, exceto o fungo Penicillium spp onde a concentrago efetiva foi de 800 mg mL™. Ji
et a. (2005) reportaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho, enquanto Juven et
al. (2004) afirmaram sobre sua acdo antibactericida.

Estrella (1995) citado por Leite (1998) relatou que o éleo de copaiba é utilizado como anti-
séptico e Bandeira et al. (1999a,b) referiram que ele é amplamente utilizado na medicina popular,
principamente na Regido Norte e Nordeste, devido suas propriedades medicinais como

antiinflamatorio e antibacteriano.

25. Meiodecultura

Uma das caracteristicas do género Cercospora € o crescimento lento e a escassez de
esporulacdo em meios artificiais (Brunelli et al., 2006). Os autores verificaram que agentes
fisicos sd0 capazes de induzir ou inibir os desenvolvimentos vegetativo e reprodutivo da maioria
dos fungos, sendo os mais importantes a temperatura e aluminosidade. Montarroyos et al. (2007)
reportando a literatura afirmaram que na composi¢édo do meio de cultura, as fontes de carbono e
nitrogénio, o pH do meio e os regimes de luminosidade sdo 0s principais fatores para a obtencdo
de culturas in vitro de diversos fungos fitopatogénicos. Isto foi confirmado por Dhingra &
Sinclair (1995) citado por Hanada (2002) quando relataram que a composi¢ao do meio de cultura
determina a quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulacéo dos fitopatdgenos.

Veiga & Kimati (1974) referiram em seus estudos que os meios V8 e farinha aveia-agar



(FAA) foram os melhores para a esporulacéo de Cercospora sojina. Hanada et al. (2002a) em
comprovaram a eficiéncia do meio de cultura V8, bem como 0 meio batata dextrose agar (BDA)
na esporulacdo de M. fijiensis, mas Veiga & Kimati (1974) advogaram gque o meio FAA pode
substituir o meio V8 sem prejuizos e comentaram ainda que, por esse ser um meio importado
torna-se de dificil aguisicdo em algumas regioes.

O regime luminoso que mais influencia no crescimento miceial do género Cercospora € o
de escuro continuo, sendo a temperatura adequada para a mesma finalidade de 25°-28°C
(Hanada et al., 2002a; Brunelli et a., 2006).

Estudos para se obter infomacfes sobre doencgas que acometem as diferentes culturas vém
tornado-se extremanente necessarios, sendo que o controle de muitas dessas € realizado,
principamente, pelo uso de hibridos resistentes. Para isso é fundamental que se tenha
informagdes sobre o crescimento micelial e/ou esporulacdo desses patdgenos proporcionando a
identificacdo de gendtipos resistentes. Pesguisas in vitro visando a obtencdo de colbénias sdo
importantes, pois assim se obtem as caracteristicas sobre viruléncia e severidade da doenca.

Podendo-se determinar as condicdes 6timas para o crescimento micelia e producéo de esporos.



CAPITULO |

Oleos essenciais de andiroba e copaiba no controle de

sigatoka-negra de bananeiras
Bianca Regina da Hora, Selma Dzimidas Rodrigues & Elizabeth Orika Ono

Abstract
A banana é um dos frutos mais consumidos no mundo, sendo cultivado na maioria dos paises
tropicais, sendo considerado adimento base para a maioria da populacdo destes paises.
Desenvol vida geralmente por pequenos produtores, a bananicultura estd sempre muito suscetivel
a inimeras doencas. Atualmente, o patégeno que mais tem causado prejuizos ao seu cultivo é a
sigatoka-negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet. Hoje suas formas de
controle sdo feitas com o uso de defensivos agricolas e hibridos resistentes. Visando um controle
organico dessa cultura, o que favorece a exportacdo desse fruto, este trabalho utilizou 6leos de
Carapa guianensis (andiroba) e Copaifera officinalis (copaiba) no controle de M. fijiensis. Para
isso, isolaram-se ascésporos de folhas infectadas em meo batata dextrose &gar (BDA), pelo
método indireto e preparou-se suspensao de 7.000 conidios, da qual uma aliquota foi colocada
em placas de 6cm de didametro, juntamente com 0,3 ou 0,1mL do respectivo 6leo essencia
diluido em 6leo vegetal inerte. Cada tratamento consistiu de 4 repeticdes, col ocadas em BDO por
2 horas a 25°C + 2°C. Verificou-se a normalidade dos dados de cada tratamento através do teste
de Shapiro-Wilk (teste W), procedendo-se em seguida a andlise de variancia ndo-paramétrica
pelo teste Kruskal-WallisDunn, com chance de erro de 5%. Todas as solugdes de Oleos
essenciais inibiram significantemente a germinacéo de conidios. De acordo com os resultados
observados os 6leos em ambas as dilui¢cbes empregadas podem ser utilizados no controle de M.

fijiensis. Este € o primeiro relato desses 6leos no controle in vitro desse patdgeno.

Key-words: Carapa guianensis, Copaifera officinalis, secundary metabolism, Mycosphaerella
fijiensis



INTRODUCAO

Borges & Souza (2004) relataram a importancia da banana por ser um dos frutos mais
consumidos no mundo, cultivada na maioria dos paises tropicais, podendo ser comercializada
por dazia, quilo e até mesmo unidade, consumida crua ou processada, verde ou madura. INIBAP
(1994) afirmou gue as bananas e os platanos séo alimentos primarios para milhdes de pessoas em
algumas éreas do mundo, incluindo a Africa Central, o Sudeste Asiético, Caribe e as Américas
Central e do Sul.

Somente 10%, 68 milhdes de toneladas, da producdo mundia de banana € voltada para a
exportacdo anuamente, sendo os outros 90% produzidos para a subsisténcia. Assm a
bananicultura apresenta grande importancia econdmica e social, sendo cultivada numa extensa
regido tropical, geramente por peguenos agricultores (Fullerton & Olsen, 1995; Ploetz, 2000).
Os autores ainda complementaram relatando que cerca de 98% da producédo mundial ocorre em
paises em desenvolvimento, sendo o destino da exportac&o os paises desenvolvidos.

Mascarenhas (1997) relatou que o Brasil € um dos maiores mercados mundiais para esse
fruto, pois a banana é a segunda fruta mais consumida no Brasil, logo atrés da laranja; o
consumo per capita nacional esta em torno de 25 kg (Borges & Souza, 2004). Cultivada de Norte
a Sul desde a faixa litoranea até os planaltos interioranos, sendo 99% da producéo voltada para o
consumo interno. No entanto, o IBGE (2004) afirmou que a cultura da banana apresenta baixa
produtividade no Brasil, cerca de 1.200 cachos por hectare ao ano, equivalente a 12,11 t/ha/ano,
enquanto a Costa Rica produz 42,03 t/ha/ano, praticamente trés vezes e meia a produtividade
brasileira, aém do México, india e Colémbia com 24,09; 24,72 e 31,15 t/ha/ano,
respectivamente.

As regides mais produtivas no Brasil sdo a Sudeste e a Nordeste, relatam Borges & Souza
(2004), e juntas representam 66% da producdo nacional (6.422.855 toneladas). Sao Paulo € o
maior produtor com 1.003.414 toneladas (AGRIANUAL, 2005).

Uma desvantagem da producdo de banana é que ela esta sempre sofrendo com as
condi¢cBes ambientais, pestes e patdgenos de acordo com a variedade e cultivar (Marin et a.,
2003), sendo uma planta muito suscetivel a patdgenos que causam grandes prejuizos a cultura.

A doenca foliar mais prejudicial atualmente, no mundo, € a sigatoka-negra, que afeta a
gualidade e quantidade de producdo dos bananais (Cavalcante et al., 2004; Castro et al., 2005).
Este patdgeno foi descrito pela primeira vez em 1964 na regido de Fiji, sudoeste de Viti levu, a
60 km do Vale de Sigatoka (Carlier et al., 1994; Marin et al., 2003).

Constatada no Brasil em 1998, expandiu-se rapidamente pelo pais, causando prejuizos



elevados e deixando produtores e técnicos bastante preocupados, tendo em vista a alta
capacidade de destruicdo que apresenta, adquirindo grande importancia social e econdmica
(Gasparotto et a., 2006), sendo que o que foi descrito por Rhodes em 1964 como raia negra
(Black Leaf Streak), ficaria conhecida como mal da sigatoka-negra (Crous et al., 2001).

Cordeiro et al. (2004) reportaram que 0 esporo assexual de Pseudocercospora fijiensis
(conidio) estd4 presente durante as fases de estrias ou manchas jovens da doenca, onde se
observam conidiéforos (estrutura de producdo dos conidios) saindo sozinho ou em pegqueno
numero dos estbmatos localizados na face abaxia da folha. Quanto a fase sexuada, esta &
considerada mais importante no aumento da doenca, sendo a forma mais comum de inoculacéo,
uma vez que grande nimero de ascosporos (esporos sexuados) € produzido nos pseudotécios,
gue se formam, principalmente, na face superior da folha, durante as fases de pico da doenca e
em periodos de ata umidade e temperatura favoravel (Jacome & Schuh, 1992a; Cordeiro et al.,
2004).

A temperatura e a umidade relativa interferem na epidemiologia da sigatoka-negra, e
Jacome & Schuh (1992a) em seus estudos comprovaram que uma média entre as observacdes in
vitro e in vivo, de temperatura, indica que o melhor crescimento e producdo de conidios estdo
entre 25-28°C, sendo a temperatura 6tima de 26,8°C. Nessa ocorre 100% de germinacéo, com
um periodo de incubacéo de 14-18 dias em folhas velhas ou novas. Jacome & Schuh (1992b)
afirmaram que a agressividade e a viruléncia da doenga variam de acordo com as diferencas
climaticas e diferencas genéticas da populacéo do patdgeno.

A infeccdo ocorre nas folhas mais novas da planta, da segunda para a quarta folha, com os
sintomas iniciddmente observados na face abaxial, de 14 a 20 dias apés a infeccéo,
predominantemente na extremidade lateral do limbo, nas folhas 1 e 2, através de pontuactes
claras ou areas despigmentadas. Essas pontuagdes tornam-se estrias de cor marrom com 1-2mm
de largura, podendo ser vistas também na face adaxial da folha. A partir desta fase as estrias
alongam-se radialmente e apresentam coloragdo marrom-escura na face abaxia, assumindo
assm, a forma de manchas irregulares. Estas por sua vez, tornam-se negras, dando a folha
aspecto enegrecido, 0 que caracteriza 0 nome da doenca. Em estadios mais avancados das
manchas negras, inicia-se 0 processo de morte prematura de todo o limbo foliar, a partir da
borda; estas necroses advém das lesdes iniciais. Geralmente, devido a alta taxa de infecgbes o
coalescimento deste patdgeno ocorre ainda na fase de estria, 0 que pode impossibilitar a
formac&o de um halo amarelo ao redor das lesbes, 0 que provoca confusdo com a sigatoka-
amarela. Apds a morte foliar, com coloracéo cinza-palha podem ser observadas na face adaxial

pontuacOes escuras representadas pelos peritécios. A infeccdo das folhas da bananeira por



conidios de sigatoka-negra é observada em trés periodos durante a inoculacdo. Em geral, as
estrias marrons séo observadas primeiramente de 14-21 dias depois dainoculagéo e apés 28 dias,
verificam-se manchas (Jacome & Schuh, 1992a; Mourichon et al., 1997; Marin et a., 2003;
Cordeito et al., 2004; Gasparotto et al., 2006). Hoss et a. (2000) relataram que a estabilizacdo do
patégeno ocorre de 3 a 4 semanas em folhas de cultivares suscetiveis, apds a penetracdo no
estbmato até os sintomas de necrose aparecerem.

Fouré (1994) referiu que as lesdes nas folhas atacadas evoluem para necroses fazendo com
gue haja queda na producdo fotossintética, pois ha morte do tecido fotossintetizante, o que
demonstra a severidade da doenca. Cordeiro et a. (2004) relataram que isto ocorre devido a
rapida destruicdo da area foliar e sdo sentidos na reducéo da capacidade produtiva do bananal
(Jacome & Schuh, 1992c; Fouré, 1994; Martin et a., 2003; Jimenez et a., 2007). Que é
comprovado quando Vicente (1998), Balint-Kurti et al. (2001) e Cavacante et a. (2004)
referiram gue a necrose causada pela sigatoka-negra resulta em perda estimada de 33 - 50% na
producdo, por causar morte precoce das folhas.

No Acre, a producéo do subgrupo Terra (AAB) é severamente atacada (Cavalcante et al.,
2004), enquanto que no Estado de Minas Gerais a doenca € mais agressiva para as cultivares
Prata, Prata And e Cavendish (Ploetz, 2000; Cordeiro et al., 2004). Cavalcante et al. (1999)
relataram que a sigatoka-negra causa grandes problemas nos cultivos das cultivares Maca, Prata
e D'angola (Comprida subgrupo Terra), todas suscetiveis a doenca.

Cavalcante et a. (2004) afirmaram que em dois anos (1997-1999) o volume de producdo
em cacho cresceu 61% nos mercados do Amazonas, Ronddnia, Mato Grosso e Goias, no entanto,
o0 periodo de 2000-2001 foi marcado por declinio de 42% na producéo do estado, provavel mente
devido a sigatoka-negra.

De acordo com Burt (2002) pode-se utilizar fungicidas para o controle de sigatoka-negra,
mas isto mesmo pode onerar 0s custos dos pequenos produtores e causar prejuizos ao meio
ambiente. Ploetz (2000) reportou que em Camardes ocorrem de 10 a 14 aplicagdes anuais, mas
para a América Tropical esse nimero pode variar de 35-45 vezes. O mesmo autor advogou que
sem o uso freqlente de fungicidas ndo se pode ter um controle da sigatoka-negra o0 que acarreta
perda de qualidade dos frutos e menor preco de mercado. Bastos & Albuquerque (2004)
relataram que a restricéo ao uso de fungicidas, devido afitotoxicidade, efeitos residuais, espectro
de acdo e resisténcia pelo patdgeno, tem levado a procura de métodos alternativos de controle
tais como: uso de biofugincidas, extratos vegetais e Oleos essenciais. Diversos estudos
comprovam o potencia de plantas medicinais no controle de fitopatégenos tanto por sua acdo

fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela



capacidade de induzir o acimulo de fitoalexinas, 0 que torna os Oleos essenciais, fungicidas
naturais.

Assim, este trabalho teve como objetivo a aplicacdo de dleos essenciais de andiroba
(Carapa guianensis Aubl.) e copaiba (Copaifera officinalis L.) como alternativa para o controle
de Mycosphaerélla fijiensis Morel et (agente etiol 6gico da sigatoka-negra) de banana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos laboratorios do Campus Experimental do Litoral Paulista
— Unidade S&o Vicente, UNESP.

Obtencao do patégeno

O método de incubagdo do patdgeno utilizado foi o de Hanada et al. (2002), modificado.
Foram utilizadas folhas de bananeiras, apresentando sintomas da doenca, provenientes da area de
Registro (SP). Pelo método indireto as estruturas reprodutivas do patdgeno foram transferidas
para placas de Petri contendo meio batata dextrose &gar (BDA) e cloranfenicol a 250 mg L™,
Culturas de M. fijiensis, crescidas em placa de Petri contendo meio de BDA, com 15 dias de
incubacdo a 25°C + 2°C no escuro, foram empregadas para multiplicacdo do inéculo.

Obtencéo do 6leo vegetal

Os Oleos empregados nestes ensaios foram o de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) e
copaiba (Copaifera officinalis L.), provenientes da Phytoterapica (CNPJ: 68.244.839/001-09).

Montagem do Experimento

Empregou-se os 0leos essenciais de Carapa guianensis Aubl. e Copaifera officinalis L.
para a avaliagcdo de controle in vitro de Mycosphaerella fijiensis Morelet em diluicbes de 0,1 e
0,3 mL em Oleo vegetal. De acordo com Pereira et al. (2006) o método utilizado foi o
bioanalitico in vitro observando-se o desenvolvimento ou inibicdo dos microorganismos em
diferentes concentracbes dos 6leos, usando-se 0 meio de cultura BDA, apropriado para o
desenvolvimento desse fungo. Preparou-se uma suspens3o de 7.000 conidios mL™ a partir dos
fungos ja isolados, que foi filtrada em camada dupla de gaze para retencdo de fragmentos
miceliais e de meio de cultura. Uma aliquota de 1,0 mL da suspensdo foi colocada em cada placa
de Petri, com 6 cm de didmetro, contendo 5 mL de meio de cultura BDA e o respectivo 6leo em
suas devidas dilui¢es. As placas foram colocadas em regime de luz continua a 25°C + 2°C por
duas horas em estufa de demanda biol 6gica de oxigénio (BDO).

Medidas realizadas

Os conidios foram observados apés 2 horas em BDO, com o auxilio de microscopio de luz.



Dividiu-se cada placa em quatro quadrantes e contou-se 25 conidios entre germinados e néo
germinados de modo atotalizar 100 conidios por placa, casualizadamente.

Delineamento Experimental

O experimento foi montado num esguema inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 4
repeticoes. Verificou-se a normalidade dos dados de cada tratamento através do teste de Shapiro-
Wilk (teste W), procedendo-se em seguida a andlise de variancia ndo-paramétrica pelo teste
Kruskal-Wallis’'Dunn, com chance de erro de 5%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 indica a porcentagem de conidios ndo germinados nos diferentes tratamentos.

Tabela 1. Porcentagem de conidios de Mycosphaerella fijiensis Morel et ndo germinados em meio

contendo 0leos essenciais de andiroba e copaiba.

Testemunha  Andiroba0,1 mL Andiroba0,3 mL Copaiba0,1 mL Copaiba0,3 mL

5,67% 93% 87,7% 83,3% 81%

Verificou-se pela normalidade dos dados de cada tratamento pelo teste Shapiro-Wilk (teste
W) que as amostras da Testemunha, Andiroba 0,1 mL e Copaiba 0,1 mL eram ndo paramétricas.
Deste modo, procedeu-se a andlise de variancia ndo-paramétrica pelo teste Kruskal-Wallis/Dunn,

cujos resultados estao representados na Figura 1.
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Figura 1. Numero médio de conidios de Mycosphaerella fijiensis Morelet ndo germinados em

meio contendo 6leos essenciais de andiroba e copaiba.



Pode-se observar gque todas as solucdes de 6leos essenciais inibiram significativamente a
germinacdo de conidios, ndo apresentando diferenca significativa entre os tipos de 0leos
essenciais utilizados.

Singh et al. (1980) relataram que 0s 6leos essenciais tem apresentado bons componentes
antifingicos, o que foi comprovado por Wilson et al. (1997) quando referiram gue extratos de
plantas e 0leos essenciais mostraram atividade antifungica em uma grande variedade de fungos.

O dleo essencial de andiroba apresenta em sua composi¢do, segundo o fabricante, oleina,
palmitina e glicerina. Ambrozin et al. (2006) constataram em seus estudos que esse Oleo é
composto por sete diferentes [imondides. Os autores ainda relataram que a toxicidade observada
em extratos de sementes de andiroba néo estaria relacionada com a presenca dos limondéides. Na
literatura encontram-se diversas referéncias sobre a acéo inseticida e/ou repelente de Carapa
guinensis (Miot et al., 2004; Ambrozin et a., 2006; Coitinho et al., 2006; Freire et al., 2006).
Parcker & Luz (2007) ao referirem que apesar das referéncias na literatura, em seus ensaios 0s
resultados encontrados ndo foram satisfatorios para as cepas por eles empregadas. Os mesmos
resultados foram encontrados quando os autores testaram os 6leos de copaiba e alho.

O dleo essencial de copaiba tem como principios ativos o acido copaivico, a-cubeno, -
cariofileno e a-humuleno, segundo o fabricante. De acordo com Veiga Junior & Pinto (2002) o
0leo de Copaifera officialis € composto por sesquiterpeno, o écido copalico. Sant' Anna et al.
(2007) reportaram que esse 6leo ainda contém &-cadineno (1,9%), 6-cadinol (0,9%), 6xido de
cariofileno (0,2%), (Z)-a-santalol (0,2%), a-cadinol (0,1%) e T-muurolol. Veiga Jinior & Pinto
(2002) referiram gque na regido Amazoénica o uso do 6leo de copaiba é extensivo sendo utilizada
por toda a populacéo, podendo ser encontrada em mercados populares. Fleury (1997) citado por
Veiga Junior & Pinto (2002), afirmaram a atividade desse 6leo contra psoriase, leishmaniose e
como cicatrizante e antiinflamatério e Coitinho et a. (2006) comprovaram que esse 6leo tem
acdo larvicida/ovicida sobre Stophilus zeamais, um coledptera, enquanto Freire et al. (2006)
comentaram sobre sua atividade em forideo.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os 6leos essenciais de andiroba e
copaiba, em suas diluicbes, aplicados sobre conidios de M. fijiensis inibem sua germinagéo,
portanto, pode-se optar pelo uso destes, com custo menor, na época da aplicacéo, em sua menor

dilui co.
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CAPITULO I

Oleos essenciais de cravo, eucalipto e tomilho no controle de
sigatoka-negra de bananeira

Bianca Reginada Hor a, Elizabeth Orika Ono & Selma Dzimidas Rodrigues

Resumo

O Brasil € um dos maiores mercados produtores de banana, a segunda fruta mais consumida no
pais e o quarto alimento mais importante do mundo. Sua producdo tem sido drasticamente
prejudicada, principalmente, devido ao patdgeno Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente
etiol6gico da sigatoka-negra. O controle atual deste fungo emprega grandes quantidades de
agroquimicos, 0 que onera a producdo, contamina o meio ambiente, lesa a salde do aplicador e
dificulta a exportacdo. A aplicacéo de 6leos essenciais no combate de patdgenos tem apresentado
resultados positivos em outras culturas e é uma aterternativa desegjavel para o cultivo do fruto,
sendo de baixo custo e utiliza compostos biodegradaveis. Este trabalho aplicou 6leos essenciais
de cravo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry), eucalipto (Eucalypto globulus
Labill.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) em dilui¢des de 1 mL com 10 ou 30% de 6leo essencid
em Oleo vegetal inerte para avaliar o potencial de inibir a germinacéo de conidios in vitro. Para
tanto, prepararam-se suspensdo de 7000 conidios mL™, da qual aiquotas de 1mL foram
aplicadas em placas de Petri com meio BDA, juntamente com as respectivas diluicdes de 6leos
essenciais ou 1mL de dleo vegetal para a testemunha. Utilizaram-se quatro repeticdes por
tratamento e contou-se aleatoriamente 100 conidios por placa, entre germinados e ndo
germinados. Os tratamentos com 0leos de cravo e de eucalipto mostraram-se igualmente
eficazes, em ambas as diluicBes, na inibicdo da germinacdo dos conidios. Este trabalho é o
primeiro na utilizagdo desses 6leos na inibi¢do da germinacéo de M. fijiensis.

Palavras-chave adicionais:. Thymus wulgaris, Eucalypto globulus, Eugenia caryophyllus,

Mycosphaerella fijiensis, controle organico, fungicida.

Abstract
Brazil is one of the biggest banana producer, the second most consumed fruit in this country and
the fourth most important food worldwide. Its production has been drastically harmed mainly
because of the Mycosphaerella fijiensis Morelet pathogen, the causal agent of black Sigatoka
disease. The current control of this fungus applies great amounts of agrochemicals witch burdens

the production, contaminates the environment, injures the applicator’s health and makes the



product difficult to export. The application of essential oils against the pathogens has presented
positive results in other cultures and is a desirable alternative for the culture of thisfruit for being
cheap and biodegradable. Thiswork applied essential oils of clove (Syzygium aromaticum (L.)
Merr. & L.M. Perry), eucal yptus (Eucalyptus globulus Labill.) and thyme (Thymus vulgarisL.)
in 1,0mL dilutions with 10 or 30% of essential oil ininert vegetablel oil to evaluate the conidial
inhibition potential in vitro. So, 7000 conidia/mL suspension was prepared, taking 1mL aliquots
of essential oilsdilutions or ImL of vegetable oil for control were placed in PDA media. Three
repetitions of each treatment were made and 100 conidia per plate were randomly counted
considering germinated and not germinated ones. The results of clove and eucalyptus oils
revealed to be equally efficient, in both dilutions, to inhibit conidial germination. Thisisthe first
report on fungicidal activity of thisessential oilsagainst M. fijiensis.

Key-words: Thymus vulgaris, Eucalypto globulus, Eugenia caryophyllus, Mycosphaerella

fijienss, organic control



Introducéo

Devido aos seus teores energéticos a bananeira é cultivada em todas as regides tropicais do
mundo, sendo a banana a fruta de maior producdo e comercializacdo mundia (Gasparotto et al.,
2006).

Mascarenhas (1997) relatou que o Brasil € um dos maiores mercados mundiais desse fruto,
pois a banana é o segundo fruto mais consumida no Brasil, logo atrés da laranja, estando o
consumo per capita nacional em torno de 25 kg (Borges & Souza, 2004). Cultivada de Norte a
Sul do pais, totalizando uma area de 503 mil hectares em 2002, compreendida da faixa litoranea
até os planaltos interioranos, 99% da producéo esta voltada para o consumo interno. Borges &
Souza (2004) apontaram que as regides mais produtivas no Brasil sd0 a Sudeste e a Nordeste,
gue juntas representam 66% da producdo nacional (6.422.855 toneladas). S&o Paulo é o maior
produtor com 1.003.414 toneladas, seguido da Bahia, com 625.933 toneladas, Para, com 567.084
toneladas e Minas Gerais com 541.101 toneladas (AGRIANUAL, 2005). O responsavel pela
maior producdo no Estado de S&o Paulo é o Vale do Ribeira.

Uma desvantagem da producdo de banana, relatam Marin et a. (2003) é que ela estd
sempre sofrendo com as condicBes ambientai s, pestes e patdgenos de acordo com a variedade ou
cultivar. Prova disso foi a forte queda na producdo brasileira ocorrida em 2000, devido as
doencas foliares. A doenca foliar considerada, atualmente, a mais prejudicial a cultura, causando
problemas a producdo comercia de banana em todos os continentes, é a sigatoka-negra (Orozco-
Santos & Farias-Larios, 2002), que foi constatada no Brasil em 1998 no Estado do Amazonas
(Cordeiro et al., 1998), sendo disseminada para outros estados em menos de 10 anos, pois em
2006 ja estava presente em quase todo o territorio brasileiro a saber: Amazonas, Para, Roraima,
Amapé, Acre, Rondbnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Parana, Minas Gerais,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Gasparotto et a., 2006).

A sigatoka-negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, tendo como forma
anamorfica Pseudocercospora fijiensis Deighton, apresenta como fatores chaves para a
inoculacdo e rgpido desenvolvimento a temperatura, bem como a freqiiéncia de chuva (Porras &
Pérez, 1997). Mobambo et al. (1996) afirmaram que os sintomas das doencgas costumam variar
de acordo com a estacéo do ano, seca ou chuva, sendo que o desenvolvimento da sigatoka-negra
€ menor na estacdo de seca do que na de chuva. Os principais sintomas da doenca, segundo
Gasparotto et al. (2006), sdo: (1) descoloracéo ou pontos despigmentados na face abaxial das
folhas 1 e 2; (2) estrias marrom-claras, de 2 a 3 mm de comprimento; (3) expansdo radial e

longitudinal das estrias que se tornam visiveis nas duas faces da folha; (4) a estria adquire



coloracdo marrom-escura e aspecto de manchas de formato irregular; (5) as manchas adquirem
coloracdo marrom-escura a negra e (6) as manchas coalescem induzindo a morte prematura do
limbo.

A forma principal de disseminagdo de M. fijiensis € pelo vento (Craenen & Ortiz, 1997), no
entanto Hanada et a. (2002a) advogaram que além do vento as mudas doentes e as folhas
infectadas, utilizadas para a protecéo do fruto enquanto € transportado, também constituem uma
forma de dispersdo. Os autores afirmaram, ainda, que os esporos do patdgeno permanecem
viaveis nas folhas e tecidos de algodéo por 60 dias, em papel o, madeira, plastico e pneu por 30
dias e 18 dias em frutos maduros.

Cavalcante et al. (2004) relataram que em dois anos (1997-1999) o volume de producéo
em cacho cresceu 61% nos mercados do Amazonas, Rondbnia, Mato Grosso e Goias, no entanto,
0 periodo de 2000-2001 foi marcado por declinio de 42% na produgdo do estado, provavel mente
devido a sigatoka-negra. Faturote et al. (2007) referiram que estudos S80 necessarios para
guiarem as novas descobertas e atividades de desenvolvimento para que a producéo de bananas
aumente, diminuindo assim, queda na producéo.

Com arestricdo ao uso de fungicidas, devido a fitotoxicidade, efeitos residuais, espectro de
acdo e resisténcia ao patdgeno, Bastos & Albuqguerque (2004) relataram que aumentou a procura
de métodos alternativos de controle, tais como uso de biofungicidas, extratos vegetais e 0leos
essenciais. Diversos estudos comprovam o potencial das plantas medicinais no controle de
fitopatdégenos tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelia e a
germinacdo de esporos, quanto pela capacidade de induzir o acimulo de fitoalexinas (Stangarlin
et a., 1999). O entendimento das propriedades antimicrobianas e/ou elicitoras dos compostos
secundérios presentes em plantas medicinais podem contribuir para a aguisicéo de novas técnicas
de controle de doencas de plantas (Bonaldo et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi verificar a acdo dos 6leos de Eucalyptus globulus Labill.
(eucalipto), Eugenia caryophyllus Spreng. (cravo) e Thymus vulgaris L.(tomilho) in vitro no

controle de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido nos laboratérios do Campus Experimenta do Litoral Paulista
- Unidade S&o Vicente, UNESP.

Obtencao do patégeno



Utilizou-se 0 método de Hanada (2002b), modificado, para incubacdo do patdgeno.
Obteveram-se folhas de bananeiras, proveniente dos municipios de Séo Vicente (SP),
apresentando sintomas da doenca. Pelo método indireto as estruturas reprodutivas do patégeno
foram transferidas para placas de Petri contendo meio batata dextrose &gar (BDA) e
cloranfenicol 250 mg L™. Culturas de M. fijiensis, crescidas em placa de Petri contendo meio
BDA com 15 dias de incubagéo a 25°C + 2°C no escuro, foram utilizadas para a multiplicacéo de

inéculo.

Obtencao do 6leo vegetal

Os Oleos empregados nestes ensaios foram Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto),
Eugenia caryophyllus Spreng. (cravo) e Thymus vulgaris L. (tomilho) provenientes da empresa
By Samia (CNPJ: 61.610.515/0001-06).

M ontagem do Experimento

Empregou-se os 6leos essenciais de eucalipto, cravo e tomilho para avaliagdo do controle
in vitro de M. fijiensis Morelet em diluicfes de 0,1 e 0,3 mL de 6leo essencial por 0,9 e 0,7 mL
de Gleo vegetal inerte, respectivamente.

De acordo com Pereira et a. (2006) o método utilizado foi o biocanalitico in vitro
observando o desenvolvimento ou inibicdo dos microorganismos em diferentes concentracoes
dos 6leos usando 0 meio de cultura BDA, apropriado para o desenvolvimento desses fungos.
Preparou-se suspens3o de 7.000 conidios mL™ a partir dos fungos ja isolados, que foi filtradaem
camada dupla de gaze para retencdo de fragmentos miceliais e restos de meio de cultura. Da
suspensdo, uma aliquota de 1,0 mL foi colocada em cada placa de Petri, com 6 cm de diametro,
contendo 5 mL meio de cultura BDA e o respectivo 6leo, de acordo com o tratamento. A
testemunha foi identificada por Te e os tratamentos foram codificados com asiniciais, Cr, Eu ou
To, dos 0leos essenciais empregados seguidos pela sua quantidade em mL na diluicdo em 6leo
vegetal (0,1 ou 0,3). As placas foram colocadas em regime de luz continua a 25°C + 2°C por

duas horas em estufa de demanda biol 6gica de oxigénio (BDO).

M edidas realizadas

Os conidios foram observados apés 2 horas em BDO, de acordo com o descrito acima,
com o auxilio de microscopio de luz. Cada placa foi dividida em quatro quadrantes e contou-se
25 conidios entre germinados e ndo germinados de modo a totalizar 100 conidios por placa,

casualizadamente.



Delineamento Experimental

O experimento foi montado num esguema inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 4
repeticoes. Verificou-se a normalidade dos dados de cada tratamento através do teste de Shapiro-
Wilk (teste W), procedendo-se em seguida a andlise de variancia ndo-paramétrica pelo teste
Kruskal-Wallis’'Dunn, com chance de erro de 5%.

Resultados

A Tabela 1 indica a porcentagem de conidios ndo germinados nos diferentes tratamentos.

TABELA 1- Porcentagem de conidios de Mycosphaerella fijiensis Morelet ndo germinados
em meio contendo 6leos essenciais de cravo (Cr), eucalipto (Eu) e tomilho (To).

Cr0,1 Eu0,1
Testemunha mL Cr0,3mL mL Eu0,3mL ToO1mL ToO0,3mL

5,67% 92,67% 91,67% 92,67%  90,33% 86,33% 85%

Verificando-se a normalidade dos dados de cada tratamento pelo teste Shapiro-Wilk (teste
W) congtatou-se que apenas o tratamento com o Oleo essencia de cravo a 0,3 mL era
paramétrica. Desse modo, procedeu-se a andlise de variancia ndo-paramétrica pelo teste Kruskal -

Wallis/Dunn, cujos resultados estéo representados na Figura 1.
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Figura 1. Numero médio de conidios de Mycosphaerella fijiensis Morelet ndo germinados

em meio contendo 6leos essenciais de cravo, eucalipto e tomilho.



As solucbes de O6leos essenciais testadas, exceto tomilho a 0,3 mL, inibiram
significativamente a germinacdo de conidios. Néo foi verificada diferenca significativa entre os
diferentes dleos essenciais testados e a diluicdo no potencia de inibicdo da germinacdo de
conidios.

Apenas, o tratamento com o 6leo essencial de tomilho a 0,3 mL n&o levou a inibicdo na
germinacdo de conidios de M. fijienss Morelet, 0 que indica uma possivel acdo dose-
dependente, cuja avaliacdo necessita de futuras investigacfes, sendo imperativa para determinar

0 potencia desse 6leo no controle desse fitopatdgeno.

Discussdo

Cosentino et d. (1999) constataram que 0s principais componentes do 6leo essencial de
Thymus sdo monoterpenos e monoterpenos fendlicos apresentando atividade antimicrobiana
comprovada, bem como timol como afirma o fabricante. Wilson et a. (1997) relataram que o
Oleo de T. vulgaris apresentou agéo antifungica no controle de esporos de Botrytis cinera e Ji et
al. (2005) utilizaram em seus experimentos concentragdes de 0,7% de tomilho no controle de
Ralstonia solanacearum em tomate, encontrando resultados favoraveis, semelhantes aos obtidos
por Medice et al. (2007) quando empregaram concentracfes de 0,3%, aém do murchamento de
uridiniosporos de Phakopsora pachyrhiz.

Os 6leos de eucdipto e cravo, nas suas duas diluicdes empregadas mostraram-se
igualmente eficazes. Segundo o fabricante, 0 6leo essencial de Eucalytpus globulus tem como
composto principal o cineol (70-80%), bem como pineno, limoneno, globulol, citronelal,
fencheno e felandreno. Estanidlau et al. (2001) confirmaram que esses compostos estéo presentes
no género Eucalyptus e que algumas espécies mostraram atividade antimicrobiana em seus
experimentos. For et a. (2000) comprovaram que o 6leo inibiu o crescimento de Didymella
bryoniae, enquanto Salgado et al. (2003) avaliaram a atividade antifingica em Fusarim
oxysporum, Botrytis cinerea e Bipolaris sorokiniana encontrando resultados positivos. Crous et
al. (2006) observaram os mesmos resultados ao aplicarem sobre os fungos Cladoriella eucalypti
e Fulvoflamma eucalypti.

JA 0 dleo essencial de cravo, de acordo com o fabricante, é composto por eugenol,
cariofileno, acetato de eugenil, pineno, acetato de eugenila, salicato de metila, furfurol e
chavical, sendo que Bowers & Locke (2000; 2004) investigando um método de controle para
Fusarium oxysporum e Phytophthora nicotianae constataram que esse 6leo € uma estratégia no
controle desses patégenos, causando reducdo de quase 100% no segundo. Chalfoun et al. (2004)

verificaram que o 6leo de cravo inibiu totalmente o desenvolvimento micelial de Rhizophus sp,



Penicillium sp, Eurotium repens e Aspergillus niger.

O Unico componente presente em mais de um dos Oleos essenciais aqui estudados € o
pineno, encontrado em cravo e eucalipto, cuja acdo larvicida é referida por Prates et al. (1998).
Desse modo, é bastante provavel que efeitos inibitorios comprovados neste trabalho devam-se a
acdo semel hante de compostos organi cos distintos.

Para se obter o controle na disseminacdo do patdgeno, ambos os 6leos, de cravo ou
eucalipto, provavel mente apresentardo igual eficiéncia, podendo-se optar por aguele que for mais
acessivel. A aplicagdo desses Oleos em culturas de bananeiras exige ainda testes para
comprovacdo da eficiéncia in vivo. Este trabalho é o primeiro na utilizagdo desses 6leos na

inibicdo da germinacéo de conidios de M. fijienss.
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CAPITULO I

I nfluéncia do meio de cultura no crescimento micelial de

Mycosphaerella fijiensis M or el et
Bianca Regina da Hora, Selma Dzimidas Rodrigues & Elizabeth Orika Ono

Resumo

A bananicultura apresenta certa desvantagem em seu cultivo, pois estd sempre sofrendo com
condi¢cbes ambientais, pestes e patdégenos de acordo com a variedade ou cultivar. Dentre elas a
gue mais vem causando grandes prejuizos no mundo € a sigatoka-negra, causada pelo fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet. Estudos visando encontrar o melhor meio de cultura para o
crescimento micelial e esporulagdo de fungos sdo essenciais para estudos do controle de
patégenos e assim este trabalho objetivou estudar meios aternativos para o crescimento micelial
de M. fijienss. Para isso utilizou-se 0 método indireto de inoculacdo, em placas de Petri
contendo meio batata dextrose Agar (BDA) e cloranfenicol, a partir de folhas com sintomas da
doenca. Das colbnias provenientes dessa inoculagdo transferiram-se fragmentos para placas
contendo meio farinha de avela-sacarose (FAS), farinha de aveia-agar (FAA) e BDA, cada
experimento constando de 10 repeticdes que foram mantidos em BDO por 10 dias sobre regime
luminoso de escuro continuo a 26°C + 2°C. Os resultados mostraram que 0 crescimento de
micélios foi semelhante entre o meio BDA e o0 meio FAS, entretanto, o crescimento em BDA e
FAA como entre FAS e FAA apresentou diferencas, observando-se que os melhores meios para o
crescimento micelial de M. fijiensisforam BDA e FAS.

Palavras-chave adicionais. Sigatoka-negra, banana, Musa sp, meio de cultura.

Abstract
The bananais one of the most consumed fruitsin the world, been cultivated in the majority of
the tropical countries and a primary food for millions of peoplein some areas of the world. The
banana's culture have certain disadvantage because is always suffering environmental stress,
plagues and pathogens in according to the variety or cultivate. Among the diverse pathogens that
damages the fruit, black-sigatoka, caused by Mycosphaerella fijiensis Morelet fungus, isthe
worst worldwide. Studies aiming to find the optimum culture mediafor micelial growth and
esporulation of fungus are essential to study the control of fungus patoghens. So, the objective of

thiswork wasto verify optimun culture mediafor micelial growth of M. fijienss. For thisthe



indirect method of inoculation in petri dishes containing potato dextrose agar (BDA) media and
cloranfenicol was applied from leaves with the illness symptoms. From the colonies provinients
of thisinnoculation fragments was transfered to the dishes with oats-sacarose flour (FAS) media,
oats-agar flour (FAA) mediaand BDA. Each experiment consisted of 10 replications and were
kept in BDO per 10 daysin continuous dark at 26° C = 2°C. With error probability of 5% there
were statistic evidence that the micelial growth was the same between PDA and FAS medias
However, the growth between PDA and FAA as werw different proved by statistical methods,
which verified thet the best media for the micedlial growth of M. fijiensis are BDA and FAS.

Key-words: Black Sigatoka, banana, Musa sp, half of culture



Introducéo

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, cultivada na maioria dos paises
tropicais, podendo ser comercializada por duzia, quilo e até mesmo unidade, sendo a base da
alimentacdo nos paises tropicais (Borges & Souza, 2004; Goncalves, 2006). INIBAP (1994)
relatou que a banana € um alimento primario para milhdes de pessoas em algumas areas do
mundo, incluindo a Africa Central, o Sudeste Asiético, a América Central e do Sul e o Caribe.
Constituindo uma importante fonte de alimento, podendo ser utilizada verde ou madura, crua ou
processada (Borges & Souza, 2004). Fullerton & Olsen (1995) relataram que somente 10%, 68
milhdes de toneladas, da producdo mundial de banana € voltada para a exportacdo, sendo os
outros 90% sdo produzidos para a subsisténcia, isto porque a bananicultura possui grande
importancia econdmica e socia, geralmente por pequenos agricultores (Ploetz, 2000; Gongalves,
2006). Os autores ainda afirmaram que, aproximadamente 98% da producdo mundial, ocorre em
paises em desenvol vimento, sendo os paises desenvolvidos o destino da exportacéo.

Para Marin et al. (2003) uma desvantagem na producdo de banana é que €ela esta sempre
sofrendo com as condi¢bes ambientais, pestes e patdégenos de acordo com a variedade ou
cultivar. A sigatoka-negra, atualmente, € considerada o maior problema da producdo comercial
de banana em todos os continentes (Orozco-Santos & Farias-Larios, 2002; Castro et al., 2005).
Constatada no Brasil em 1998 no Estado do Amazonas, tem-se expandido rapidamente pelo pais,
causando prejuizos elevados e deixando produtores e técnicos bastante preocupados, tendo em
vista a grande capacidade de destruicdo que apresenta, adquirindo contornos de problema social
e econdmico (Cordeiro et a., 1998; Borges & Souza, 2004; Gasparotto et al., 2006). Como o
patdgeno se dispersa rapidamente, em 2006 a doenca ja estava presente nos Estados do
Amazonas, Pard, Roraima, Amapa, Acre, Ronddnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, S&o
Paulo, Parana, Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Gasparotto et al., 2006). A
doenca € causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, tendo como forma anamorfica
Pseudocercospora fijiensis Deighton, que foi descrito pela primeira vez em 1964 na regido de
Fiji, sudoeste de Viti levu, a60 km do Vale de Sigatoka (Carlier et a., 1994; Marin et al., 2003).

De acordo com Brunelli et al. (2006), uma das caracteristicas do género Cercospora é o
crescimento lento e a escassez de esporulagdo em meios artificiais, sendo que agentes fisicos
seriam capazes de induzir ou inibir o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, estando entre os
mais importantes a temperatura e a luminosidade. Montarroyos et al. (2007) reportando a
literatura afirmaram que a composi¢do do meio de cultura, as fontes de carbono e nitrogénio, o

pH do meio de cultura e os regimes de luminosidade seriam os principais interferentes na



obtencdo de culturas in vitro de diversos fungos fitopatogénicos. Ta fato foi confirmado por
Hanada et al. (2002a), que reportando a bibliografia especializada, relataram que a composi¢éo
do meio de cultura determina a quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulagdo
dos fitopatdgenos.

Os meios V8 e farinha aveia-dgar (FAA) sdo os melhores para a esporulacdo de
Cercospora sojina (Veiga & Kimati, 1974). Hanada et al. (2002a) comprovaram a eficiéncia do
meio de cultura V8, bem como o meio batata dextrose agar (BDA) na esporulacdo de M.
fijienss, no entanto, Veiga & Kimati (1974) advogaram que o meio FAA pode substituir o meio
V8 sem prejuizos, e comentaram ainda, que por esse ser um meio importado torna-se de dificil
aquisicdo em algumas regioes.

O regime luminoso que mais influencia o crescimento micelial do género Cercospora € o
de escuro continuo, sendo a temperatura adequada para a mesma finadidade de 25°-28°C
(Hanada et al., 2002b; Brunelli et al., 2006).

Como o controle da doenca € redlizado, principalmente, pelo uso de hibridos resistentes, a
determinacdo de condicbes Gtimas para o crescimento micelial e producdo de esporos in vitro é
muito importante para trabalhos que utilizem inoculagdo artificial para identificar gendtipos
resistentes ao patdgeno.

Assim, este trabalho objetivou a avaliacéo de diferentes meios de cultura no crescimento

micelia M. fijiensisin vitro.

Material e M éodos

O experimento foi conduzido nos laboratérios do Campus Experimenta do Litoral Paulista
- Unidade S&o Vicente, UNESP.

O método de incubacdo do patdgeno utilizado foi o preconizado por Hanada (2002a)
modificado. Foram obtidas folhas de bananeiras apresentando sintomas da doenca, provenientes
do municipio de So Vicente (SP). Pelo método indireto as estruturas reprodutivas do patégeno
foram transferidas para placas de Petri contendo meio batata dextrose &gar (BDA) e
cloranfenicol a 250 mg L™. Culturas de M. fijiensis crescidas em placa de Petri contendo meio
BDA, com 15 dias de incubacédo a 25°C + 2°C no escuro foram utilizadas para multiplicacéo do
in6culo.

Dessas colbnias, previamente isoladas, retirou-se pequenos fragmentos para serem
inoculados em placas de Petri contendo 15 mL dos respectivos meios de cultura: batata dextrose

agar (BDA), farinha de avela-agar [FAA (50 gramas de farinha de aveia e 15 gramas de &gar em



1 litro de agua destilada)] e farinha de aveia-sacarose [FAS (10 gramas de sacarose e 30 gramas
de farinha de aveia em 1 litro de agua destilada)], empregando-se 4 fragmentos por placa, que
foram colocadas em BDO por 10 dias sobre regime luminoso de escuro continuo a 26°C + 2°C
(Romero & Sutton, 1997; Hanada et a., 2002a).

O crescimento micelial foi obtido por meio de medicéo do didametro, em mm, das colénias,
em dois sentidos diametricamente opostos. O percentual de crescimento micelia (PIC) foi
utilizado para obter-se a taxa de crescimento do micélio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 10
repeticdes em cada um. Verificou-se a normalidade dos dados de cada tratamento através do teste
de Shapiro-Wilk (teste W), procedendo-se em seguida a andlise de variancia ndo-paramétrica
pelo teste Kruskal-Wallis’Dunn, com chance de erro de 5%.

Resultados
A Tabela 1 indica o crescimento micelial médio do fungo Mycosphaerella fijiensis nos
diferentes meios de culturan e a Tabela 2 indica o PIC para os meios AveiaAgar e Aveia-

Sacarose.

TABELA 1- Crescimento micelia médio (mm) do fungo Mycosphaerella fijiensis Morel et

em diferentes meios de cultura.

BDA FAA FAS
18,86 16,41 20,22

TABELA 2- Percentual de crescimento micelial (PIC) do fungo Mycosphaerella fijiensis
Morelet em diferentes meios de cultura.

FAA FAS
13,01639062 -7,221256089

Os resultados para o PIC indicam tendéncia do meio aveia-sacarose (FAS) em promover o
crescimento, assm como do meio aveia-adgar (FAA) inibi-lo, em comparagdo com 0 meio
controle (BDA).



Verificando-se a normalidade dos dados de cada tratamento pelo teste Shapiro-Wilk (teste
W), constatou-se que os dados ndo se distribuiiram de maneira paramétrica. Desse modo,
procedeu-se a andlise de variancia ndo-paramétrica pelo teste Kruskal-WallisgDunn, cujos

resultados estdo representados na Figura 1.
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FIG. 1 — Crescimento micelial médio (mm) do fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet em
diferentes meios de cultura.

H& evidéncia estatistica para se afirmar que o crescimento de micédlios foi 0 melhor nos
meios BDA e FAS ndo havendo diferenca significativa entre eles, embora pel os resultados sem
andlise, 0 meio FAS leva a um maior crescimento. Tanto os resultados para BDA e FAA, como

aguele entre os dois meios a base de aveia, foram estati sticamente diferentes.

Discussao

O meio BDA é recomendado para o crescimento micelial e esporulacdo do género
Cercospora (Hanada et al., 2002a; Brunelli et a., 2006). Montarroyos et al. (2007) afirmaram
gue a dextrose e a sacarose séo fonte de carbono e gque juntamente com as de nitrogénio afetam o
crescimento micelial de Mycosphaerella musicula. Rosa & Menezes (2001) comprovaram em
seus estudos com Pseudocercospora musae que 0os meios BDA e avela-sacarose-agar induzem
maior média para o crescimento micelial, precedidos pelo meio de leite de coco.

O meio FAA em comparacdo com 0S outros meios mostrou-se menos eficiente, o que
contraria 0s resultados encontrados por Veiga & Kimati (1974) que advogaram que Seu uso
poderia substituir o V8 sem prejuizos para os experimentos.

Avila & Pitelli (2004) relataram que o crescimento micelial e a esporulacéo de Cercospora
piaropi sdo consideravelmente influenciados pela composicdo do meio de cultura e periodo de
cultivo. Romero & Sutton (1997) obtiveram resultados favoraveis na inoculagcdo de M. fijiensis



com temperatura de 26°C em 21,1 dias e 22°C em 25,2 dias, enquanto Mello et a. (2004)
relataram que em meio BDA o periodo de inoculacdo de Cercospora carisis varia entre 14 e 21
dias com temperatura de 28°C.

Para futuros estudos e obtengdes de col6nias do fungo M. fijiensis recomenda-se a

utilizacdo de meios contendo batata dextrose agar (BDA) ou farinha de aveia-sacarose (FAS).
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3. CONSIDERACOESFINAIS

Extratos vegetais aquosos e 6leos essenciais tem se apresentado como bons antifungicos e
estdo sendo utilizados em uma grande variedade de doencas. Os 0leos essenciais empregados
neste trabalho comprovaram essa atividade ja difundida no controle de outros patdgenos.

Os Oleos essenciais aqui empregados. Carapa guianensis Aubl. (andiroba); Copaifera
officinalis L. (copaiba); Eugenia caryophyllus Spreng. (cravo); Eucalyptus globulus Labill.
(eucalipto) e Thymus vulgaris L. (tomilho), apresentaram resultados satisfatérios atuando como
fungicidas com bom controle deste patégeno, sendo a primeira vez utilizados no controle de M.
fijienss.

Considerando os de andiroba e copaiba, estes foram escolhidos por serem plantas nativas e
por apresentarem diferentes acfes, entre elas inseticida, repelente e antifungica, enquanto que os
Oleos de cravo, eucalipto e tomilho foram escolhidos por tradicionamente apresentarem
atividade antifungica e serem de fécil obtencéo.

Os dleos que em média apresentaram melhor eficiéncia foram os de andiroba e cravo, na
diluicdo de 03 e 0,1 mL, respectivamente. No entanto, significativamente ndo diferiram dos
demais, o que possibilita ao produtor escolher livremente, de acordo com a disponibilidade e
custo. Qualquer um dos 0leos essenciais aplicados em sua menor dilui¢éo apresentara um menor
custo a producéo, proporcionando melhor qualidade e fécil comercializagdo da banana, tanto no
mercado interno quanto no externo. No entanto, deve-se salientar que este estudo foi feito in
vitro, sendo necessérios estudos da aplicacdo in vivo.

Para atingir maiores e melhores resultados no controle de doencas que acometem 0s
diferentes cultivos s8o necessarios estudos, nos quais se obtenha informacdes suficientes para o
manejo do patdgeno. Esses estudos dependem primariamente da obtenc&o de colnias in vitro, e
para isso sd0 hecessarias metodologias praticas que permitam tais investigacdes. Os resultados
encontrados neste trabalho mostram que o meio BDA, ja muito utilizado para a obtencéo de
colénias de M. fijiensis, aqui usado como meio padréo, ndo apresentou diferenca na obtencéo das
coldnias a0 se empregar meio farinha avela-sacarose (FAS), podendo esse ser utilizado sem
prejuizos para finalidade. Ja o meio farinha aveia-agar (FAA) apresentou resultados menos

favoraveis para essa prética.



4. CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos no presente estudo e nas condigdes dos experimentos pode-se
concluir que os 6leos essenciais de Carapa guianensis (andiroba), Copaifera officinalis
(copaiba) Syzygium aromaticum (L). Merr. & L. M. Perry (cravo), Eucalypto globulus Labill.
(eucalipto) e Thymus vulgaris L. (tomilho), na diluicdo de 1mL utilizados neste trabalho
apresentaram atividade de inibicdo da germinacdo de conidios de Mycosphaerella fijiensis. Para
futuros estudos e obtengdes de colbnias do fungo Mycosphaerella fijiensis recomenda-se a

utiluizacdo de meios contendo batata dextrose dgar (BDA) ou farinha de aveia-sacarose (FAS).
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