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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar extratos de plantas no controle micelial e
esporulagdo do Fusarium oxysporium f.sp. cubense de Heliconia sp. Foram
coletadas plantas com sintomas de murcha por Fusarium e levadas para o
laboratério de Fitossanidade da UFAM/IEAA para diagnéstico, em meio de cultivo
BDA (batata, dextrose e &gar). Para testar a inibicdo do fungo foram utilizados
trés metodologias, utilizando alho (Allium sativum L.), mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.) e hortela (Mentha piperita L.) como material vegetal para os
extratos alcodlico e acético. No primeiro experimento os extratos foram diluidos e
homogeneizados ao meio BDA. No segundo, a aplicacdo do extrato foi feito em
papel filtro, posicionado sobre a tampa da placa de Petri, utilizando meio de
cultura BDA para crescimento do fungo. Nos dois experimentos foram avaliados o
crescimento micelial e a esporulacdo do fungo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, comparando as médias pelo teste de Tukey a
5% com auxilio do programa SISVAR, versao 5.3. No terceiro experimento, o
tratamento com extratos foi feito em rizomas de helicbnia, onde foram avaliados a
infeccdo e o grau de infec¢cdo, com notas, de 0 a 5. Os trés experimentos foram
mantidos em DIC, sob condi¢Ges de fotoperiodo de 12 horas e temperatura de
25°C+2°C, e com as concentracdes de 0%, 5%, 10%, 15% e 100% de extrato. Os
extratos preparados com acido acético obtiveram controle significativo sobre o
fungo nos trés experimentos. Entre os tratamentos alcodlicos, o extrato de alho
obteve maior controle quando incorporado ao meio. Com o extrato aplicado no
papel filtro, o controle foi maior nos tratamentos de hortela em todas as
concentragfes. Quando em contato com 0s rizomas, 0s extratos ndo obtiveram
controle do crescimento micelial do fungo.

Palavras-Chave: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, controle
alternativo, extratos vegetais.



ABSTRACT

The purpose of this study was to test plant extracts in mycelial control and
sporulation of Fusarium oxysporium f.sp. cubense by Heliconia sp. Were collected
plants with symptoms of Fusarium disease and taken to the Plant Protection
UFAM / IEAA laboratory to diagnostic among the PDA culture (potato, dextrose
and agar). For testing fungus inhibition were used three different methods of
control using garlic (Allium sativum L.) mastruz (Chenopodium ambrosioides L.),
mint (Mentha piperita L.) and yet vegetable material to the alcohol and acetic acid
extracts. In the first experiment, the extracts were diluted and homogenized to the
BDA media. In the second the application of the extract was made on filter paper,
placed on the cap of the Petri dish using PDA culture medium for fungus growth.
In both experiments were analyzed mycelial growth and fungus sporulation. The
data has been subjected to analysis of variance by F test, comparing the
average by Tukey test at 5% using the program SISVAR, version 5.3. In the third
experiment, the treatment with extracts was done in heliconia rhizomes, which
were analyzed the infection and the degree of infection, with notes, 0-5. The three
experiments were kept in DIC under photography period conditions of 12 hours
and a 25°C + 2°C temperature, in the concentrations of 0%, 5%, 10%, 15% and
100% of extract. The extracts preparations with acetic acid had significant control
over the fungus in all experiments. Among the alcoholics treatments , the garlic
extract got greater control when embedded in the media. With the extract applied
to the filter paper, the control was higher in treatments mint. When in contact with
rhizomes, the extracts did not obtain control of mycelial growth.

Keywords: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, alternative control,
vegetable extracts.



1.1. INTRODUCAO

As culturas de importancia agricola para as comunidades produtoras do
sul do Amazonas, precisamente no municipio de Humaitd, AM, sdo comumente
afetadas por patdégenos como fungos, bactérias, virus e nematdides que
comprometem negativamente a producdo, e que, muitas vezes, podem estar
associadas as plantas ornamentais.

As heliconias (Heliconia sp.) desempenham importante papel dentro dos
ecossistemas, pois compdem a flora dos bosques e sub-bosques (Albuquerque,
et al., 2010). Em alguns desses ecossistemas essas espécies atuam como
pioneiras no processo de regeneracdo natural da vegetacdo e restauracdo de
solos degradados, constituindo-se um significativo elemento dentro do sistema de
florestas tropicais umidas (Farias, 2004).

As plantas da espécie de helicbnia compreendem um dos grupos mais
vistosos de plantas herbaceas das florestas tropicais. A regido amazobnica €
privilegiada no que diz respeito a clima e umidade ideal para o cultivo (Arruda, et
al., 2008; Lamas, 2002). Além das florestas nativas, as heliconias sdo bastante
comuns em jardins decorativos. Podem ser encontradas em altitudes que variam
de 0 a 2.000 metros e, em geral, se desenvolvem em ambientes Umidos
plantadas em solos arenosos ou argilosos com pH ente 4,5 a 6,5 (Torres et al.,
2005).

Dentre as flores tropicais, as helicbnias sdo as mais comercializadas,
devido a exoticidade, cores exuberantes e rusticidade. Até a década de 80, o
principal aproveitamento era para o paisagismo, a partir de entdo, iniciaram-se
cultivos comerciais para a producdo de flores de corte (Lamas, 2002). Como
planta ornamental, oferece potencial econbmico para a regido, que até o
momento, pouco pesquisado. A possivel explicacdo para a subutilizacdo das
plantas na regido é oriunda de dificuldades dos produtores rurais e artesanais em
percorrerem as cadeias produtivas sozinhos (Guimarades, 2001), além disso, 0s
produtores enfrentam grandes problemas com tudo que pode afetar a
exuberancia e beleza das plantas, como o transporte, fatores ambientais e
problemas fitossanitarios (Lins & Coelho, 2004). Em relacéo a fitossanidade, Pitta
(1999) menciona que fungos, virus, bactéria e nematdides podem limitar a

producao e alterar a qualidade do produto.
4


http://pt.wikipedia.org/wiki/Jardim

No Brasil, os estudos sobre problemas fitossanitarios de plantas
ornamentais tém sido objeto de diversos trabalhos (Pitta, 1999; Almeida et al.,
1997). Devido as condi¢Bes de cultivo das plantas ornamentais, em uma regido
tropical de temperaturas altas e umidade, além da densidade de plantio, ocorre
um favorecimento para a ocorréncia de doencas, principalmente fungicas, que
limitam a producéo e reduzem a qualidade das flores (Baia et al., 2011).

A fusariose é uma doenga muito comum em tal regido, e dificil de ser
controlada. Para evitar a ocorréncia e disseminacdo na area de plantio € muito
importante adotar cuidados preventivos como erradicacdo de plantas infectadas,
eliminagcédo de focos e touceiras infectadas e cultivo de variedades resistentes
(Blancard et al., 1996; Braga, 1976; Rosales et al., 2003). A severidade da
doenca pode ser amenizada evitando condi¢des de alta umidade e temperatura,
devendo-se entdo evitar solos argilosos, mal drenados e com fertilidade
desequilibrada (Bianchini et al., 1997). Domingos & Andrade (2005) mencionam
gue para nao ter problemas com o fungo € importante a selecéo de areas livres
de ocorréncia, inspecdo e certificacdo de materiais propagativos, pousio,
solarizacdo do solo, calagem, tratamento de substratos, rotacdo de cultura, evitar
ferimentos no colo da planta e realizar a remocéao dos restos culturais da area.

O tratamento quimico no controle de fitopatdbgenos é muito utilizado na
agricultura. Os beneficios sdo muitos, bem como as consequéncias pelo uso
indiscriminado (Venturoso, 2009). O uso racional destes produtos, a curto prazo,
pode resolver o problema, mas a longo prazo podem gerar individuos resistentes,
além da poluicdo causada por residuos. Em vista disso, um dos enfoques das
pesquisas é o0 controle alternativo fitossanitario por produtos alternativos a
produtos quimicos, o qual inclui o controle biolégico e a inducdo da resisténcia em
plantas (Bettiol, 1991). Defensivos alternativos podem ser conceituados em
produtos que sdo preparados a partir de substancias néo prejudiciais a saude e
ao meio ambiente, que tenham alta eficiéncia no controle de artropodes e
microrganismos nocivos sem favorecer a resisténcia, que tenha fécil
disponibilidade, custo reduzido e que néo seja toxico (Fernandes et al., 2006).

No controle alternativo, extratos botanicos tém sido estudados por se
tratar de um material de origem vegetal e que, por ser natural, € menos toxico que

defensivos quimicos (Stangarlin et al., 1999), além disso, ndo existem produtos
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fitossanitérios registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) para o controle de doencas em heliconia (Sobrinho, 2008).

Dentre as muitas espécies de plantas usadas nas pesquisas para o
controle alternativo, destaca-se o alho (Allium sativum), por conter a aliinase e
aliina. Quando a membrana destas se rompem, formam a alicina, responséavel
por defesas da planta, e por seus efeitos, inativam microoganismos (Heinzmann,
2001). O hortela (Mentha sp.) e mastruz (Chenopodium ambrosioides) também
sdo muito estudados por suas propriedades farmacéuticas, como planta medicinal
ou aromatizante, o mastruz tem ainda efeitos fungicida e inseticida (Baia et al.,
2011).

Em relacdo as concentracfes de extrato usadas nas pesquisas, tem-se
constatado diferencas no desenvolvimento dos fitopatogenos. Quanto maior a
concentracdo, maior € a tendéncia de controlar o crescimento do patdégeno
(Venturoso, 2009), buscando sempre o maior controle na menor concentracao de
extrato.

E notavel a importancia de pesquisas relacionada ao uso de Oleos e
extratos vegetais como alternativa de controle para fitopatdgenos tornando-se
fundamental a realizacdo de trabalhos visando ampliar os conhecimentos

cientificos sobre o assunto.



1.2. REVISAO DE LITERATURA
1.2.1. Aspectos gerais das heliconias

O nome “Heliconia” é derivado de “Helicon”, uma montanha na Grécia,
conhecido pelos antigos gregos como a casa das Musas, assim sugerindo um
primeiro relacionamento entre estas plantas e as bananeiras (Berry & Kress,
1991).

As helicbnias sdo plantas nativas dos trépicos da regidao que abrange o
continente americano. Esse género de plantas ocorre com ampla distribuicdo
entre a América Central e América do sul, regibes estas, que de acordo com
Kress (1990) e Castro & Graziano (1997) caracterizaram em trabalhos como de
solos ricos em nutrientes e de altos indices pluviométricos.

Originalmente, as helicbnias pertenciam a familia das bananeiras
(Musaceae), devido as caracteristicas semelhantes entre estas plantas, mas foi
por peculiaridades que as heliconias passaram a constituir a familia Heliconiaceae
(Castro, 2007). O género Heliconia atualmente € o Unico representante da familia
Heliconiaceae, existindo cerca de 250 espécies das quais 98% sao nativas da
América Tropical e 30 nativas do Brasil (Lamas, 2002).

A familia Heliconiaceae esta incluida na ordem Zingiberales, juntamente
com as familias Musaceae, Strelitziaceae, Lowiaceae, Zingiberaceae, Costaceae,
Cannaceae e Maranthaceae (Atehortua, 1998). As plantas pertencentes a esta
ordem, caracterizam-se como herbaceas, rizomatosas, eretas, com porte variavel
de acordo com a espécie e com folhas de diversos tamanhos. Possuem
pseudocaule e bracteas de variados tamanhos, cores e texturas, e de
inflorescéncias eretas ou pendentes (Castro, 1995).

Existem dois grupos distintos de helicbnias que, de acordo com Abalo
(1999), sédo as pertencentes ao subgénero Heliconiopsis, originarias do Pacifico
Sul, e as pertencentes aos subgéneros Taeniostrobus, Stenochlamys e Heliconia,
encontradas do norte do México até o noroeste da Argentina.

Quanto ao numero de espécies, estima-se que 0 género possua
aproximadamente 250 espécies distribuidas inicialmente nos neotrépicos, mas
apenas 180 foram descritas até o0 momento (Berry & Kress, 1991). No Brasil, ja

foram encontradas cerca de 40 espécies, as mais comuns: H. acuminata, L.



Richards, H. angusta Vell, H. auriculata Barr, H. aurorea L., H. hirsuta L., H.
pendula Wawra, H. psittacorum L., H. rostrata Ruiz & Pavan, e H. velloziana L.
(Castro & Graziano, 1997), sendo reconhecidas por nomes vulgares como
banana-do-mato, bananeira-de-jardim, bico-de-guara, falsa-ave-do-paraiso, bico-
de-papagaio, paquevira, péassaro-de-fogo, caeté, asa-de-arara, entre outros
(Castro, 1995; Castro & Graziano, 1997; Lorenzi, 2008).

De acordo com Ribeiro et al. (2012), as helicdnias sao plantas herbaceas,
variando de 0,5 m a 6,0 m de altura podendo atingir 10 metros conforme a
espécie. Apresentam crescimento rizomatoso com emissdo de perfilhos, que
podem ser agrupados ou adensados (Costa, 2005). As folhas apresentam limbo,
peciolo e bainha, opostas e dispostas em duas fileiras verticais (Torres et al.,
2005), sdo grandes e com nervuras transversais, algumas espécies possuem
pélos ou cera nas folhas (Silva, 2009). Segundo Gallo (2002), essa cerosidade e
pilosidade atuam como uma causa morfologica de resisténcia de plantas a
insetos.

De acordo com habito de crescimento e disposicdo das folhas, Berry &
Kress (1991) classificam as heliconias em 3 grupos: musoide, candide e
zingiberdide. Mosca (2005) relata que o grupo musoide tem peciolos grandes, em
posicao vertical, a zingiberdide tem peciolos curtos em posicdo mais horizontal e
a canoide tem posicao de peciolo mais obliqua e sdo curtos a médios.

A inflorescéncia surge no ponto terminal de crescimento do pseudocaule,
sendo formada por um pedunculo alongado no qual estdo inseridas as bracteas,
em formato de canoa, que variam de tamanho e cor (Paiva, 1998), conforme a
espécie. De acordo com Lorenzi (2008), as cores das bracteas variam de
vermelho, alaranjada, résea, amarela e com faixas verdes, a espécie H.
vellerigera apresenta ainda bractea pubescente (velutinas). Ainda de acordo com
este autor, a cor das flores podem ser a mesma da bractea ou branca, creme, e
amarelada. Segundo Santos (1977), com excecao da espécie H. episcopalis, as
bracteas tém habito perene e a lltima bractea pode ser fértil ou estéril. A bractea
inferior frequentemente € sem flores e as demais mostram flores que exsudam
uma grande quantidade de néctar, tornando-se atrativas para 0s passaros e

morcegos (Castro, 1995), sendo estes os principais polinizadores destas plantas



(Berry & Kress, 1991). Os passaros, roedores e esquilos ajudam a dispersar as
sementes quando os frutos ficam maduros (Abalo, 1999).

As helicGnias podem ser propagadas, ainda, por divisao de touceiras, por
sementes e rizomas (Lorenzi, 2008). A propagacdo sexuada apresenta varias
desvantagens, dentre as principais a dorméncia de sementes, desuniformidade
das plantas e principalmente devido ao periodo de floracdo muito demorado, de 3
a 4 anos apos a semeadura (Nannetti, 1994).

A propagacao comercial das heliconias é predominantemente assexuada,
por rizomas. Os rizomas sdo do tipo simpodial (ramificado), seus 06rgaos
subterraneos servem como fonte de reservas, nutrientes e agua para periodos
longos de estiagem ou de baixas temperaturas, assegurando a sobrevivéncia da
espécie (Castro, 1995). No entanto, a divisdo por rizomas pode disseminar
patogenos (Paiva, 1998), por plantios sucessivos, via rizomas contaminados por
bactérias, virus, nematoéides e fungos, como o Fusarium sp. (Nathan et al., 1992).
Segundo Torres et al. (2005) uma das limitagbes da cultura € a disseminacdo de

doencas por meio de mudas produzidas pela divisédo do rizoma da planta.

1.2.2. Ocorréncia de fitopatégenos em Helicnia sp.

O agronegécio da floricultura movimenta aproximadamente US$ 60
bilhdes anuais no mercado mundial (Batalha, 2007). Apesar da importancia da
floricultura, os produtores enfrentam problemas devidos a doencas que afetam o
mais importante para essa cultura: o visual das plantas (Lins & Coelho, 2004).

Dentre os fitopatdgenos que afetam as helicdnias, Coelho & Warumby
(2002), destacam que as principais espécies de nematéides que afetam sdo os do
género Melodoigyne, Helicotylenchus e Radopholus. Em suas pesquisas com
flores ornamentais, Assis (2006), constatou a ocorréncia de 100% de sintomas de
Meloidoginose na area de plantio, das espécies Melodoigyne foram detectadas M.
incognita, M arenaria e M. javanica. Dentre as bactérias mais importante para as
helicbnias, destaca-se a Ralstonia solanacearum (Coelho & Warumby, 2002; Lins
& Coelho, 2004).

Em pesquisas com helicbnias, Santos et al. (2009) identificaram a

ocorréncia dos fungos Cladosporium sp., Colletotrichum gloeosporioides, e



Curvularia sp. De acordo com Freire (2006), a espécie Colletotrichum
gloeosporioides € encontrada em heliconias em todo o Brasil, o que faz com que
a antracnose seja uma das principais doencas de natureza fungica de flores
tropicais. Além destes, em pesquisas ja foram constatadas a ocorréncia de
Bipolaris cynodontis (Santana et al., 2009), Puccinia heliconiae, Rhizoctonia
solani, Puccinia heliconiae, Bipolaris incurvata e Fusarium oxysporum f.sp.
cubense (Lins & Coelho, 2004).

O fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense é o agente causador da
murcha por fusario em Heliconia sp, sendo esta uma grave doenca das
helicbnias, com controle, basicamente, pelo uso de cultivares resistente. Todas as
estratégias de controle sdo voltadas para pesquisas com bananeiras (Castro,
2007). O fungo tem quatro ragas identificadas, as ragas 1, 2 e 4 causam o mal-do-
panama nas bananeiras (Musa sp.) a raca 3 € detectada em cultivares selvagens
e plantas ornamentais (Moreira, 1999).

Existem duas hipoteses em relacdo a origem do fungo, a primeira € que
surgiu na Asia e se dispersou para a Africa e Américas através do transporte de
rizomas e/ou plantas infectadas, e a segunda hipotese é a origem em varias
regides e que co-evoluiram independentemente (Castro, 2007). De acordo com
Perez-Vicente (2004), por enquanto, a ocorréncia mundial do fungo esta
localizada aos 30° N a 30° S, ndo havendo ainda registros nas llhas do Pacifico
Sul, Somalia e Mediterraneo.

O género Fusarium é caracterizado pelo rapido desenvolvimento, suas
col6nias fungicas adquirem coloracdo palida ou colorida (violeta a parpura ou do
creme a laranja), com micélio aéreo e difuso (Domsch et al.,, 1980). As duas
principais formas de esporos de Fusarium sdo os microconidios (unicelulares e
uninucleados) e macroconidios (0s mais comuns sdo multicelulares, mas cada
célula tem somente um nucleo). Os nlcleos dos macroconidios sdo descendentes
mitéticos de um mesmo nucleo progenitor, sendo assim, idénticos geneticamente
(Puhalla, 1981). De acordo com Menezes & Oliveira (1993), os microconidios sdo
ovais a reuniformes e hialinos e os macroconidios fusiformes, falcados e isolados.

Os sintomas de uma planta infectada pelo fusario podem ser observados
externa e internamente. Como sintoma externo, ocorre 0 amarelecimento e seca

progressiva das folhas mais velhas para as mais novas, com posterior murcha e
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quebra do peciolo junto ao pseudocaule, observa-se, ainda, um estreitamento de
limbo nas folhas mais novas e engrossamento das nervuras secundarias,
ocasionando necrose do cartucho e rachadura do feixe das bainhas préximo ao
solo. Internamente  observam-se  pontuacbes pardo-avermelhadas e
escurecimento vascular, principalmente nas laterais do pseudocaule e rizoma
(Warumby et al., 2004; Cordeiro et al., 2005), Cordeiro et al. (2005) menciona
ainda que esses sintomas iniciam de 2 a 5 meses apos a infecgéo.

Conforme Castro (2007), dentre as formas de controle do Fusarium
oxysporum f.sp. cubense a utilizacdo de espécies ou cultivares resistentes é a
medida mais eficiente e econdmica para o controle da murcha de fusario. Ribeiro
et al. (2012) citam algumas formas de controle do fungo, como o0 uso de
defensivos a base de iodo ou calda bordalesa, cuidados com a manipulacdo de
materiais no plantio, incluindo a restricdo de pessoas circulando na area e
solarizagdo para evitar excessos de umidade. Ainda assim s&0 necessarios
estudos de maneiras de controle que impedem a disseminacéo do fungo através

do material propagativo infectado.

1.2.3. O potencial fungitoxico de extratos de plantas e o uso sobre o controle de

fungos fitopatogénicos

Atualmente, um dos enfoques da agricultura € o controle alternativo de
doencas, com o controle biolégico e a inducdo da resisténcia (Bettiol, 1991). A
inducao da resisténcia envolve a ativacao de mecanismos de defesa da planta em
respostas a agentes bioticos ou abioticos (Hammerschidt & Dann, 1997).

Os mecanismos de resisténcias, podem ser estruturais, como o acumulo
de fitoalexinas, papila, lignificacdo e tilose, ou proteinas relacionadas a
patogénese (Pascholati & Leite, 1995). A protecdo oferecida pelos extratos a
planta € capaz de protegé-la contra infeccfes por patdgenos. Estes produtos tém
sido usados empiricamente pelos produtores em pequenos plantios (Bettiol,
1991). Segundo Diniz (2006), o uso de extratos podem reduzir a intensidade de
doencas em cultivos organicos.

Extratos botanicos apresentam em sua composi¢do, propriedades
antifangicas. Na constituicdo de tecidos e do metabolismo de plantas existem

compostos com acao inseticida, analgésica, antiviral, fungicida, entre outros
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(Pletsc, 1998), devido a isso as plantas medicinais vem sendo muito estudadas
como extrato bruto e 6leo essencial (Matos, 1997) por possuirem a caracteristica
de serem inofensivos ao homem e ao meio ambiente se tratando de um produto
natural, além disso, 0s custos sdo menores e muito destes superam produtos
sintéticos em sua a¢do microbiana (Stangarlin et al., 1999). Estudos realizados in
vitro e in vivo demonstram o potencial de extratos botanicos no controle
fitopatologico. Para Tagami et al. (2009) alguns compostos presentes nos extratos
guando aplicados a uma planta podem fornecer defesas, por atividade
antimicrobiana e até mesmo pela inducéo da resisténcia.

Em estudos realizados “in vitro”, Pastro et al. (2012) obtiveram total
controle do fungo Phomopsis phaseoli em sementes de soja com extrato obtido
do cravo-da-india. O mesmo efeito foi observado por Ribeiro (2008) sobre
Aspergillus e Penicillium em sementes de caupi e Rozwalka et al. (2008), C.
gloeosporioides em sementes de goiaba. Paz et al. (2011), testaram o efeito da
citronela, nim e eucalipto no crescimento micelial do Corynespora cassiicola do
mamoeiro, com resultados satisfatérios para o 6leo de nim. O nim obteve controle
também sobre o Pyricularia oryzae, e o cravo-da-india e nim controlaram o
crescimento do Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum sp
vasinfectum e Pyricularia oryzae em estudo feitos “in vitro” por Silva et al., (2012).
Em pesquisas, Camatti-Sartori et al. (2011), testaram extratos de plantas e
obtiveram maior controle do Fusarium sp e Botrytis sp com extrato de alecrim.
Baia et al. (2011) conseguiram controlar o crescimento micelial do Sclerotium
rolfsii com extrato preparado de Cip6 Sucuriju. Guimaraes et al. (2011) avaliando
a atividade do Oleo essencial de capim-limdo observaram alta fungitoxicidade do
Oleo sobre os fungos fitopatogénicos Alternaria alternata, C. gloeosporioides,
Fusarium oxysporum cubense e Bipolaris sp. Tyagi & Malik (2011) observaram
alto efeito antimicrobiano do 6leo de hortela-pimenta sobre os fitopatdgenos
Penicillium digitatum, Aspergillus flavus, A. niger e Fusarium oxysporum.
Combrinck et al. (2011), avaliando o efeito de 2 pL mL™ e 3 pL mL™ do 6leo de
hortela-pimenta, observaram inibicdo completa do crescimento micelial de P.
digitatum e C. gloeosporioides, respectivamente.

Os 6leos de plantas séo fontes potenciais de compostos antimicrobianos.

Comparar resultados de estudos é dificil, pois a composicédo destes extratos pode
12



variar muito, conforme a regido de plantio, condi¢des climéticas, idade da planta,
método de secagem e extracdo do extrato (Al-Reza et al., 2010).
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Geral
Testar o potencial fungitoxico de extrato de plantas no crescimento

micelial e esporulacéo e a infectividade em rizomas de helicbnias por Fusarium

oxysporium f.sp cubense.

1.3.2. Especificos
1. Coletar plantas de Helicbnia sp. com sintomas de murcha por fusario e isolar o

fungo Fusarium oxysporium f.sp cubense;

2. Realizar o teste de patogenicidade de Fusarium oxysporium f.sp cubense em
cultivares de banana,

3. Comparar as diferentes concentragdes dos extratos acético de alho, mastruz e
hortelda e dos extratos etanodico de alho, mastruz e hortela na inibicdo e
esporulacéo in vitro do fungo Fusarium oxysporium f.sp cubense no meio de
cultivo BDA;

4. Comparar as diferentes concentracdes dos extratos acético de alho, mastruz e
horteld e dos extratos etandico de alho, mastruz e hortela adicionados ao papel
filtro na inibicAo e esporulacdo in vitro do fungo Fusarium oxysporium f.sp
cubense €;

5. Avaliar o grau de infeccdo de Fusarium oxysporium f.sp cubense em rizomas

de heliconia tratadas com extrato acéticos e etandlicos.
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CAPITULO 2

Avaliacdo da atividade antifungica de extratos vegetais no
controle in vitro do Fusarium oxysporium f.sp. cubense
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RESUMO

Os extratos, acético e alcodlico, foram usados homogeneizado ao meio de cultura
BDA (batata, dextrose e &gar) e em papel filtro, para testar o crescimento micelial
e esporulacao do fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense, isolado de plantas de
Heliconia sp. Para o preparo dos extratos foram utilizados bulbos de alho (Allium
sativum L.), folhas de mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) e hortela (Mentha
piperita L.), como materiais vegetais. Os extratos foram utilizados nas
concentragbes de 0%, 5%, 10%, 15% e 100%. No primeiro experimento, 0S
extratos diluidos foram homogeneizados ao meio BDA. No segundo experimento,
utilizou-se papel filtro, posicionados sobre a tampa da placa de Petri, umedecidos
com 8 mL do extrato diluido. As andlises de crescimento micelial iniciaram 24
horas apds a repicagem do fungo, com medicbes da coldnia fungica em duas
direcdes opostas. No oitavo dia foi avaliada a esporulagdo do fungo, com quatro
leituras de gota por tratamento, em camara de Neubauer e microscoépio 6ptico. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, comparando as
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os extratos acéticos
obtiveram controle significativo do fungo nos dois experimentos. Entre os extratos
alcodlicos, no primeiro experimento, todos os tratamentos inibiram o crescimento
micelial e esporulacdo do fungo e apenas o tratamento de 100% de alho controlou
o fungo. No segundo experimento, os tratamentos acéticos de hortelad controlaram
o fungo em todas as concentracdes. Os tratamentos alcodlicos inibiram o fungo
em todos os tratamentos, com controle no tratamento de mastruz 100%.

Palavras-chave: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, controle in
vitro, extrato de vegetais.
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ABSTRACT

The alcoholic and acetic extracts were homogenized into to PDA culture (potato,
dextrose and agar) and on filter paper to test the mycelial growth and sporulation
of Fusarium oxysporium f.sp. cubense funge isolated from Heliconia's plants. For
the preparation of the extracts were used garlic's bulbs (Allium sativum L.),
and mastruz's leaf (Chenopodium ambrosioides L.) and mint (Mentha piperita L.),
as vegetable materials. The extracts were used at concentrations of 0%, 5%, 10%,
15% and 100%. In the first experiment, the extracts were diluted homogenized in
the PDA media. In the second experiment, we used filter paper placed on the cap
of the Petri dish, moistened with 8 ml of the diluted extract. The analyzes of
mycelial growth started 24 hours after the fungal inoculation, with measuring of
fungal colony in two opposite directions. On the eighth day was evaluated the
fungal sporulation, four readings letf of drop per treatment, in a Neubauer chamber
and optical microscope. Data were subjected to analysis of variance by F test,
comparing the means by Tukey test at 5% probability. The acetic extracts had
significant control of the fungus in the two experiments. Between the alcoholic
extracts in the first experiment all treatments inhibited the mycelial growth and
sporulation and only treatment 100% garlic's bulbs controlled the fungus. In the
second experiment, acetic minttreatments controlled the fungus at all
concentrations. The alcohol treatment inhibited the fungus in all treatments with
control treatment mastruz 100%.

Keywords: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, control in vitro,
plant extract.
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2.1. INTRODUCAO

Os problemas ocasionados pelo uso de fungicidas sintéticos usados na
agricultura tém elevado a busca de um controle alternativo que seja seguro, viavel
e eficiente no controle de fungos fitopatogénicos (Silva et al., 2010). O uso de
extratos de plantas j& vem sendo muito estudados para testar a atividade
antimicrobiana destes em organismos fitopatogénicos.

O poder antifungico de extrato de plantas ja foi comprovado por varios
autores, porém observa-se que nado existe uma metodologia padrédo para testar in
vitro essa atividade antifungica (Sarmento-Brum et al., 2013), contudo é
indispensavel a adocao de uma metodologia que mais se aproxime de condi¢cbes
in vivo e aplicavel a cultura.

Um dos métodos estudados hoje para o controle fangico “in vitro” € o uso
do extrato homogeneizado ao meio de cultura. Desta forma, além do fungo
encontrar todos 0s nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento in vitro,
encontrara, também, compostos oriundo dos extratos e, por sua a¢ao antifungica,
€ possivel avaliar o crescimento micelial do fungo com o meio de cultura toxico.
Outra forma de testar o crescimento fungico in vitro é utilizando papel filtro com o
extrato para fornecer umidade dentro da placa de Petri com as propriedades
liberadas pelo extrato testado. De acordo com Lee et al. (2008), utilizando esta
metodologia € possivel avaliar a fungitoxidade dos compostos dos extratos que
séo volatilizados.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo comparar as
diferentes concentracdes dos extratos acéticos e etanolicos de alho, mastruz e
horteld na inibicdo micelal e esporulacdo in vitro do fungo Fusarium oxysporium
f.sp. cubense através das metodologia do extrato homogeneizado ao meio de

cultivo e adicionados ao papel filtro.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Coleta e localizagéo da area

O municipio de Humait4 estd localizado as margens esquerda do rio
Madeira, no sul do Estado do Amazonas, afluente da margem direita do Rio
Amazonas, distante cerca de 675 km da capital, Manaus, pela Rodovia BR-319.
Limita-se com os municipios de Manicoré (norte), Tapaua (leste), Canutama
(oeste) e com o Estado de Rondbnia, com aproximadamente 200 km de distancia
da capital, Porto Velho. O municipio de Humaité esta localizado nas coordenadas
geograficas 7°30°'22"S. e 63°01’15"W.

Para a obtencdo de isolados flngicos, foram coletadas plantas de
Helicbnia sp, em é&reas plantadas e jardins, incluindo folhas, inflorescéncias e
rizomas, com sintomas de doencas fungicas dentro do municipio de Humaita e
nas comunidades ribeirinhas de Sdo Miguel, Paraiso Grande e Paraisinho.

As plantas foram foto-documentadas e levadas ao laboratorio de
Fitossanidade da Universidade Federal do Amazonas, Instituto de Educacéo,
Agricultura e Ambiente, mantidas sob refrigeracdo a 2°C até o momento dos

isolamentos.

2.2.2. Isolamento e manutencéo dos isolados

As plantas passaram por uma pré-lavagem em agua corrente para
retrada de residuos do campo. Em seguida foram feitos cortes de
aproximadamente cinco milimetros na area de transicdo do sintoma para o
isolamento. Os discos passaram por um tratamento de lavagem em agua
destilada e hipoclorito 2% na proporcgéo 3:1.

O isolamento foi feito em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar),
utilizando os discos de amostras posicionados em quatro pontos perpendiculares
na placa de Petri, com duas repeticdes.

Durante sete dias as placas permaneceram sob condi¢des de fotoperiodo
de 12 horas e temperatura de 25°C+2°C para propiciar o crescimento micelial do
fungo nas placas de Petri. Apés o periodo de sete dias, as placas foram mantidas

sob refrigeragdo de 2°C a 5°C.
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2.2.3. Teste de Patogenicidade do fungo Fusarium oxysporium f.sp.

cubense.

Para o teste de patogenicidade foram utilizadas bananas das cultivares
prata, maca e pacovan para a inoculagéo do fungo e verificagdo da infeccdo. As
bananas foram previamente lavadas em agua corrente, tratadas com hipoclorito
2% e passadas por uma lavagem em agua destilada.

O fungo foi inoculado em ambas as extremidades das bananas, conforme
a infestacdo do fungo. As bananas foram mantidas em bandejas sob condi¢des
de camara Umida por 10 dias e temperatura de 25°C+2°C. As estruturas
desenvolvidas foram isoladas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e

apos sete dias foram visualizadas as suas estruturas fungicas.

2.2.4. Preparo dos extratos

Foram utilizados os materiais na propor¢cédo de 100g do material vegetal,
250mL de agua destilada esterilizada (ADE) e 250mL de alcool etandico P.A,
triturados em liquidificador para preparo do extrato alcodlico. Para o preparo do
extrato acético foram utilizados 100g do material vegetal triturados em
liquidificador contendo 250mL de agua destilada esterilizada (ADE) e 250mL de
acido acético. O material vegetal utilizado nos extratos foram folhas frescas de
mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) e hortela (Mentha piperita L.), e bulbos
de alho (Allium sativum L.), previamente lavados em agua destilada, e triturados
com os reagentes por aproximadamente 1 minuto.

Os extratos prontos foram colocados em um recipiente de vidro vedado,
por um periodo 96 horas no escuro, para realizacado do processo de extracdo por
infusdo dos compostos. Apos este periodo, foi feito uma filtragem em papel filtro,
permanecendo abertos por 72 horas para favorecimento da evaporacdo dos
reagentes. Os extratos obtidos foram armazenados em refrigerador a 4°C até o

uso.

2.2.5. Experimento 1. Extrato homogeneizado ao meio BDA
Os extratos foram expostos a radiacdo UV por 30 minutos, em seguida
foram diluidos em 5%, 10%, 15% e 100% em meio BDA 95%, 90%, 85% e 0%

misturando-os a concentracao final de 100%. Na concentracdo 100%, foram
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utilizados 0,5mL do extrato depositado sobre o meio BDA solidificado. Para a
testemunha, utilizou-se apenas o meio de cultura BDA para o crescimento
fungico.

O meio de cultura, juntamente com o extrato homogeneizado, foi vertido
em placas de Petri e, apés a sua solidificacdo, pequenos discos miceliais foram
repicados para o centro das placas. Apdés a vedacao das placas, as mesmas
permaneceram sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C+2°C, por oito
dias, com a primeira analise iniciada ap0s 24 horas da repicagem.

As analises de crescimento micelial foram feitas diariamente com o auxilio
de um escalimetro para medir o desenvolvimento da col6nia fungica, em dois
sentidos opostos na placa.

A avaliacao de esporulacao do fungo foi feita apos oito dias da montagem
do experimento. Para a avaliacdo da esporulacdo foram adicionadas em cada
placa 20 mL de ADE (agua destilada e esterilizada) e para remocéo micelial foi
utilizado um pincel de cerdas macias, com 50 passadas. Em seguida, esta
solucdo foi filtrada em duas camadas de gaze estéreis, esta solucao foi
determinada em hemacitdmetro em camara de Neubauer e microscépio Optico,
obtendo-se quatro leituras para cada tratamento.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F,

comparando as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.2.6. Experimento 2. Extrato no papel filtro

Os extratos foram expostos a radiacdo UV por 30 minutos, em seguida
foram diluidos nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 100% com agua destilada
e esterilizada.

Os discos de papel filtro foram posicionados sobre a tampa da placa de
Petri e na placa de Petri, o0 meio de cultura BDA. No papel filtro, foram
adicionados 8mL do extrato diluido nas devidas concentracdes de tratamento e
apos a repicagem do fungo nas placas, as mesmas foram vedadas e mantidas a
temperatura de 25°C+2°C e fotoperiodo de 12 horas, por 8 dias (Figura 1). As
analises foram iniciadas 24 horas apds a repicagem, com medi¢cdes em dois

sentidos opostos da placa com auxilio de um paquimetro. Para as testemunhas,
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foram utilizados discos de papel filtro umedecido com &agua destilada e
esterilizada, e seco.

O experimento foi conduzido em DIC, com 3 repeticbes. Foram avaliados
0 crescimento micelial e a esporulagédo do fungo por tratamento. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias obtidas foram
submetidas ao teste de Tukey a 5%, com auxilio do programa SISVAR, versao
5.3.

FIGURA 1. Etapas da montagem do experimento. A) Diluicdo dos extratos; B)
Uso das diluicdes para umedecimento do papel filtro; C) Placas vedadas.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Teste de Patogenicidade do fungo Fusarium oxysporium f.sp.

cubense.

O fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense apresentou sintomas tipicos
de infeccdo nas cultivares de banana. Foi observado crescimento micelial do
fungo no local da inoculacdo (Figura 2) e ap6s 15 dias de inoculacdo houve a
necrose total em todas as amostras analisadas. O resultado do teste comprovou a
ocorréncia do agente causador da mucha. O fungo repicado apresentou colonia

colorida, variando da cor creme a laranja, conforme Domsch et al., (1980).

, P F
FIGURA 2. Teste de patogenicidade do Fusarium oxjéforium f.sp. cubense. A)

Testemunha; B) Apés 48 horas em camara umida; C) 7 dias ap0s a inoculacao do
fungo e; D), E), F) 15 dias apos a inoculacéo do fungo.

2.3.2. Experimento 1. Extrato homogeneizado ao meio BDA

Os extratos preparados com acido acético controlaram significativamente
o crescimento micelial e a esporulacdo do fungo em comparacdo com 0s extratos
alcodlicos, a inibicdo do crescimento micelial e esporulacdo foram de 100% em
todos os tratamentos acéticos (Figura 3).

Entre os extratos alcodlicos, através da metodologia do extrato
incorporado ao meio fundente, os melhores resultados para o controle in vitro do

Fusarium oxysporium f.sp. cubense foi do extrato de alho a 100% controlando
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totalmente o crescimento fungico. Na concentracdo de 15% obteve-se 80,62% de

controle do crescimento micelial.

< o I

FIGURA 3. Crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense. A)
Concentracdo de 5%, B) Concentracdo de 10%, C) Concentracdo de 15%, D)
Concentracdo de 100%. a) Tratamentos de alho, m) tratamentos de mastruz, h)
tratamentos de horteld. 1) Tratamento alcodlico. 2) Tratamento acético.

Entre os tratamentos alcodlicos, o extrato de alho mostrou-se o mais
eficiente no controle do crescimento micelial do fungo, porém ndo controlou a
esporulacdo, houve apenas inibicdo (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
obtidos por Ribeiro & Bedendo (1999).

Santos et al. (2010) observaram o efeito do extrato de alho no
crescimento micelial do fungo Aspergillus niger e verificaram uma reducédo
significativa no seu desenvolvimento. Camatti-Sartori et al. (2011) em pesquisas
com extrato de plantas obtiveram o menor efeito inibitdrio entre os tratamento
para o extrato acético e alcodlico de alho no crescimento de Botrytis sp.

Os extratos de horteld e mastruz exerceram pouca inibicdo sobre o
crescimento micelial e esporulacdo. Baia et al. (2011) testaram o0s extratos

aquosos de mastruz e hortelda no controle in vitro do Sclerotium rolfsii isolado de
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antdrio e obtiveram resultados semelhantes, apenas inibicdo no crescimento

micelial do fungo, mas sem grande significancia.

TABELA 1. Crescimento micelial (CM) e esporulacdo (E) do fungo Fusarium
oxysporium f.sp. cubense.

(%) Material vegetal Extrato acético Extrato Etandico
CM E CM E
(cm) (un) (cm) (un)
Alho 0,28aA 0 3,02cB 223
5 Hortela 0,3abA 0 5,20eb 840
Mastruz 0,25aA 0 5,30eb 193
Alho 0,22aA 0 2,23ch 74
10 Hortela 0,32bA 0 5,95fB 435
Mastruz 0,23aA 0 5,73efB 271
Alho 0,22aA 0 1,75bB 108
15 Hortela 0,34abA 0 5,02eB 218
Mastruz 0,23aA 0 5,75efB 253
Alho 0,23aA 0 0,35aA 0
100 Hortela 0,33abA 0 * 159
Mastruz 0,25aA 0 * 76
0 Testemunha 6,1c 915 6,089 1001
CV(%) 8,43 - 6,09 -
DMS: 0,158

Erro Padrao: 0,045

Médias seguidas das mesmas letras minuUsculas (colunas) e maiusculas (linhas) ndo diferem
entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *Crescimento
micelial desordenado do fungo na placa de Petri.

Camatti-Sartori et al. (2011), testaram os extrato acético e alcodlico em
Fusarium sp. e Botrytis sp, e observaram que o extrato de menta controlou em
40% o crescimento micelial do Fusarium. Sobre o Botrytis sp, 0 uso do extrato
aceético de alho néo foi eficiente.

Os tratamentos de extratos acéticos controlaram em 100% a esporulacéo
em todas as concentracdes. De acordo com Souza (2010), o controle ou reducéo
da esporulacdo também pode estar relacionada a atividades exercida pelos
compostos secundarios presente dos extratos e por seu principio toxico.

Em comparacdo com a testemunha, todos os tratamentos alcoodlicos
controlaram a esporulacdo do Fusarium oxysporium f.sp. cubense. Os
tratamentos de hoteld 100% e mastruz 100% obtiveram elevado crescimento

micelial, porém a esporulacdo foi menor que nos outros tratamentos. Segundo
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Stangarlin et al. (1999), as condi¢bes que favorecem o crescimento fungico nem

sempre sdo as mesmas para esporulagao.

2.3.3. Experimento 2. Extrato no papel filtro

Os extratos acéticos obtiveram maior controle no crescimento micelial do
Fusarium oxysporium f.sp. cubense. Houve inibicdo do crescimento micelial em
todos os tratamentos acético, com controle do crescimento micelial e esporulacao
nos tratamentos de horteld em todas as concentracdes avaliadas. Houve controle,
também nas concentragdes a partir de 10% em alho e 5% em mastruz.

O extrato alcodlico controlou apenas no tratamento mastruz 100% (Figura
4). Monteiro et al. (2012) testaram o extrato de mastruz em Colletotrichum musae
obtendo efeito fungitéxico ao fungo na concentracao de 20%.

o |

FIGURA 4. Crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense. A)
Concentracdo de 5%, B) Concentracdo de 10%, C) Concentragdo de 15%, D)
Concentracdo de 100%. a) Tratamentos de alho m) tratamentos de mastruz, h)
tratamentos de horteld. 1) Tratamento alcodlico. 2) Tratamento acético.

A metodologia do uso do extrato em papel filtro em testes in vitro ainda é
pouco utilizada, o que dificulta a comparagédo entre resultados. Tyagi & Malik
(2011) avaliando a fungitoxidade do 6leo essencial de eucalipto observaram que o
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efeito volétil, no método do papel filtro, apresentou uma zona de inibicdo maior
que o 6leo no método de difusdo em &gar. Soylu et al. (2010) avaliaram o efeito
volatil e de contato dos Oleos de orégano, lavanda e alecrim sobre Botrytis
cinerea, e observaram que o efeito volatil foi mais eficiente na inibicdo do
crescimento micelial do patégeno.

Neste experimento observou-se, também, que o uso do papel filtro nas
testemunhas influenciou o crescimento micelial (Tabela 2). Houve inibicdo na
esporulacdo em todos os tratamentos etanodicos. Nos tratamentos acéticos, a
esporulacdo s6 nao foi controlada nos tratamentos de alho 5% e 10%, onde
houve crescimento micelial. Em estudos com extrato aquoso de alho, Morais
(2004) observou o controle do F. oxysporum na concentracdo de 20% aplicado.
Lorenzi & Matos (2002) relataram que o alho possui acdo bactericida e fungicida
devido possuir na constituicdo quimica de seus compostos a alicina e inulina, o

gue a confere como uma planta com alto potencial de controle.

TABELA 2. Crescimento micelial (CM) e esporulacédo (E) do fungo Fusarium
oxysporium f.sp. cubense.

(%) Material vegetal Extrato Etandico Extrato Acético
CM E CM E
Alho 4,9e 212 2,8dA 114
5 Horteld 4,5d 319 0,53a 0
Mastruz 4,85de 231 0,59ab 0
Alho 3,65c¢C 386 1,18c 125
10 Hortela 4,35d 353 0,62b 0
Mastruz 4.4d 170 0,6b 0
Alho 3,45¢ 338 0,62b 0
15 Hortela 3,4c 349 0,55ab 0
Mastruz 3,68¢c 185 0,5a 0
Alho 1,6b 36 0,6b 0
100 Hortela 4 7de 224 0,57ab 0
Mastruz 0,57a 31 0,62b 0
0 Testemunha Umida 5,25f 330 5,25f 330
0 Testemunha Seca 4,23d 429 4,23e 429
CV(%) 3,47 8,53
DMS: 0,19

Erro Padrao: 0,046

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (colunas) e maiusculas (linhas) ndo diferem entre
si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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2.4. CONCLUSOES

1. O teste de patogenicidade comprovou a ocorréncia do Fusarium oxysporium
f.sp. cubense em heliconia.

2. Os extratos acéticos controlaram significativamente o Fusarium oxysporium
f.sp. cubense nos dois experimentos.

3. O uso dos extratos em BDA foi mais eficiente para a inibicdo do crescimento
micelial nos tratamento de alho, controlando na concentracdo de 100% e inibindo
em 80,62% na concentracdo 15%. No papel filtro, o extrato acético de hortela
controlou em todas as concentracdes, seguido de mastruz a partir de 10% e alho
a partir de 15%.

4. A esporulacdo foi inibida em todos os tratamentos com &cido acético no
primeiro experimento. No segundo experimento o controle sé nado foi efetivo nos
tratamentos alho 5% e 10%. Entre os tratamentos alcodlicos apenas o matruz a
100%, no primeiro experimento, inibiu a esporulacéo.
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CAPITULO 3

Uso de extrato de plantas no tratamento de rizomas de Heliconia
rostrata Ruiz & Pav para testar o controle do Fusarium oxysporium
f.sp. cubense
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RESUMO

Os extratos, acético e alcodlico, foram testados em rizomas de heliconia da
espécie Heliconia rostrata Ruiz & Pav, utilizando bulbos de alho (Allium sativum
L.), folhas de mastruz (Chenopodium ambrosioides L.) e hortela (Mentha piperita
L.), como materiais vegetais. Os rizomas foram tratados com hipoclorito de sédio
a 2% e agua destilada, em seguida foram cortados em pedacos de 1 a 1,5 cm. Os
extratos foram diluidos com agua destilada e esterilizada nas concentracfes de
0%, 5%, 10%, 15% e 100%. Os rizomas foram mergulhados por 3 minutos em
cada tratamento e colocados em placas de Petri com papel filtro umedecidos, em
seguida o fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense foi inoculado em dois pontos
do rizoma. As placas foram mantidas por 8 dias em bandejas e camara Umida,
sob regime de fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C+2°C. Foram
utilizadas notas para determinar a intensidade da infeccdo pelo crescimento
micelial sobre as amostras: 0 - 100% de controle, 1 - 80% de controle, 2 - 60% de
controle, 3 - 40% de controle, 4 - 20% de controle e 5 - 0% de controle. Os
resultados mostraram maior controle para os extratos preparados com acido
acético. Os extrato aceéticos de 10% e 100% de mastruz obtiveram o controle de
100% do fungo. Entre os tratamentos com extrato alcoolico, os de 5% horteld e
100% mastruz, obtiveram os melhores resultados, controlando em 80% o
crescimento micelial do fungo. Os tratamentos de alho obtiveram notas
satisfatorias no controle micelial do fungo.

Palavras-chave: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, controle
alternativo, rizoma.
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ABSTRACT

The extracts, alcohol and acetic, were tested in rhizomes of Heliconia of the
specie Heliconia rostrata Ruiz & Pav, using garlic bulbs (Allium sativum L.)
mastruz leaves (Chenopodium ambrosioides L.) and mint (Mentha piperita L.), as
vegetable materials. The rhizomes were treated with sodium hypochlorite at 2%
and distilled water were then cut into pieces 1 to 1.5 cm. The extracts were diluted
with sterile and distilled water in concentrations of 0%, 5%, 10%, 15% and 100%.
The rhizomes were dipped to 3 minutes in each treatment and placed in Petri
dishes with moistened filter paper, and then the Fusarium oxysporium f.sp.
cubense fungus was inoculated on two points of the rhizome. The plates were
maintained for 8 days in trays and wet chamber, under a photography period
conditions of 12 hours and 25°C+2°C temperature. Notes were used to determine
the intensity of mycelial growth infection on the samples 0 - 100% control 1 - 80%
Control 2 - 60% Control 3 - 40% Control 4 - 20% control to 5 - 0% of control. The
results showed the greater control for the extracts prepared with acetic acid. The
acetic extract 10% and 100% by mastruz had 100% control of the fungus. Among
the treatments with alcoholic extract, the mint of 5% and 100% mastruz, obtained
the best results, controlling 80% mycelial growth of the fungus. The garlic
treatments had the worst notes in the control of mycelial fungus.

Keywords: Heliconia sp., Fusarium oxysporium f.sp. cubense, alternative control,
rhizome.
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3.1. INTRODUCAO

A expansao do cultivo comercial de heliconias e o plantio em larga escala,
vem ocasionando o aumento de problemas fitossanitarios, apesar de que estas
plantas apresentam rusticidade natural (Ribeiro et al., 2012). O cultivo tem
aumentado no Brasil, com a oferta de diferentes tipos de inflorescéncia, no
entanto uma das limitagdes da cultura é a disseminacdo de doencas devido as
mudas serem produzidas pela divisdo do rizoma da planta (Torres et al., 2005).

O Fusarium oxysporum é um fungo habitante do solo. Os esporos do
fungo podem infectar plantas da familia Musacea e Heliconeacea, sendo que a
infeccdo inicia-se com a penetracdo do fungo pelas raizes secundarias ou
terciarias, ascendendo do xilema até o rizoma e pseudocaule. (Ploetz et al.,
2003). Na propagacéo rizomatica, se nao for feito um tratamento prévio, o rizoma
servira como uma porta de entrada do patdgeno, ocorrendo a infeccao (Ribeiro et
al., 2012).

O objetivo deste trabalho € testar o efeito dos extratos aceéticos e
alcoolicos sobre o crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporium f.sp.

cubense em rizomas de heliconia.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coleta

As plantas de helicbnia da espécie Heliconia rostrata Ruiz & Pav.,
(APGII), foram coletadas dentro do municipio de Humaitd, Amazonas e levadas
para o laboratério de Fitossanidade da Universidade Federal do Amazonas,
Instituto de Educacéo, Agricultura e Ambiente.

No laboratério, as plantas passaram por uma pré-lavagem em &gua
corrente para retirar residuos de solo do campo. Em seguida, os rizomas foram
cortados em pedacos de aproximadamente 1,0cm a 1,5cm, tratados com uma

solucéo de hipoclorito a 2% e agua destilada.

3.2.2. Preparo dos extratos

Para o experimento, utilizou-se os extratos alcodlico e acético de alho,

mastruz e hortel&, com preparo conforme descrito no item 2.2.4. deste trabalho.

3.2.3. Tratamentos de rizomas com extrato de plantas

Os tratamentos foram feitos nas concentracdes de extrato diluidos em
agua destilada e esterilizada a 0%, 5%, 10%, 15% e 100%. As amostras foram
mergulhadas por 3 minutos na solucdo de extrato e postos em papel filtro para
retirada de excessos. Em seguida foi feito a inoculacdo do fungo em duas das
extremidades de cada amostra por tratamento, com isolados fungicos de
Fusarium oxysporium f.sp. cubense.

Foram utilizadas trés repeticbes por tratamento, com trés cortes do
rizoma em placas de Petri, cobertas por papel filtro umedecidos (Figura 5).

As placas permaneceram em badejas e em camara Umida por 48 horas a
25°C+2°C e regime de fotoperiodo de 12 horas para propiciar o desenvolvimento
fungico. Apos 8 dias foram feitas as analises atribuindo notas de infeccéo
conforme a escala descrita na Tabela 3, de crescimento micelial sobre as

amostras.
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FIGURA 5. Tratamentos em rizomas de helicbnia com 48 horas em camara
umida.

TABELA 3. Escala de notas empregadas na avaliacdo do crescimento fungico
sobre o rizoma de heliconia.

Nota | Descri¢cao

0 Auséncia total de crescimento micelial do fungo sobre o rizoma: 100% de
controle.

1 Pontos isolados de crescimento micelial, no local da inoculacdo do
fungo: 80% de controle.

2 Crescimento micelial correspondente a até 1/3 do rizoma: 60% de
controle.

3 Crescimento micelial correspondente de 1/3 e 2/3 do rizoma: 40% de
controle.

4 Crescimento micelial superior a 2/3 do rizoma: 20% de controle.

5 Crescimento micelial sobre toda a amostra de rizoma: 0% de controle.

Fonte: CASTRO, 2007
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Entre os extratos empregados no tratamento com extrato acético (Figura

6), o extrato de mastruz foi o mais eficiente, com controle obtido nas
concentragbes 10% e 100%. Na concentracdo de 5% a infeccao foi de 60%.
Neste caso, o efeito antifungico do extrato de mastruz mostrou-se mais eficiente
guando em contato com o rizoma. A inibicAo do crescimento micelial nestes
tratamentos pode ter ocorrido pela atividade antimicrobiana exercida pelos
compostos do mastruz, que se mostrou mais eficiente quando aplicado em
rizomas no controle do Fusarium oxysporium f.sp. cubense. De acordo com Silva
(2010), a reducao do crescimento micelial pode, também, estd relacionada a

ativagcado de mecanismos de defesa da planta.

m Nota

FIGURA 6. Notas atribuidas aos tratamentos com extrato acético em rizomas de
heliconia.

O extrato acético de horteld foi o menos eficiente no controle do
crescimento micelial do fungo, entre estes tratamentos, obtendo controle de 100%
do fungo somente na concentracdo de 100%. Em contrapartida, o extrato de alho
obteve efeito fungitéxico na concentracdo de 15%, com auséncia total de
crescimento fungico sobre as amostras.

Os resultados para os extratos preparados com alcool mostraram que 0s
tratamentos de alho ndo controlaram o fungo, uma vez que nao foi obtido controle
em nenhuma das concentracdes (Figura 7), sendo este o tratamento menos

eficiente sobre o crescimento micelial do Fusarium oxysporium f.sp. cubense. O
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extrato de alho obteve inibicdo do crescimento micelial do fungo “in vitro”, porém,
guando em contato com o rizoma da planta, o extrato ndo obteve o mesmo efeito
fungitdxico. Neste caso, ainda, nota-se que com o aumento da concentragdo ndo
houve inibicdo do crescimento do fungo. Muitos autores relataram e comprovaram
em testes que o aumento da concentracdo tende a inibir o crescimento micelial
fungico. De acordo com Venturoso (2009), quanto maior a concentracado de
extrato, maior € a tendéncia de controlar o crescimento do patégeno. Chalfoun e
Carvalho (1997), estudando efeitos de extratos vegetais no controle de alguns
fungos, também observaram em seus resultados que com o aumento da
concentracdo dos extratos maior € o potencial de inibicdo do crescimento micelial

dos fungos.

m Mota

FIGURA 7. Notas atribuidas aos tratamentos com extrato alcoolico em rizomas de
heliconia.

Explicacdo para a inibicdo do fungo ndo aumentar com o aumento da
concentracdo de extrato podem ser explicados devido a “adaptacao” rapida do
fungo ao rizoma, por ser um material propagativo e, portanto, conter nutrientes e
substancias de reservas que podem ser utilizadas pelo fungo. Oliveira (2007) em
estudos com patologia de sementes cita que o fungo pode sobreviver por muito
mais tempo quando localizados nas sementes do que em outras partes da planta,
devido, provavelmente pela existéncia de camadas protetoras e devido também,

ao acumulo de reservas nutritivas que podem ser utilizadas pelo patégeno.
44



Ainda na Figura 7, nota-se que o extrato de horteld obteve controle de
60% do crescimento micelial do fungo sobre os rizomas nas concentracdes de
5%, 10% e 15%. Neste caso, o efeito fungitoxico do extrato mostrou-se 0 mais
significativo, com maior controle entre estes tratamentos, na concentracao de 5%.

O extrato alcoodlico de mastruz a 100% foi o que mais controlou o fungo
em termos de crescimento fungico, com 80% de controle. Porém, em relacédo a
guantidade de extrato utilizado diz-se que o controle ndo foi efetivo nesta
concentragado, em vista de que, de acordo com Venturoso (2009), as pesquisas

sempre buscam o maior controle do fungo na menor concentracao de extrato.
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3.4. CONCLUSOES

1. Os extratos preparados com acido acético mostraram maior controle sobre o

crescimento micelial.

2. Os extratos acéticos de 10% mastruz e alho, e 100% hortelda e matruz

obtiveram o controle de 100% do crescimento micelial do fungo.

3. Entre os tratamentos alcodlicos, o alho foi 0 que menos exerceu atividade
sobre a inibicdo do crescimento do fungo nos rizomas. O extrato alcodlico 100%

mastruz obteve o maior controle sobre o fungo, com controle de 80%.
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4. CONCLUSOES GERAIS

1. O teste de patogenicidade comprovou a ocorréncia do Fusarium oxysporium
f.sp. cubense em heliconia.

2. Os extratos preparados com acido acético obtiveram o maior controle no
crescimento micelial e esporulacdo do Fusarium oxysporium f.sp. cubense nos
trés experimentos.

3. Nos trés experimentos, os extratos inibiram de alguma forma o crescimento
micelial e esporulagcéao do fungo.

4. Com o extrato homogeneizado ao BDA, o alho obteve maior controle do
crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporium f.sp. cubense. No papel filtro,
0 extrato acético de horteld controlou em todas as concentracdes, seguido de
mastruz a partir de 10% e alho 15%, entre os tratamentos alcodlicos apenas o
extrato de mastruz 100% inibiu o crescimento micelial. No tratamento de extrato
nos rizomas, os tratamentos acéticos de mastruz e alho a 10%, e 100% hortela e
matruz obtiveram o controle de 100% do crescimento micelial do fungo. O extrato
alcodlico 100% de mastruz obteve o maior controle de 80% do fungo.

5. O uso dos extratos acético e alcoolico reduziram a esporulagdo do Fusarium
oxysporium f.sp. cubense em todos os tratamentos.
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