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RESUMO

CHIARANI, Alana. Extratos de canola no controle da Antracnose em banana. 50 f.
TCC (Curso de Agronomia), Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato
Branco, 2016.

A banana é a fruta mais popular cultivada e a mais consumida no Brasil e no mundo
€ originaria do continente asiatico. A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
musae, € uma das mais importantes doencas de pos-colheita que afeta a cultura da
banana. Visando o uso de produtos alternativos no manejo de doencas, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de canola obtido pelos
meétodos, aquoso, maceracdo e infusdo (12%) e a utilizacdo do saché artesanal
contendo canola, nas doses de 0, 6, 12, 18, 24 g, no controle da antrachose em
banana, além de avaliar a influéncia do pé de canola, no numero de conidios do
fungo. Os experimentos in vivo, foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Tecnologica Federal do Parana. As bananas foram obtidas da
Empresa Bananas Cobalchini. As frutas foram lavadas e deixadas na bancada sob
um papel toalha, até que toda sua superficie secasse, enquanto isso nas bandejas
foram colocados os papeis toalha e umedecidos com agua destilada e colocaram-se
os aneis de PVC sobre os papeis. No primeiro ensaio as bananas foram emergidas
nas diferentes formas de extratos do p6 de canola por um minuto e posteriormente
foram colocadas nas bandejas realizando um ferimento mecéanico com posterior
inoculagdo de uma suspensdo de 20 uL de esporos de C. Musae a uma
concentracdo de 1 x 10° conidios mL™. Apds esse procedimento, as bandejas foram
fechadas e armazenadas em camara de crescimento, permanecendo por 7 dias a
uma temperatura de 25 °C. No segundo ensaio foi empregado a mesma
metodologia, porém as frutas ndo foram emergidas nos extratos, o saché contendo o
po6 de canola, foi colocado no centro das bandejas e o posterior ferimento e
inoculacdo se deu da mesma maneira, assim como o fechamento das bandejas e o
seu acondicionamento na camara de crescimento. O primeiro ensaio foi composto
por quatro tratamentos, cinco repeticdes e cinco frutos cada bandeja, no segundo,
cinco tratamentos, cinco repeticdes e cinco frutos cada bandeja. ApGs os sete dias,
foi avaliado o diametro da lesdo de todos os frutos, com o auxilio de um paquimetro.
Para a contagem dos conidios, as lesbes de todos os frutos foram raspadas e
lavadas com agua destilada e colocadas em tubos Falcon com adicdo de Twenn e
Lactofenol, os conidios foram contados com auxilio da camara de Neubauer. Os
dados qualitativos foram submetidos a analise de varianca e quando significativos
foram comparados pelo teste de Tukey (p< 0.05) e os quantitativos foram
submetidos a analise de regressdo. Os resultados mostraram que nos dois testes
nao houve reducdo do didametro das lesbes dos frutos e no niumero de conidios
sendo que no segundo ensaio, o diametro das lesdes aumentou nas doses 6, 12 e
18 g.

Palavras-chave: Controle Alternativo. Brassica napus. Saché artesanal.



ABSTRACT

CHIARANI, Alana. Extracts of canola in the control of Anthracnose in banana. 50 f.
TCC (Course of Agronomy) - Federal University of Technology - Parana. Pato
Branco, 2016.

Banana is one of the most popular and consumed fruit in Brazil and in the world,
which origins is Asia. The anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum musae,
is also one of the most serious post-harvest disease that affects banana production.
Aiming the use of alternatives products for diseases management, the objective of
this study was to evaluate the effects of canola extract obtained from aqueous,
maceration and infusion methods (12%) and the use of handmade sachet, containing
canola in the doses 0, 6, 12, 18, 24 g, for anthracnose control, and evaluate the
influence of canola powder in the number of fungus conidium. The in vivo
experiments were conducted in the Phytopathology Laboratory at
UniversidadeTecnologica Federal do Parana. The bananas were obtained from the
company known as Bananas Cobalchini. The fruits were washed and left on the
stand over a paper towel until its surface dry up. Meanwhile, paper towel humidified
with destilled water, was placed in trays, followed by PVC rings. In the first assay, the
bananas were submerged in different types of canola powder extracts for one
minute, and posteriorly the fruits were transferred to trays, where a mechanical injury
was made for the inoculation of a C. Musaespore solution of 20 uL, which

concentration was 1 x 10% conidia mL™. After this procedure, the trays were closed
and stored in a growing chamber for 7 days, under a temperature of 25 °C.In the
second assay, the same methodology was used. However, the fruits were not
submerged in extracts. The sachet containing canola poderwas placed in the middle
of the trays. The mechanical injury and inoculation were done as the same way
described previously as well as the tray closing and the storage in the growing
chamber. In the first assay was tested four treatments, with five repetitions and five
fruit for each tray. In the second assay, was tested used five treatments, five
repetitions and five fruits for each tray. After seven day, the lesion diameter of all
fruits were measured using a caliper rule. For the conidia counting, the lesions of all
fruits were rubbed off and washed with distilled water and transferred to Falcon
tubes, adding Twenn and Lactophenol. The conidia were counted using a Neubauer
chamber. The qualitative data were analyzed by analysis of variance and when they
were significant, the data were compared by Tukey’'s test (p< 0.05), and the
guantitative data were analyzed by regression analysis. The results showed that in
both assays there was not reduction of the lesion diameter of the fruits and in the
number of conidia. In the second assay, the lesion diameters were bigger for doses
6, 12 and 18 g.

Keywords: Alternative Control. Brassica napus. Handmade sachet.
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1 INTRODUCAO

A banana é a fruta mais popular cultivada, tanto em paises tropicais
quanto subtropicais, apresenta relevancia no comércio internacional, seu consumo
destaca-se como sobremesa e alimento basico (Gang Fu et al., 2010). A producéo
brasileira de banana segundo dados apresentados pelo IBGE (2013) foi de
7.181.959 toneladas com rendimento médio de 14.875 kg/ha em uma area de
482.814 ha.

Um dos entraves que limitam a producdo de banana séo as doencas
causadas por microrganismos patogénicos entre eles fungos, bactérias e virus,
sendo 0s mais importantes os fungos de pré e pés-colheita (GANG FU et al., 2010).
Estas doencas que comprometem a producao de banana, resultam em significativas
perdas na pré e poés-colheita, e a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum
musae (Berk. & Curtis) Arx., € considerada em todo o mundo, uma das mais
importantes doencgas de pos-colheita em bananas (KUMARA; COSTA, 2015). O
patégeno é de extrema importancia econdmica, pois acomete a qualidade dos frutos
gue por sua vez interfere na comercializacédo e, posteriormente, a exportacdo dos
frutos (COUTO; MENEZES, 2004).

Por apresentar propagacao assexuada, a variacdo genética da banana
€ baixa, dificultando a obtencdo da resisténcia genética da antracnose dentro do
germoplasma. Devido a isso, 0 controle da antracnose em banana é dependente de
pesticidas quimicos (KUMARA; COSTA, 2015).

O emprego do tratamento quimico e a adog¢ao de praticas culturais sdo
de fundamental importancia para o controle da doencga e contribuem para reduzir a
guantidade de inoculo no campo. Devido a fitotoxidade, efeitos residuais e
resisténcia pelo patdégeno causado pelos fungicidas, tem se buscado meios
alternativos de controle, que podem ser extratos vegetais e 6leos essenciais obtidos
de plantas (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004). Tais meios sao produtos que tenham
acao de controlar agentes causadores de doencas, sem causar efeitos deletérios ao
meio ambiente e aos seres humanos (FERNANDES; BONALDO, 2004).
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O mercado consumidor estd cada vez mais exigente e busca por frutas

de alta qualidade, com alto valor nutritivo e sabor e também aspectos atrelados a
aparéncia como forma, tamanho, cor e estagio de maturacdo (NEGREIROS, 2010).

Uma das possibilidades de controle que se coloca neste trabalho € a
utilizacao de brassicas em forma extratos e em pé umedecido. As brassicas ja vém
sendo utilizadas no controle de outros patdgenos.

As bréssicas tém se tornado um importante método alternativo no
controle de fungos habitantes de solo, pois sdo capazes de produzir gases toxicos
enquanto essas plantas sdo decompostas (MOCCELLIN, 2011). A mostarda
(Brassica juncea L.) quando incorporada ao solo foi eficiente com a diminuigdo da
incidéncia de doencas causadas por fungos habitantes de solo, como a Rizhoctonia
solani (MOTISI et al., 2009).

Além do controle dos fungos habitantes do solo, a utilizacdo das
brassicas, se destaca no controle de nematoides, com redugdo do numero de galhas
e ovos de Meloidogyne javanica (BAPTISTA et al., 2006).

Em relacdo ao efeito da utilizacdo das brassicas em patdégenos de
parte aérea, Piva (2013) observou-se efeito do extrato do pé de canola, com reducao
da severidade e incidéncia de oidio em pepineiro.

A utilizacdo das brassicas para patdgenos de pés-colheita ainda é
pouco relatada, porém os resultados encontrados sdo promissores, assim como
Pazolini (2014) constatou reducdo da area da lesdo de Monilinia fructicola,
importante doenca de poés-colheita do pessegueiro. Ainda Flores (2013) verificou
reducdo do crescimento micelial de M. fructicola.

Na composicdo das brassicas, estdo presentes os glucosinolatos que
ao serem hidrolisados liberam compostos volateis, entre eles os isotiocianatos que
apresentam caracteristicas fungitéxicas, cujos efeitos também ja foram comprovados
em patdgenos de pés-colheita (MARI, et al., 2008; UGOLINI, et al., 2014).

Diante dos dados verificados em relacdo ao efeito da inibicdo de
patdgenos que as brassicas possuem, e a utilizacdo destas em patdgenos de pos-
colheita ainda serem poucos os relatos, porém, com resultados satisfatorios, o

objetivo deste trabalho foi de avaliar a eficiéncia do extrato do pé de canola sob
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diferentes formas de extracdo e a utilizacdo do saché artesanal no controle da

antracnose em banana.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito de diferentes formas de extracdo do pd de canola
(Brassica napus) e a utilizacdo de saché artesanal contendo pé de canola no

controle da antracnose (Colletotrichum musae) em banana.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do extrato do p6 de canola obtidos pelos métodos
agquoso, maceragao e infusao, no controle in vivo da doenca em frutos de banana.

Testar a utilizacdo do saché artesanal com p6 de canola, no controle in
vivo da doenca em frutos de banana.

Avaliar se a acdo do po6 de canola e as formas de extracdo do po de

canola influenciam no efeito inibitério do nUmero de conidios de C. musae.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CULTURA DA BANANA

A banana Musa spp é originéria do continente asiatico e sua evolucao
se deu a partir de espécies diploides selvagens de Musa acuminata e Musa
balbisiana. As bananas que produzem frutos comestiveis pertencem a classe das
Monocotyledoneae, e a familia Musaceae, a qual o género Musa faz parte
(DANTAS; SOARES, 2000).

A banana € a fruta mais consumida no Brasil e no mundo, responséavel
por fazer parte da renda de pequenos agricultores além da alimentacdo da
populacdo mais carente. Em volume de frutas produzidas nacionalmente, a banana
fica atrds da laranja, embora o pais apresente alta produgdo e consumo, a
bananicultura se encontra a mercé de problemas oriundos de perdas tanto na fase
de producédo quanto na de pdés-colheita, esta podendo chegar a 40% (ALMEIDA,
SOUZA; CORDEIRO, 2000).

De acordo com os dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) (2013) a regido nordeste é a que mais se destaca na producao brasileira,
com 2 631.420 toneladas atingindo 36,6% da participacdo nacional e a regido
sudeste se encontra na segunda posicdo com participacao de 32,5% com 2 334. 975
toneladas.

Em relagdo a temperatura, a faixa 6tima para o seu desenvolvimento,
se encontra entre 15 a 35 °C, temperaturas muito baixas, provocam chilling,
podendo ocorrer no campo ou durante o processo de transporte, influenciando a
maturacgdo dos frutos e, em relagédo a necessidade de umidade é de 80% (ALMEIDA,
SOUZA; CORDEIRO, 2000).

Apresenta alto valor energético, com 22% de carboidratos, a quantidade
de proteinas e lipideos € baixa, em sua composicao estdo presentes as vitaminas A,

B. e B, e as vitaminas D e E em menores quantidades, maiores valores de potassio,
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fésforo, calcio e ferro quando comparadas com maca e laranja (FASOLIN et al.,

2007).

3.2 ANTRACNOSE NA BANANA

Segundo Cordeiro e Kimati (1997) a antracnose € uma importante
doenca tanto na pré-colheita quanto na poés-colheita. Na pré-colheita, a infeccéo
ocorre ainda no campo nos frutos verdes, e permanece latente até o inicio da
maturacdo e, na poés-colheita, durante o periodo de transporte e maturacdo, a
infeccdo ird se manifestar, além disso, ocorrera infec¢éo quiescente.

A espécie Colletotrichum musae em relacdo a forma e tamanho dos
esporos, apresenta alta variabilidade. Os conidios, em presenca de agua, germinam
formando o apressério em 4 h e a penetracdo apos 24 a 72 h. Quando a infeccao
ocorre dessa maneira, ela permanece quiescente até a maturagdo dos frutos, nessa
fase se da o inicio do desenvolvimento dos sintomas. Essa condicdo de
permanéncia do patdogeno quiescente, pode ser explicada devido a presenca de
taninos na casca verde dos frutos e a auséncia destes na casca madura
(CORDEIRO; KIMATI, 1997).

Os sintomas séo identificados na forma de lesdes escuras formadas
sobre os frutos maduros que posteriormente progridem e passam a serem
deprimidas, nessas lesées em condi¢des de elevada umidade, ocorre a formacao de
uma massa de coloracao rosada, que € verificada a presenca de esporos do fungo
(DIAS, 2008).
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3.3 CONTROLE

Para o controle das doencas de pos-colheita € importante que haja uma
integracdo de praticas a serem executadas na pré e a pos-colheita, sendo
necessério a eliminacdo de restos culturais e um adequado manejo fitossanitario a
fim de reduzir fontes de in6culo no campo, além disso realizar sanitizacao de caixas,
equipamentos e camaras de armazenamento, evitar danos nos frutos para reduzir a
infeccdo causada por ferimentos visando a prevencao e a erradicacdao das doencas
(PARISI; HENRIQUE; PRATI, 2015).

Para o controle de doencas é importante o emprego de métodos
guimicos, fisicos e biolégicos. O controle quimico promove efeito residual com
protecdo dos frutos prolongada, mas, ao mesmo tempo, prejudica a comercializacao
imediata das frutas devido a exigéncia do consumidor, além de causar contaminacao
do ambiente e riscos ao homem (PARISI; HENRIQUE; PRATI, 2015).

O controle quimico da antracnose pode ser realizado com dois
fungicidas liberados para a cultura Tiabendazole e Imazalil (AGROFIT, 2015). A
aplicacdo de meétodos fisicos na pds-colheita, pode ser utilizado a termoterapia,
refrigeracdo e atmosfera modificada ou controlada. Ja, o emprego do controle
biologico € uma boa alternativa na producéo integrada de frutas, porém, para a pos-
colheita ndo é uma pratica comum, visto que € evidenciada a baixa disponibilidade
de produtos no mercado (PARISI; HENRIQUE; PRATI, 2015).

Além dos métodos de controle citados, tem se buscado o emprego do
controle alternativo com a utilizacdo de extratos ou Oleos essenciais obtidos de
plantas, estes apresentam potencial de controlar fitopatégenos, com duas funcoes,
uma delas € acao fungitdxica direta com inibicdo da germinacdo de esporos e do
crescimento micelial e a outra é, a inducdo de resisténcia, pode-se citar 6leos de
alecrim, manjerona, orégano entre outros, na inibicdo de crescimento micelial e
esporulacéo in vitro, de fungos fitopatogénicos como Alternaria alternata, Sclerotium
rolfsii (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Ao utilizar produtos alternativos aos quimicos, como 6leo de nim e 6leo

de alho a 10 mL/L e quitosana a 10 mg/L, no controle da antracnose, Negreiros
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(2010) observou que tais produtos proporcionaram inibicdo da intensidade da

antracnose em po6s colheita de bananas e os produtos ndo influenciaram na
qgualidade dos frutos.

Em um estudo realizado por Viana et al., (2012) ao analisarem o efeito
de extratos e Oleos essenciais, de folhas e galhos secos de alecrim-pimenta, folhas
frescas de eucalipto e botdes florais secos de cravo-da-india e também a utilizacédo
de substancias antissépticas como dioxido de cloro, hipoclorito de sédio e sorbato de
potassio nas concentracdes de 100 pL, 0,1 g e 25 mL sobre Colletotrichum musae,
0s extratos foram utilizados nas concentracfes de 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30%,
os 6leos essenciais nas concentragées de 0 pL, 25 pL, 50 pL e 100 pL e o fungicida
carbendazim (100 mL p.c/ 100 L de H;0) como testemunha, além de placas de Petri
contendo somente meio de cultura BDA, foi verificado que o crescimento micelial do
patogeno foi inibido totalmente com a utilizacdo de extratos aquosos de alecrim-
pimenta e de cravo-da-india em todas as concentracfes testadas se igualando ao
fungicida, ja para o extrato de eucalipto, obteve-se uma reducdo de 97% do
crescimento micelial na maior concentracdo do extrato, assim como a utilizacdo dos
Oleos essenciais, de alecrim-pimenta e cravo-da-india, 0s quais apresentaram o
mesmo efeito inibitério dos extratos, e o 6leo essencial do eucalipto ndo inibiu o
crescimento micelial do fungo nas concentragdes testadas. Ao utilizar o hipoclorito
de sdédio, observou-se uma reducao de 100% do crescimento micelial do patégeno,
0 sorbato de potassio apresentou inibicdo de 65,8% de C. musae.

Fernandes e Bonaldo (2011) ao verificarem a eficiéncia de dois
fungicidas comerciais do grupo das estrubirulinas e triazéis (ndo registrado para a
cultura em poés-colheita), associados ao 6leo de soja, com 52,67 mL de 6leo de soja
comercial em um litro agua, com 21,07 g de leite em p6 integral (emulsificante), no
controle da antracnose em banana constataram a redugédo da doenca em mais de
70%, apresentaram menores lesdes das que eram provenientes do campo e uma
maior conservacado em poés-colheita dos frutos aumentando seu tempo de prateleira,
os fungicidas quando utilizados separadamente, ndo apresentaram capacidade de
controlar este patdgeno. Além disso os frutos submetidos aos tratamentos com
associacdo de fungicida mais 6leo de soja apresentaram casca mais espessa e

polpa mais consistente.
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Silva et al., (2008) também ao estudarem a acdo antimicrobiana de

extratos de plantas vegetais, verificaram que extratos de Costus pisonis, Achillea
millefolium e Plectranthus barbatus inibiram o crescimento micelial de fungos do
género Colletotrichum. Os extratos foram obtidos por meio de maceracao utilizando
o etanol como solvente, o qual foi extraido 1 g de extrato etandlico diluido em 5 mL
do solvente (DMSO), obtendo uma concentracdo de 2.000 uL L*. Apds este
procedimento, o extrato foi homogeneizado no meio de cultura e vertido nas placas
de Petri e posteriormente discos de micélio dos fungos, C. Musae, C.
gloeosporioides (mamao), C. gloeosporioides (cacau) e C. Lindemuthianum foram
colocados no centro das placas. Os extratos de folhas e caules de P. barbatus
apresentou maior efeito inibitério do que Costus pisonis e Achillea millefolium, a qual
reduziu o crescimento micelial nas concentragcbes de 82, 49, 47 e 53%
respectivamente.

Bastos e Albuquerque (2004), também indicam o uso de Piper
aduncum como uma alternativa de controle da antracnose em banana, uma vez que
0 6leo essencial das folhas secas dessa planta, observaram reducdo de 100% na
germinacao e no crescimento micelial nas concentracées de 100 ug/ ml e 150 ug/ ml
do Oleo, o 6leo quando utilizado na concentracdo de 1,0 %, foi obtido o melhor
desempenho no controle da doenca, em todos os tratamentos com o 6leo em

diversas concentracdes, reduziram a incidéncia e a severidade da doenca.

3.4 UTILIZACAO DAS BRASSICAS NO CONTROLE DA DOENCA

A utilizacdo dos extratos de brassicas vem sendo utilizada no controle
de diversos patdgenos, Neves et al. (2007) ao testarem espécies de brassicas no
controle de Meloidogyne javanica Goéeldi na cultura do tomate por meio de
biofumigacdo, comprovou-se a reducdo do numero de galhas e de ovos do
nematoide nas raizes das plantas, e a incorporacdo destes materiais vegetais ao
solo possibilitou ganho de massa da parte area das plantas, tanto nas plantas com

ou sem a presenca do nematoide.
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A solarizacdo com farelo de canola é uma alternativa de controle de

patégenos habitantes de solo, assim como um estudo realizado por (Gamliel,
Austerweil; Kritzman (2000) comprovaram que esta combinacdo apresentou efeito
inibitério sobre F. oxysporum f. sp. Radicis-lycopersici, sendo uma alternativa de
potencializar o efeito da solarizacdo, uma vez com a utilizacdo de plantas da familia
das bréssicas, h4 a liberagdo de compostos volateis, proporcionando maior efeito
inibitério de patégenos.

Moccellin (2011) utilizando farelo de canola e de mostarda, in vitro,
observou reducdo do crescimento micelial de Pythium aphanidermathum,
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

Utilizando brassicas no controle de doencas de parte aérea, Piva (2013)
ao testar extrato do po de canola verificou a reducéo da incidéncia e severidade de
oidio, em plantas de pepino, destacando o extrato proveniente da maceracdo que
resultou em um controle de 90 % na concentracdo de 12 %, além da acdo direta
sobre o patégeno, constatou-se a inducao de resisténcia do pepineiro, fato atribuido
a utilizacdo do extrato sendo responsavel por apresentar dupla acdo. Heck (2012)
igualmente observou o controle do oidio em pepino, com o extrato do pé de canola,
onde a doencga apresentou melhores niveis de controle a medida que se aumentou
as concentragdes do pé de canola.

Quanto ao uso das brassicas no controle de doencas de pos-colheita,
Pazolini (2014) ao avaliar os efeitos das brassicas, canola e mostarda da india no
controle da podriddo parda do pessegueiro, em poés-colheita, associadas
termoterapia, 0s extratos testados, aquoso simples, maceracao e infusdo reduziram
0 crescimento micelial e a germinacéo de conidios de Monilinia fructicola, bem como
a reducao da area da lesdo e o numero de conidios in vivo, exceto o tratamento de
infusdo com mostarda da india o qual ndo reduziu a lesédo no fruto.

Flores (2013) ao avaliar os efeitos do extrato das brassicas na
germinacdo de conidios de Monilinia fructicola, obtidos por meio de diferentes
formas de extracdo (aquoso, infusdo e maceracdo), onde aliquotas de 60 ul da
suspensao foram adicionadas em cinco orificios da placa de Elisa, com 200 ul de
cada extrato, aquoso, alcodlico, maceracao e infusao e a testemunha, observou que

0 extrato alcodlico ndo diferiu da testemunha com apenas com 58 % de controle e
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55% da testemunha, ja para os demais extratos, aquoso, infusdo e maceracéo,

houve inibicdo da germinagdo de 90, 84 e 89 % respectivamente. Além do que o
extrato aquoso a 10% reduziu o crescimento micelial em 78%, esta reducdo pode
ser atribuida pelo fato de que nas brassicas ha compostos volateis do metabolismo
secundario, dentre eles os isotiocianatos capazes de causar acdo direta sobre o
patégeno, pois o extrato foi depositado na tampa da placa de Petri, ndo havendo
contato do extrato com o patégeno.

Mari et al., (2008) ao testarem diferentes isotiocianatos de brassicas
verificaram controle do crescimento micelial in vitro de Monilinia laxa em nactarinas e
péssegos, comprovando que as brassicas por terem em sua composicao
isotiocianatos, estes sdo capazes de agir inibindo o crescimento micelial de
patdogenos de pods-colheita, por serem gases volateis, apresentam atividade

fungicida, tornando-se uma alternativa de tratamento de frutas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia

da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Pato Branco.

4.2 OBTENCAO E MULTIPLICACAO DO INOCULO DO PATOGENO

O fungo Colletotrichum musae foi isolado dos tecidos lesionados dos
frutos de banana com sinas do fitopatdgeno e sintomas de Antracnose, o qual foi
cultivado em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BSA) mantidas
em BOD a uma temperatura de 25 °C por sete dias, até a conducao do experimento.

A suspensao de conidios do fungo, utilizada no experimento "in vivo"
foi obtida por meio da raspagem das colbnias de C. Musae, com 13 dias de
crescimento mais agua esterilizada contendo 0,05% de Tween-80 calibrada com um

hemocitdmetro para 1x10° conidios mL™.

4.3 FRUTOS

As bananas foram obtidas de plantagdes comerciais da regido,
comercializadas na Empresa Bananas Cobalchini. Obtidas no estadio de coloracéo
1, onde foram selecionadas e transportadas para o Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da UTFPR.
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No laboratério, as bananas foram lavadas em agua corrente, para a

retirada de impurezas e, posteriormente, deixadas por cinco minutos em uma
solugdo contendo hipoclorito de sédio a 0,5 % de cloro ativo (v/v), apds isso, foi
realizado o enxague com agua destilada e secagem com papel toalha exposto sobre

bancada.

4.4 LOCAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS DE CANOLA

O cultivo da canola foi realizado com sementes hibridas da cultivar
Ayola 4333. A semeadura foi realizada na é&rea experimental da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Pato Branco. Quando as plantas se
encontravam em pleno florescimento, foi realizada a colheita e o corte, em seguida
as plantas foram submetidas a secagem em estufa a 40 °C, por 72 horas. ApGOs esse
procedimento, as plantas secas foram moidas com moinho de facas tipo Willy
(SOLAB) peneira de 0,25 mm para obtencdo do pé de canola, com armazenamento

em geladeira a 4 °C.

4.4.1 Extratos

Para o preparo dos extratos aquosos, foi utilizada a quantidade de 120
g de p6 de canola em 880 mL de agua destilada com o intuito de obter a
concentracéo de 12% (p/v), foram preparados de trés formas.
a) Aquoso simples: O po foi misturado a agua destilada, com posterior filtragem da
solucéo.
b) Maceracédo: O p6 foi misturado a 4gua destilada, e deixado em repouso, durante 8

horas, no escuro, em um recipiente fechado, sendo filtrado posteriormente.
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c) Infusdo: O po foi misturado a agua destilada e fervente por 20 minutos em um

recipiente escuro e fechado, com filtragem apds esse tempo.

4.4.2 Saché artesanal

O po6 de canola foi testado em diferentes doses (0, 6, 12, 18, 24 g).
Cada dose foi distribuida no saché artesanal de tecido poliéster do tipo voil, de baixa

densidade, medindo 10 cm de comprimento x 4 cm de largura.

4.5 VARIAVEIS ANALISADAS

4.5.1 Diametro da lesdo

Para a avaliacdo da area lesionada por C. Musae sobre os frutos de
banana mediram-se dois diametros, nas direcdes superior e inferior, direita e
esquerda, com auxilio de um paquimetro. Os dados de cada repeticao foram obtidos
a partir da medida do diametro médio dos dois lados da leséo.

4.5.2 Contagem de Esporos

Para a contagem de esporos, foi realizada a raspagem das lesdes de

todos os frutos de cada repeticdo, com auxilio da alca de Drigalski, para obtencao da
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massa de esporos. Em seguida foi adicionado nos tubos Falcon 30 mL de agua

destilada esterilizada, para formar a suspensdo de esporos. A concentracdo de
esporos da suspenséo foi determinada com a utilizacdo da camara de Neubauer.

4.6 DIFERENTES FORMAS DE PREPARO DE EXTRATOS DO PO DE CANOLA
NO CONTROLE DA ANTRACNOSE EM BANANA

O ensaio in vivo foi realizado em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, cinco repeticdes e cinco frutos
por repeticdo. Os tratamentos utilizados foram extrato aquoso, maceracao e infusao.
O tratamento testemunha foi constituido somente com agua destilada.

Os frutos de bananas previamente selecionados, desinfestados e
secos, foram imersos em um recipiente plastico contendo as diferentes formas de
extratos por um minuto.

Ao retirar os frutos das solugdes, estes foram distribuidos em bandejas
plasticas, de 36 x 20 cm?, sob anéis de plastico tipo policloreto de vinila (PVC) de 50
mm de diametro e 2 cm de altura, abaixo destes, papel toalha umedecido com agua
destilada esterilizada.

Em seguida foi realizado um ferimento mecénico no centro de cada
fruto, com um perfurador esterilizado, de 2 mm de didmetro e 0,5 cm de
profundidade. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta de preciséo foi inoculada
uma suspensdo de 20 uL de esporos de C. musae a uma concentracdo de 1 x 10°
conidios mL™. As bandejas foram fechadas utilizando saco plastico, e mantidas na
sala de crescimento, a 25 °C por sete dias.

ApoOs este periodo foram realizadas as medidas dos diametros das

lesBes dos frutos e a contagem de esporos.

4.6.1 Anéalises Estatisticas
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Os dados qualitativos foram analisados e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade.
Quando encontrada a significancia, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Assistat.

4.7 ACAO DE DIFERENTES DOSES DE PO DE CANOLA CONTIDOS NO SACHE
ARTESANAL NO CONTROLE DA ANTRACNOSE

O ensaio in vivo foi realizado em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos, cinco repeticdes e cinco frutos por
repeticdo. Os tratamentos utilizados foram as doses (0, 6, 12, 18 e 24 g) de po de
canola, contidos nos sachés artesanais, os quais foram umedecidos com 12, 24, 36
e 48 mL de agua destilada, respectivamente. No tratamento testemunha, o saché foi
umedecido com agua destilada.

Toda metodologia deste teste foi igual ao descrito no item 4.6, com a
diferenca nos tratamentos, e os sachés foram colocados no centro de cada bandeja.

4.7.1 Anéalises Estatisticas

Os dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia e
guando significativo, as médias foram submetidas a analise de regressédo a 5% de
probabilidade pelo teste F, por meio do programa Assistat. Para a variavel conidios,
os dados foram transformados com Vx para andlise estatistica por ndo seguirem a

distribuicdo normal, a sua normalidade foi analisada pelo teste de Lilliefors.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIFERENTES FORMAS DE PREPARO DE EXTRATOS DO PO DE CANOLA
NO CONTROLE DA ANTRACNOSE EM BANANA.

De acordo com os valores obtidos a respeito da acdo das formas de
extracdo do po de canola no diametro da lesdo dos frutos (Tabela 1) observou-se
gue todas as formas de extragdo nao diferiram significativamente da testemunha.
Tabela 1 — Efeito de formas de extracdo do pé de canola, com aplicacdo em pds-colheita, no

didmetro da lesdo (cm) causada por Colletotrichum musae em bananas. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2016.

Formas de extracao Diametro da lesédo (cm)
Aquoso 2.29 "™
Maceragéao 2.20
Infusé@o 2.25
Testemunha 2.07
C. V. (%) 9.26

"s = n&o significativo

C. V. (%) = Coeficiente de Variagdo

Como observado por Carnelossi et al., (2009) ao avaliarem o efeito de
Oleos essenciais no controle pos-colheita de Colletotrichum gloeosporioides em
mamao, o Oleo essencial de Cymbopogon citratus ndo apresentou diferenca
significativa em relagéo a testemunha com inoculagéo, quando avaliado o diametro
da lesé&o dos frutos.

Franco e Bettiol (2000) ao testarem produtos alternativos no controle de
bolor verde em pdés-colheita, constataram que vinagre a 20 e 30%, leite cru a 50%,

acido malico (0,15%) e extratos de Chenopodium ambrosioides e Calendula
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officinarum, além do O6leo de canola e girassol e eucalipto, ndo controlaram o

Penicillium digitatum em frutos de laranja 'Péra’, com destaque ao 6leo de canola
aonde a incidéncia da doenca chegou a 100%.

Soares et al., (2007) ao utilizarem o extrato de mostarda (planta da
mesma familia da canola, em sua composicdo 0s mesmos compostos volateis),
amido de mandioca (2%) e glicerol (2%) na conservacao da batata-baroa, apés seis
dias que as batatas estavam estocadas em bandejas, observou-se o crescimento de
fungos de forma intensa, fato que deve ser atribuido a baixa eficiéncia do extrato de
mostarda, além do que o extrato pode ter sido volatizado, reduzindo as suas
propriedades antimicrobianas, pois foi adicionado anteriormente a gelatinizagdo do
amido com aquecimento na temperatura a 90 °C.

Dessa mesma maneira, a utilizacdo do extrato da canola, ndo foi
eficiente para a reducédo do didametro da lesdo causada por C. Musae, nos frutos de
banana.

Para o nimero de conidios, nas contagens realizadas, as diferentes
formas de extracdes do p6 de canola ndo apresentaram diferenca em relacdo a

testemunha (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito das formas de extracdo do p6 de canola, com aplicagcdo em pés-colheita, no
nimero de conidios (esporos/mL*10°) causada por Colletotrichum musae em bananas.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2016

Formas de extracéo Conidios (esporos/mL*10°)
Aquoso 14.62 ™
Maceracéo 12.50
Infuséo 11.25
Testemunha 10.21
C. V. (%) 30.97

"s = n&o significativo

C. V. (%) = Coeficiente de Variagdo

Assim como evidenciado por Milanesi et al., (2009) ao avaliarem

extratos de plantas sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloesporioides,
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verificaram que o extrato de cancorosa e cinamomo, ndo interferiram no crescimento

micelial do patdogeno e a medida que as concentracfes dos extratos aumentaram,
estimularam o crescimento, nesse caso 0 fungo se beneficiou com o substrato
promovendo o crescimento micelial. Kuhn (2015) também ao avaliar a inibicdo do
crescimento micelial de Colletotrichum musae verificou em relacdo as formas de
extracdo do po de canola, que o0 extrato aquoso apresentou maior nimero de
conidios em relacéo ao extrato macerado.

Rozwalka et al., (2008) testando extratos, decoctos e 0leos essenciais
de plantas na inibicdo do crescimento micelial de Glomerella cingulata e C.
Gloesporioides em frutos de goiaba, verificaram que extratos de bardana tansagem,
sabugueiro, cavalinha, alfavaca e horteld, n&o inibiram C. Gloesporioides, assim
como ao utilizar os decoctos de alfavaca, capim-limdo e funcho, promoveram
crescimento micelial superior ao controle.

Como observado por Silva et al., (2009) ao testarem compostos de
plantas sobre Colletotrichum gloeosporioides do maracujazeiro, observaram que 0
extrato em 100 L de hidrolatos de capim santo, alecrim de vargem, lippia, goiaba
branca e vermelha e alfavaca cravo, ndo afetaram a germinacdo de esporos de C.
gloesporioides, pode ter ocorrido devido as baixas concentra¢cdes dos principios
ativos ou a falta de principios ativos que ndo sdo solluveis em agua, além disso, ao
testarem a manipueira autoclavada verificaram que ndo promoveu efeito no
crescimento micelial do fungo, com a possibilidade da substancia téxica e volatil
(linamarina) no processo de autoclavagem, ser perdida por evaporagdo ou a
degradacdo de compostos fungitoxicos.

Celoto et al., (2008) ao avaliarem atividade antifingica de extratos de
20 plantas a C. gloesporioides constataram que 65% dos extratos hidroetandlicos
apresentaram maior percentagem de inibicdo do crescimento micelial do que os
extratos aquosos, devido a maior eficiéncia que o etanol apresenta em extrair
substancias antifungicas.

A possivel ineficiéncia dos extratos do pé de canola na reducdo do
namero de conidios pode ser relacionada com a evaporacdo dos compostos volateis

capazes de controlar diversos patdégenos ja estudados, presentes nos extratos no
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momento do preparo até a sua utilizacdo, e também o patdégeno na presenca do

extrato se beneficiou, ndo inibindo o seu crescimento.

5.2 ACAO DE DIFERENTES DOSES DE PO DE CANOLA CONTIDOS NO SACHE
ARTESANAL NO CONTROLE DA ANTRACNOSE

O diametro da lesao dos frutos de banana causados por C. musae no
experimento utilizando o saché artesanal contendo diferentes doses utilizadas do p6
de canola, se ajustaram ao modelo matematico polimonial quadratico (Figura 1),

onde nenhuma dose utilizada interferiu na reducdo do diametro das lesdes.

2,8

®

2,7 4
o [ )
E 2 6 -
= °
18 2,5 1
(79}
@
w 249 ®
©
2 23] Y= 2,422 + 0,0519x - 0,0022x°
(O]
E R2=91%
<O &
&

2455

2,0 T T T 1

0 6 12 18 24

P&6 de canola (g)

Figura 1. Efeito das doses do pé de canola contidos no saché artesanal, utilizados na pés-colheita, no
didmetro da lesdo (cm), causada por Colletotrichum musae em bananas. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2016.
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A dose de 24 g quase ficou equivalente a testemunha, apresentando o
diametro médio de 2,42 cm, sendo que a testemunha chegou a 2,41 cm (Figura 1).

Diferentemente do que observado por Pazolini (2014) onde verificou
reducdo na area da lesdo nos frutos de péssegos causada por Monilinia fructicola,
utilizando a combinagdo de extrato simples de canola e termoterapia, com o
tratamento utilizando extrato, inoculacao, termoterapia e extrato, chegando a 66% de
controle da area da lesdo dos frutos e quando utilizando o tratamento extrato e
depois inoculag¢éo apresentou reducdo de 59% da area da leséo.

Da mesma maneira Flores (2013) ao testar extratos de brassicas
repolho, nabica e canola, com as formas de extracdo, infusdo, maceracao e
alcoolico, reduziram a area da lesdo dos frutos de péssego, a melhor forma de
extrato da canola, foi infusdo a qual apresentou area lesionada menor. Na producao
de esporos, as formas de extracdo e as brassicas ndo apresentaram diferenca entre
si, porém foram menores que a testemunha. Além disso com a utilizacdo do extrato
do p6 de canola inibiu a esporulacédo do fungo, com elevado controle ndo diferindo
do controle quimico.

Mari et al., (2008) ao testarem isotiocianatos no controle de M. laxa, em
frutos de péssego, allil e butenil, reduziram a podriddo parda in vivo, além disso a
obtencédo do melhor controle do patégeno foi a submissdo de uma exposicéo de 3 a
6 horas nos vapores de isotiocianatos, porém o modo de a¢&o dos isotiocianatos in
vivo ndo é especificado devido a falta de informacgdes.

Com isso 0 patossistema estudado, onde néo apresentou diferenca
significativa em relacdo a testemunha e ainda as doses aumentaram o diametro da
leséo, pode ser atribuido a essa questdo, o modo de acao foi inversamente do que
vem se estudando em outros patossistemas que a canola foi utilizada e obteve-se
controle. Outra hipOtese a ser descrita, pode estar relacionada a substéancias
presentes na casca dos frutos, que proporcionaram ao fungo melhores condicfes de
desenvolvimento.

Assim como Borges (2011) com o intuito de buscar meios alternativos

ao controle quimico, ao testar 6leos essenciais de cravo-da-india, tomilho e canela,
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no controle de antracnose em frutos de banana, os 6leos aumentaram a area da

lesdo em 20%, provavelmente ndo devem ter sido fixados nos frutos proporcionando
desenvolvimento da doencga.

A ineficiéncia observada no uso do p6 de canola, na reducdo do
diametro da leséo nos frutos de banana, possivelmente se deve a nao sensibilidade
do fungo aos isotiocianatos nas doses testadas, ou as doses utilizadas ndo foram
suficientes para efetuar o controle, no entanto o emprego de doses maiores se torna
impraticavel, pois havera elevado custo para utilizar este meio alternativo.

O numero de conidios do fungo C. musae no experimento utilizando as
diferentes doses do p6 de canola contidos no saché artesanal se ajustaram ao
modelo matematico polimonial quadratico (Figura 2), onde nenhuma dose do pé de
canola reduziu a producdo de conidios em relacdo a testemunha, promovendo

aumento do namero de conidios nas doses 6, 12 e 18 g.

it Y= 3,756 + 0,686x - 0,0304x2

R?*= 97%
75 -

60 -
45 -

30 +

Conidios mL"1 (109)

15 4

0 T T T 1
0 6 12 18 24

P6 de canola (g)

Figura 2. Efeito das doses do pé de canola contidos no saché artesanal, utilizados na pés-colheita no
nimero de conidios (esporos/mL*10°), do fungo Colletotrichum musae em bananas.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2016.
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Cuzzi (2013) ao testar o extrato aquoso e etanodlico da canola sob o
crescimento micelial do Botrytis cinerea, foi verificado uma inibicdo de 34,4% numa
concentracdo de 8,3%, a autora atribuiu este controle devido ao efeito fungicida que
0 extrato possui, com a presenca de compostos volateis, pois mesmo sem entrar em
contato direto com o patdgeno o extrato reduziu o crescimento micelial e a
germinacdo dos conidios do fungo. Além disso, 0 extrato de canola se mostrou
eficiente no controle da doenca em pos-colheita de morangos, ao aplicar diferentes
formas de extracdo de canola o extrato alcodlico e maceracdo, a incidéncia da
doenca reduziu em relagdo a testemunha.

Kuhn (2015) utilizando extratos de canola e mostarda da india no
controle de Colletotrichum musae in vitro, observou que a canola foi mais eficiente
do que a mostarda, para o controle micelial do patégeno, ao utilizar as diferentes
concentragcbes do extrato de canola, a dose na concentracdo de 9% apresentou
inibicdo do crescimento micelial de 16,3%, além do que o método de extracdo
aquoso da canola, apresentou controle do crescimento micelial do fungo, para a
contagem dos esporos ndo houve diferenca significativa.

J& Flores (2013) ao utilizar o extrato de canola na inibicdo do
crescimento micelial de M. fructicola, o controle obtido foi de 78 % na concentracao
de 10% na primeira avaliacdo, na segunda o controle foi de 69%, vale ressaltar que
a testemunha continuou se desenvolvendo e os demais tratamentos se mantiveram
constantes sem crescimento, fato que deve ser atribuido a presenca de compostos
volateis interferindo no crescimento do fungo.

Jamal et al., (2008) ao testarem a eficiéncia de extratos etandlicos de
plantas, Helenium amarum, Alternanthera dentata, Lippia alba, Solanum cordifolium
no controle de C. Musae, apresentaram um controle de 35, 45, 61 e 43%
respectivamente do crescimento micelial do patégeno.

Cuzzi (2013) ao verificar as diferentes formas de extracdo de canola no
controle de Botrytis cinerea em poés-colheita de morangos, constatou o
comportamento de forma diferente em relagao ao in vitro, a autora relata que in vitro
0 patégeno ndo entrou em contato com o extrato, diferentemente do testado in vivo,

gue os extratos tiveram contato direto com os pseudofrutos, com uma possivel
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barreira formada, dificultando a acdo dos conidios do fungo no hospedeiro devido a
isso o processo infeccioso foi retardado. O que é importante salientar com a
utilizacdo da canola ndo alterou os parametros de firmeza de polpa, solidos soluveis
totais e perda de massa, estes extratos, portanto, ndo causam danos na parede

celular dos frutos.
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6 CONCLUSOES

O po de canola nas suas diferentes formas de extratos do p6 de canola
ou nas doses em saché artesanal, ndo foram eficientes no controle da antracnose da
banana em pos-colheita e na reducdo do niumero de conidios do Colletotrichum
musae e no diametro das lesdes dos frutos de banana.

As doses de 69, 12g e 18g em saché artesanal promoveram aumento

do didmetro das lesbes dos frutos e do numero de conidios do patogeno.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso do p6 de canola em diversos patossistemas foi eficiente, com
varios estudos comprovados, desde patégenos de solo até a pods-colheita.
Contrariamente nesse estudo, a canola ndo se mostrou de maneira satisfatoria com
0 objetivo de controlar a antracnose da banana, onde o diametro da lesao dos frutos,
e 0 numero de conidios ndo houve reducéao.

Nesse sentido € importante que continuem as pesquisas com a
utilizacdo das brassicas em outros patossistemas para que se busquem controles
assim como os ja verificados, pois € uma forma de controle alternativo aos produtos
guimicos, que hoje o consumidor busca por produtos que tenham o menor uso de
agrotoxicos, e além disso, para que 0s patdégenos ndo se tornem resistentes as

fungicidas registrados para as culturas.
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APENDICE A — Resumo da andlise da variancia (ANOVA) para o diametro das
lesGes (cm) utilizando as formas de extrato do pé de canola (Tabela

1)
FVv GL SQ QM F
Tratamentos 3 0.14386 0.04795 1.1509"
Residuo 16 0.66664 0.04167
C.V. (%) 9.26

ns = nao significativo
C. V. (%) = coeficiente de variacao

APENDICE B — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para o numero de
conidios utilizando as formas de extrato do p6é de canola (Tabela 2).

FV GL SQ QM F
Tratamentos 3 53.93921 17.97974 1.2700"™
Residuo 16 226.52344 14.15771

C.V. (%) 30.97

ns = nao significativo
C. V. (%) = coeficiente de variacao

APENDICE C — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para o diametro das
lesGes utilizando as doses do p6é de canola contidos no saché

artesanal (Figura 1).

FV GL QM
Tratamentos 4 0.12334
Residuo 20 0.08231
Média 2.625

C.V. (%) 11.18
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APENDICE D — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para o nimero de
conidios utilizando as doses do pé de canola contidos no saché

artesanal (Figura 2).

FV GL QoM
Conidios
(esporos/mL*10"5) ¥
Tratamentos 4 22.30620
Residuo 20 1.31539
Média s 5.774
C.V. (%) 21.16

Y = Dados transformados por vx



