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RESUMO

O maracuja-amarelo é uma das principais frutiferas cultivadas no Brasil. A conservagao p6s-
colheita de frutos de maracuja tem merecido grande atencdo visto que o fruto é perecivel e esta
sujeito a rdpida deterioragdo e incidéncia de micro-organismos patogénicos. Este trabalho teve
por objetivo avaliar a atividade antifingica in vitro de derivados de capim-limao (Cymbopogon
citratus) sobre o crescimento micelial, esporulagao, germinagado de esporos e tamanho de tubos
germinativos de Colletotrichum gloeosporioides e in vivo no controle da antracnose sobre frutos de
maracuja-amarelo em pés-colheita. Os tratamentos para o ensaio in vitro foram 6leo essencial (OE)
(0,5,1,5,10,15, 25,50 e 60 pL mL™), extrato bruto aquoso autoclavado (EAA), extrato bruto aquoso
filtrado (EAF), hidrolato e citral (1, 5, 10, 20 e 25%) e no ensaio in vivo, os frutos foram tratados com:
OE (0,025; 0,05 e 0,1%), hidrolato (5 e 10%), EAA (10%) e citral (0,1%). Agua destilada foi utilizada
como testemunha. Foram avaliadas a incidéncia e a severidade da antracnose a cada trés dias. Os
quatro derivados de capim-liméao inibiram o crescimento micelial, a esporulacao e a germinacao
de esporos, sendo que maiores valores de inibi¢do foram obtidos nas maiores concentragdes tes-
tadas e, no crescimento micelial, atingiram 55,8; 54,5; 30,0 e 19,9% para OE, EAF, EAA e hidrolato,
respectivamente. Na avaliagdo in vivo, OE 0,1% e EAA 10% promoveram significativa redugdo na
severidade da antracnose.

PALAVRAS-CHAVE: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora edulis f. flavicarpa, p6s-colheita.

ABSTRACT

CONTROL OF ANTHRACNOSE IN YELLOW PASSION FRUIT BY LEMON GRASS (CYM-
BOPOGON CITRATUS) DERIVATIVES. The yellow passion fruit is a major fruit crop in Brazil.
The post-harvest preservation of yellow passion fruits has deserved great attention since the fruit
is perishable and subject to a fast deterioration and incidence of pathogenic microorganisms. The
aim of this work was to evaluate the in vitro antifungal activity of lemon grass derivatives on
the mycelial growth, sporulation, spore germination and length of germ tubes of Colletotrichum
gloeosporioides and the effect of essential oil, extract, hydrolate and citral lemon grass (Cymbopogon
citratus) for control of anthracnose on the yellow passion fruits. The treatments for the in vitro
assay were essential oil (OE) (0.5, 1, 5, 10, 15, 25, 50 and 60 pL mL?), autoclaved crude aqueous
extract (EAA), filtered crude aqueous extract (EAF), hydrolate and citral (1, 5, 10, 20 and 25%). For
the in vivo assay the fruits were treated with: OE (0.025, 0.05 and 0.1%), hydrolate (5 and 10%),
EAA (10%) and citral (0.1%). Distilled water was used as a control. The anthracnose incidence and
severity were evaluated every three days. The in vitro test verified that the 4 evaluated derivatives
of lemon grass inhibited the mycelial growth, sporulation and spore germination. The higher the
concentration of the derivatives, the higher the inhibition, which for the mycelia growth reached
55.8;54.5;30.0 and 19.9% for OE, EAF, EAA and hydrolate, respectively. In vivo tests showed that
the OE 0.1% and EAA 10% promoted a reduction in the anthracnose severity.

KEY WORDS: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora edulis {. flavicarpa, post harvest.
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INTRODUCAO

Dentre as frutiferas de expressao econémica
no Brasil, a cultura do maracuja ganhou destaque
nos altimos anos (ABrEU et al., 2009), despertando
interesse como opcdo de diversificagao de cultivo.
O maracuja mais cultivado no pais é Passiflora
edulisf. flavicarpa Deg., conhecido como maracuja-
amarelo ou azedo, sendo amplamente cultivado
em paises tropicais e subtropicais (ANDRADE;
ANDRADE, 2004).

O fruto do maracujazeiro esta sujeito a rapida
deterioracdo causada pelo murchamento e incidén-
cia de micro-organismos patogénicos (CAMPOS
et al., 2005), que acarretam perdas significativas
(SiLva et al., 2008). Entre as doencas que afetam a
pos-colheita do maracuja-amarelo, a antracnose,
causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
& Sacc., é a mais importante (FiscHER et al., 2007).
Esta doenga afeta todos os 6rgaos aéreos da planta
e ocorre com maior intensidade sob condigdes de
umidade e temperatura elevadas, luminosidade
reduzida e presenca de ferimentos nos frutos
podendo causar grandes perdas em pds-colheita
(Benarto et al., 2002).

Diversos produtos naturais, entre os quais os
extratos aquosos e Oleos essenciais obtidos de
plantas medicinais, tém apresentado potencial no
controle de fitopatégenos, tanto por sua agao fun-
gitdxica direta quanto por alteracdes fisioldgicas na
planta (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). GARCIA
et al. (2008), avaliando efeito de monoterpenos em
pos-colheita, concluiram que compostos de plantas
medicinais podemrepresentar alternativano manejo
de doengas em pés-colheita, minimizando oimpacto
causado por fungicidas sintéticos.

Entreas plantas estudadas, tem merecido atengao
o capim-liméao (Cymbopogon citratus Stapf.). Alguns
trabalhos citam resultados promissores com esta
planta. SRIDHAR et al. (2003) e ALMEIDA et al. (2009)
relataram atividade antiftiingica de extratos de C.
citratus sobre espécies de Colletotrichum e outros
fungos causadores de podridao pés-colheita. Tam-
bém o 6leo essencial tem demonstrado atividade
antifangica (Souza JUNIOR et al. (2009). ANTHONY ef
al. (2003) avaliaram outras espécies de Cymbopogon e
obtiveram atividade sobre doencas e caracteristicas
de frutos de banana em pés-colheita. Quanto a ativi-
dadedehidrolatos, aindasdo escassasasinformagoes,
embora potencial antiftingico tenha sido observado
sobre alguns agentes causais de doencas em plantas
(Lozano et al., 2000; SiLva et al., 2009).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antiftingica in vitro de derivados de capim-
limao sobre C. gloeosporioides e seu potencial in vivono
controle da antracnose em frutos maracuji-amarelo,
sob condi¢des ambiente de armazenamento.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Departa-
mento de Agronomia da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), Maringd, PR, nos meses de fevereiro
ajunho de2009. O experimentoin vitrofoiconduzido
no Laboratério de Fitopatologia, e 0 experimento in
vivo juntamente com a extragdo dos 6leos essenciais
foi realizado no Laboratério de Plantas Medicinais.

Folhas frescas de capim-limdo foram coletadasno
periodo damanha, emfevereiro de 2009, no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Estadual de Ma-
ringd e utilizadas para obtencdo do 6leo essencial, do
extrato bruto aquoso e hidrolato. Para a obten¢ao do
6leo essencial (OE) e hidrolato utilizou-se o método
de destilacdo por arraste a vapor (hidrodestilacao)
(TEskE; TRENTINI, 1997).

Para a obtencao do extrato bruto aquoso, as fo-
lhas foram trituradas em liquidificador por 2 min na
proporcdo de 25 g de folhas frescas em 100 mL de
dgua destilada para obter extrato a 25%. O extrato
bruto aquoso foi autoclavado por 20 min a 120° C
a1 atm. Também foi avaliado o produto comercial
citral (Sigma-Aldrich) com formulagao C, H, O, prin-
cipal componente do 6leo essencial do capim-limao
(GuimMARAEs ef al., 2011). O 6leo essencial, hidrolato
e citral foram filtrados em membranas de ésteres
de celulose (0,22 pm e 47 mm de didmetro) para
esterilizacdo a frio.

Ensaios in vitro foram conduzidos para avaliar a
atividadeantiftingica direta dos derivados de capim-
limdo sobre C. gloeosporioides. O 6leo essencial (OE)
foi utilizado nas concentrac¢des de 0,5; 1; 5; 10; 15; 25;
50 e 60 pL mL. Extrato bruto aquoso autoclavado
(EAA), extrato brutoaquosofiltrado (EAF), hidrolato
e citral foram utilizados nas concentracdes de 1, 5,
10, 20 e 25%. O fungo C. gloeosporioides utilizado
nos ensaios foi cedido pela Embrapa Cenargen
como isolado CEN 419, obtido a partir de frutos de
maracuja-amarelo.

Paraoensaio decrescimentomicelial, os tratamen-
tos OE, EAA, EAF e hidrolato foram incorporados
em meio BDA fundente e, em seguida, vertidos em
placas de Petri. Duashorasap6s, um discode7 mm de
didmetro, contendo micélio de C. gloeosporioides com
del5diasdeidade, foirepicado paraocentrodecada
placa que foram mantidas a 25° C em escuro. Meio
contendoapenas BDA foi utilizado como testemunha.
Asavaliacoes foramrealizadas através das medigoes
diarias do didmetro das coldnias, iniciadas 48 horas
apos a instalagdo do experimento e perduraram até
o0 momento em que as colonias cobriram 2/3 da su-
perficie do meio de cultura. Ao final deste periodo
avaliou-se a esporulagdao do fungo, realizando-se a
contagem dos esporos em camara de Neubauer ao
microscépio 6ptico, determinando-se o nimero de
esporos/cm?de colonia.
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No ensaio de germinacdo de conidios de C.
gloeosporioides, aliquotas de 10 pL de suspensao de
conidios (2 x 10° esporos mL") e 50 pL de cada um
dos tratamentos (OE, EAF, hidrolato e citral) foram
colocadasem pocinhos de placa de ELISA eincubadas
em escuro a 25° C por 9 horas quando a germinagao
foi paralisada com 20 pL do corante azul algodao +
lactofenol. Posteriormente, avaliou-se a porcentagem
de germinacao deesporosatravés dacontagem de 100
esporos por repeticdo determinando-se a porcenta-
gem de esporos germinados. Foi também avaliado
o tamanho dos tubos germinativos, sendo medidos
10 tubos germinativos por parcela. A contagem e
medicdo foram realizadas ao microscopio éptico
com auxilio de régua ocular.

Os dados de porcentagem de germinagdo foram
transformados em Vx + 0,5 para andlise estatistica. Os
ensaios foram conduzidos em delineamento experi-
mental inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repetigdes. Os resultados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia e estudo da regressdo para as
concentragdes dos derivados, utilizando o software
estatistico SISVAR (FErrEIR4, 2000). A testemunha ab-
soluta foi comparada com os demais tratamentos pelo
teste de Dunnett a 5% de probabilidade com auxilio
do programa SAS versao 8.0 (Sas INsTITUTE INc. 1995).

Ensaio in vivo foi conduzido em pés-colheita de
frutos de maracuja-amarelo, cultivados sob sistema
organico coletados de produtornacidadede Maringd,
PR. Foram selecionados frutos com peso uniforme
(£ 200 g), apresentando coloragdo amarelo verde
estddio em que normalmente é realizada a colheita
comercial. Os frutos foram levados ao laboratério
onde foram lavados em solucdo de hipoclorito de
sodio 0,5% (v/v) por 1 min e enxaguados duas
vezesemagua destilada. Apds secos, os frutos foram
submetidos por 1 min em cada tratamento: 6leo
essencial (0,025; 0,05 e 0,1%), hidrolato (5 e 10%),
extrato brutoaquosoautoclavado (10%), citral (0,1 %)
e dgua (testemunha). Depois da imersao os frutos
foram colocados em bandejas e secos em temperatura
ambiente (26 £ 2° C e UR 80 £ 5%). Foram utilizados
oito frutos por parcela, com quatro repeti¢des.

Nas primeiras 48h de armazenamento, os fru-
tos foram mantidos em cAmara tumida, visando a
favorecer a ocorréncia das doencas pés-colheita e
depois permaneceram por quinze dias sob condi¢des
ambiente, visando a reproduzir as condigdes de co-
mercializacdo, com monitoramento da temperatura
e da umidade relativa (26 £ 2° Ce UR 80 £ 5%).

As porcentagens de incidéncia e severidade da
antracnose foram avaliadas concomitantemente e
ap6s 3, 6,9, 12 e 15 dias do tratamento dos frutos.
Para analise estatistica, os dados foram transforma-
dos em arc sen Vx + 0,5/100. Para interpretacdo dos
resultados de incidéncia e severidade da doenca, foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da

incidéncia (AACPI) e da severidade (AACPS) com
auxilio do programa Win AACPD (BeLaNetal., 2005).
Este procedimento foi adotado por representar um
modelo integral e, portanto, considerar a totalidade
dos resultados obtidos durante as avaliacdes (BEr-
GAMIN FILHO, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Oleo essencial, extrato aquoso e hidrolato de
capim-limdo inibiram o crescimento micelial de C.
gloeosporioides (Fig. 1). Maior inibicdo foi obtida nas
maiores concentragdes e atingiram 55,8; 54,5; 30,0 e
19,9% para OE, EAF, EAA e hidrolato, respectiva-
mente. Algunstrabalhosja mostraramatividade de C.
citratussobre o crescimentomicelial defungos (CARNE-
Losst et al., 2009; Souza JUNIOR et al., 2009). GARCIA et
al. (2008), além de verificar inibi¢do do crescimento
micelial de fungos do género Colletotrichum por
parte de compostos monoterpenos de capim-limao,
observaram alteracoes morfolégicas nas hifas destes
fungos em fungdo dos tratamentos.

Quanto a esporulacao de C. gloeosporioides (Fig.
2), todos os tratamentos promoveram redugdo no
ndmero de esporos por cm?* de colénia em relagdo a
testemunha contendo apenas BDA, porém, nao foi
possivel ajustar equagdo para nenhum derivado,
havendoinibi¢do daesporulacaoemtodasasconcen-
tracdes. Todas as médias dos tratamentos com deriva-
dos de capim-limao foram inferiores a testemunha
BDA pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
Todos os tratamentos promoveram reducao supe-
rior a 50% na esporulacdo em relagdo a testemunha.
Estes resultados indicam que o efeito dos derivados
de C. citratus sobre a produgdo de esporos ndo foi
dose-dependente e que houve maior sensibilidade
da esporulagdo aos tratamentos quando comparada
ao crescimento micelial. Isso é coerente com o fato de
muitos fungos necessitarem de condicdes especificas
paraesporulagdo podendo essaser inibidaem baixas
concentragdes de compostos antifingicos.

Quanto ao efeito da autoclavagem no extrato,
observou-se que, na concentracdo de 25%, o EAA
apresentou uma inibicao do crescimento micelial
35,1% inferior ao extrato ndo autoclavado (EAF)
podendo-se acreditar na presenca de compostos
termolabeis no extrato quando consideradoessedado
isoladamente. Porém, os resultados de crescimento
micelial entre EAA e EAF nas demais concentragdes
e na esporulagdo foram semelhantes, sugerindo a
presenca de compostos ativos termoestaveis. Por-
tanto, estes resultados sugerem que o tratamento
térmico por autoclavagem pode provocar algumas
alteracdes na atividade do extrato, porém, sem com-
prometer em maior grau a atividade antifangica a
C. gloeosporioides.
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Fig. 1 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Colletotrichum gloeosporioides em fungao do trata-
mento com 6leo essencial (OE) (A), extrato bruto aquoso filtrado (EAF) (B), extrato bruto aquoso autoclavado (EAA)
(C) e hidrolato (D). *significativo no nivel de 5% de probabilidade. (-) difere da testemunha sendo inferior a esta pelo
teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Na testemunha, houve germinacao préxima a
98% indicando alta viabilidade dos esporos (Fig.
3). De forma semelhante ao que ocorreu na esporu-
lagdo, todos os tratamentos contendo derivados de
capim-limdo promoveram inibi¢do da germinagdo de
esporos em relagdo a testemunha dgua pelo teste de
Dunnetta5% de probabilidade, indicando atividade
dos produtos mesmo nas menores concentragoes.
Nao houve ajuste significativo de equagao para OE
e hidrolato.

Para o EAF houve ajuste quadratico com ponto
de méxima germinacao de esporos na concentracao
de 11,2 do extrato, com inibicdo de 61,2 e 86,7% da
germinagdo nas concentracdes de 1 e 25%, respec-
tivamente. Maior inibigdo da germinacao de esporos
foi obtida com o produto citral (Fig. 3) que, nas
concentragdes de 20 e 25%, promoveu inibicdo de
97,7%. Assim, pelomodelo linear ajustado as médias
do citral, para cada 1% de aumento na dose deste
produto ha a redugdo de 2,45% na germinagdo de
esporos de C. gloeosporioides.

Outros trabalhos utilizando derivados de capim-
limao, sobretudo o 6leo essencial, relatam expressivos
resultados na inibicdo da germinacdo de esporos
de outros fungos. Os 6leos essenciais de C. citratus,
Eucalyptus citriodora Hook e Ageratum conyzoides L.
inibiram completamente a germinacao de esporos
do fungo Dydimella bryoniae (Auersw.) Rehm, causa-
dor de danos as folhas e frutos de meldo (Fiorr et
al., 2000). Tzortzakis; EcoNnomakis (2007) avaliaram
a germinacao de esporos de Colletotrichum coccodes
Wallr., Botrytis cinerea Pers., Cladosporium herbarum
(Pers.) Link e Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. e
também observaram efeito dose-dependente para
6leo essencial de C. citratus.

Souza JUNIOR et al. (2009) obtiveram inibigao total
do crescimento micelial e da germinagdo de esporos
de C. gloeosporioides utilizando o 6leo essencial de C.
citratusa partir da concentragdo de 1 pL mL". SRIDHAR
etal. (2003) e ALMEIDA et al. (2009) também relataram
atividade antiftingica de extratos de C. citratus sobre
espécies de Colletotrichum e outros fungos causadores
de podridao pés-colheita.

Todos os tratamentos contendo derivados de
capim-limdo inibiram o desenvolvimento dos tu-
bos germinativos em relacdo a testemunha (Fig. 4).
Maior inibicao foi obtida nas maiores concentragoes
e atingiram 47,6; 44,4; 44,1 e 42,0% para OE, citral,
hidrolato e EAF, respectivamente. Este efeito signifi-
cativo dos derivados sobre o desenvolvimento dos
tubos germinativos sugereaimportanciadaavaliagdo
desta caracteristica em ensaios dessa natureza, pois
amaioria dos ensaios direciona observagdes apenas
sobre o crescimento micelial e germinacdo de esporos.

A atividadeantiftiingica observada para OE deve-
se, possivelmente, a presenca do citral, seu principal
constituinte (GuiMARAEs et al., 2011). No caso do EAF

houve ajuste quadratico, assim como ocorreu sobre
o crescimento micelial e germinacdo de esporos.
O ponto de maximo desenvolvimento dos tubos
germinativos foi na concentragdo de 11,1 sendo esta
dose muito préxima a obtida nas outras variaveis.
Por outro lado, o hidrolato também mostrou ativi-
dade antiftiingica. Embora o hidrolato possa conter
pequena quantidade de 6leo essencial, esse retine,
sobretudo, compostos hidrossolaveis, como &cidos,
aldeidos e aminas (TEskg; TRENTINI, 1997), assim, é
provavel que haja maior diversidade de compostos
ativos no capim-limdo. Estudos de atividade anti-
microbiana e controle de doengas de plantas com o
uso de hidrolatos ainda sao escassos, talvez por se
tratar de um derivado mais diluido, mas que, no
entanto, ndo deve ser desprezado por apresentar
compostos com significativa atividade antifangica
e possivelmente outros constituintes potenciais. Um
dos poucos trabalhos nesse sentido relata a inibicao
no desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos
Botrytis alli Munn. e Sclerotium cepivorum Berk. por
hidrolatos de alho (Allium sativum L.) e cebola
(Allium cepa L.) (LozaNo et al., 2000).

Paraincidéncia daantracnose em frutos de mara-
cuja-amarelo ndo foi observada diferenca significa-
tiva entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott no
nivelde5% de probabilidade (Fig.5). Naseveridade,
o efeito dos tratamentos foi mais expressivo sendo
que OE 0,1% e EAA 10% reduziram em aproxima-
damente 50% a severidade em relagéo a testemunha
tratada apenas com dgua. Maior destaque foi para o
citral que promoveu incremento na severidade da
doenca em 79,3% em relagdo a testemunha agua. Os
demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente
entre si.

Oincremento na doenca pelocitral pode ser devi-
doatoxidezcausadanosfrutos. Wuryatmoetal. (2003)
citaram que o citral é capaz de causar modificagao
em processos celulares e ser potencialmente téxico
e que, dependendo da concentragdo e sensibilidade
do tecido vegetal, pode causar injaria em frutos.
Garcliaetal. (2008) avaliaram o efeito antimicrobiano
sobre fitopatégenos de pés-colheita e conservacao
de frutos tropicais (banana, mamao e abacaxi) de
monoterpenos, entre eles o citral. Verificaram que o
citral, na concentragdo de 1%, foi o mais eficiente e
que, além de efeito direto sobre os fungos, foi capaz
de reduzir em mais de 70% o didmetro de lesdes nos
frutos. Os mesmos autores ainda indicam o uso de
6leo essencial comoalternativa de manejonocontrole
de fungosem pds-colheita, mas sugerem adaptacoes
como o uso de dispersantes para potencializar os
efeitos e evitar toxidez pelo 6leo essencial puro em
contato direto com frutos sensiveis. ANARUMA et al.
(2010) também observaram o potencial do 6leo es-
sencial de C. citratus no controle da antracnose em
frutos de maracujazeiro.
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Fig. 5 - Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade (B) da antracnose em frutos de maracuja-
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Quanto ao uso de hidrolato, nao houve efeito significativo no controle da doenca. Embora o hidrolato
possa apresentar compostos antifingicos, estes tendem a estar mais diluidos por conter a 4gua do processo
de extragdo apresentando compostos hidrossoltveis, enquanto o 6leo essencial concentra compostos hi-
drofébicos (TEske, TRENTINI, 1997). Além disso, o efeito positivo no controle da antracnose pelo 6leo essencial
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e extrato aquoso pode ser devido a compostos pre-
sentes no 6leo essencial, como o citral, e que estdo
presentes também no extrato aquoso ou ao possivel
efeito sinergistico entre os diferentes compostos,
aumentando a eficiéncia no controle da doenca e
minimizando o efeito fitotéxico observado para o
citral isoladamente.

CONCLUSOES

Todos os derivados de capim-limdo avaliados
apresentaram atividade antifingica in vitro sobre
C. gloeosporioides com destaque para 6leo essencial
e citral. A atividade por diferentes derivados suge-
re a presencga de maior diversidade de compostos
ativos em capim-limdo. Estes resultados confirmam
a atividade biolégica de derivados de C. citratus e
indicam seu potencial no controle alternativo de C.
gloeosporioides em maracuja-amarelo.
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