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Resumo

A principal doenca de pés-colheita em frutos de banana e mamao é a antracnose. Neste caso, extratos e
6leos de diversas plantas vém sendo testados para o manejo de fungos patogénicos em frutos pds-colheita.
Avaliou-se, in vitro, o efeito de diferentes concentragdes dos dleos essenciais de Corymbia citriodora e
Cymbopogon citratus sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae e C. gloeosporioides e determi-
nou-se a concentracdo de inibicdo de 50% do crescimento micelial (Cls). Os 6leos essenciais reduziram
linearmente o crescimento micelial de ambos os patogenos. Verificou-se que C. citratus apresentou Clsg <
250 pL L* para ambos os patdgenos; no entanto, para C. citriodora os valores da Clso foram superiores, sen-
do eficiente a 696 pL L* para C. musae e 555 pL L* para C. gloeosporioides. Neste estudo, obteve-se inibicdao
completa do crescimento micelial de ambos os patdgenos apenas quando expostos ao 6leo de C. citratus.
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Abstract

The main postharvest disease of banana and papaya is anthracnose. In this case, extracts and oils of many

plants are being test in the management of pathogenic fungi in postharvest fruit. The effect of different con-

centrations of essential oils from Corymbia citriodora and Cymbopogon citratus on the mycelial growth of

Colletotrichum musae and C. gloeosporioides was evaluated in vitro, and the inhibition concentration of 50%

of the mycelial growth (ICsg) was determined. Essential oils linearly reduced the mycelial growth of both patho-

gens. It was found that C. citratus showed ICsp < 250 uL.L?; however, ICsy values for C. citriodora were higher,
about 696 uL.L™? for C. musae uL.L'* and 555 for C. gloeosporioides. In this study, the complete inhibition of

mycelial growth for both pathogens was obtained only when exposed to the oil of C. citratus.

Keywords: Lemongrass. Eucalyptus. Anthracnose. Citral.

Introducao

As doencas de poés-colheita em frutos de ba-
naneira (Musa spp.) e mamoeiro (Carica papaya
L.) sdo de grande relevancia, principalmente para
as frutas destinadas a exportagdo. No caso da ba-
nana, varias podridées podem ocorrer no periodo
pos-colheita, porém o maior destaque é dado a an-
tracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae
(Berk & Curtis) que infeta os frutos ainda verdes e
as infec¢des permanecem quiescentes, se manifes-
tando principalmente na fruta madura (VENTURA;
HINZ, 2002).

As principais doengas pés-colheita do mamao
sdo a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides
Penz) e a podriddao peduncular, causada por di-
versos fungos, principalmente C. gloeosporioides e
Phoma caricae-papayae (Tar) Punith. (= Ascochyta
caricae Pat.) (LIBERATO; TATAGIBA, 2001). Na au-
séncia de medidas de controle, a incidéncia pode
chegar a 91% de antracnose e 100% de podriddo
peduncular em frutos apos a colheita (LIBERATO;
COSTA, 1997).

Em pds-colheita, as medidas de controle de do-
encas sdo constituidas principalmente por trata-
mentos fisicos (termoterapia) e quimicos (fungi-
cidas) (MORAES et al,, 2006; PESSOA et al., 2009;
SILVA et al,, 2008;). A restricdo ao uso de fungici-
das, devido a fitotoxicidade, efeitos residuais e re-
sisténcia pelo patdgeno, tem levado a procura por
métodos alternativos de controle de patégenos em
frutos, tais como uso de biofungicidas, extratos ve-
getais e dleos essenciais (BASTOS; ALBUQUERQUE,
2004).

Nesse sentido, extratos e 6leos de diversas plan-
tas vém sendo avaliados para o manejo de fungos
fitopatogénicos. Pesquisas indicaram que extratos
de plantas podem apresentar efeito direto sobre o
fungo, alterando a germinac¢do de esporos, forma-
¢do de apressorio, crescimento de hifas ou produ-
cdo de esporos do patégeno, e ainda apresentar
efeito sobre a planta, por indu¢do de mecanismos
de resisténcia (MOREIRA et al., 2008; MOTOYAMA
etal., 2003).

H4 relatos quanto a eficiéncia de alguns éleos
essenciais no controle de Colletotrichum spp. Alves
et al. (2002) e Alves et al. (2003) verificaram a efi-
ciéncia dos monoterpenos citral, citronelal e dos
6leos essenciais das plantas Cymbopogon citatrus
(D.C.) Stapf,, C. nardus Rendl. e Eucalyptus citriodo-
ra Hooker na germinag¢do de conidios e no cresci-
mento micelial de C. musae. Marques et al. (2003)
e Souza Junior et al. (2009) relataram a eficiéncia
de 6leos essenciais na inibicdo do desenvolvimento
do agente causal da antracnose em frutos de mamo-
eiro e maracujazeiro, respectivamente. Vivas et al.
(2011) relataram a inibi¢do do crescimento micelial
de Colletotrichum acutatum Simmonds pelo extra-
to bruto aquoso e 6leo essencial de C. citratus e E.
citriodora.

Diante do exposto, objetivou-se neste ensaio
avaliar o efeito, in vitro, de concentragdes cres-
centes dos 6leos essenciais de Corymbia citriodo-
ra (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson e C. citratus
sobre o crescimento micelial de C. musae e C. glo-
eosporioides, e determinar a concentra¢do de ini-
bicdo de 50% do crescimento micelial (Clso) dos
patégenos.
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Materiais e métodos

0 ensaio foi conduzido in vitro no Laboratério
de Entomologia e Fitopatologia, locado no Centro
de Ciéncias Tecnolégicas e Agropecuarias da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcyr
Ribeiro, na cidade de Campos dos Goytacazes (R]).
0 experimento foi instalado em delineamento intei-
ramente casualizado (DIC), em um esquema fatorial
2x6, sendo dois fitopatégenos e seis concentragdes
dos 6leos essenciais, com quatro repeticoes. Cada
unidade experimental foi constituida por uma pla-
ca de Petri.

Foram avaliados os 6leos essenciais de eucalip-
to (C. citriodora) e capim-limao (C. citratus) quan-
to a inibicdo do crescimento micelial dos patégenos
Colletotrichum musae e C. gloeosporioides.

Preparo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram extraidos e preparados
no Laboratoério de Quimica do Centro Universitario
Sao Camilo - Espirito Santo, por meio de hidrodesti-
lacdo (método de arraste a vapor) utilizando folhas
de C. citriodora e C. citratus, conforme metodologia
descrita por Santos et al. (2004).

Inoculag¢ao e montagem do ensaio

Osisolados dos fungos foram cedidos pela Clinica
Fitopatoldgica do Laboratério de Fitopatologia do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Espirito Santo, em Alegre (ES). Os isolados de C.
musae (CCA-F18) e C. gloeosporioide (CCA-F2) fo-
ram obtidos de frutos de bananeira e de mamoei-
ro, respectivamente. Os isolados foram previamen-
te multiplicados em placas de Petri contendo o meio
de cultura BDA (batata dextrose agar).

Para a montagem do ensaio, preparou-se o meio
de cultura BDA (batata dextrose agar) e, em seguida,
incorporou-se ao meio os 6leos de C. citriodora ou C.
citratus nas concentragdes de 250, 500, 750, 1000
e 1500 pL L' em cada repeti¢do dos seus respecti-
vos tratamentos. Apo6s o preparo, o meio de cultura
foi vertido em placas de Petri com nove centimetros
de didmetro. Placas contendo meio BDA sem adicdo
dos 6leos essenciais serviram como testemunha.

Ap6és a solidificacdo do meio de cultura, foi de-
positado no centro de cada placa um disco de agar

(5 mm de didmetro) contendo micélio do respecti-
vo patogeno. Posteriormente, as placas foram veda-
das com filme plastico para evitar evaporagdes dos
compostos e possiveis contaminacgdes.

Incubacao e avaliacao da atividade
antifungica dos dleos essenciais

As placas contendo os tratamentos foram incu-
badas a 27 2C durante um fotoperiodo de 12 horas
(luz e escuro) em incubadora B.0.D. Oito dias apés a
aplicacao dos tratamentos foi realizada a avaliagao
do crescimento radial das coldnias, em dois eixos or-
togonais medidos com auxilio de régua milimetrada.

A atividade antiftingica dos 6leos essenciais foi
avaliada por meio da percentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PICM), conforme proposto
por Silveira et al. (2003) (Equacdo 1):
PICM = (Dt-Dn) / (DT - 5) x 100 (Eq. 1):
Onde:

PICM - Inibi¢do do crescimento micelial (%);

Dn - média das duas medi¢ées (mm) de didametro
das colonias do tratamento n;

Dt - média das duas medi¢cdes (mm) da testemu-
nha (0 pL L dos 6leos essenciais);

5 - didmetro dos discos de micélio (mm).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varian-
cia utilizando-se o programa estatistico SAEG 9.1
(SAEG, 2007). Mediante interagdo significativa en-
tre os fatores, foram realizadas andlises de regres-
sdo para o fator quantitativo (p < 0,01). Utilizou-se
como critérios para a escolha do modelo: o coefi-
ciente de determinacao, o quadrado médio do resi-
duo, a significancia do coeficiente de regressao (31),
a analise do residuo e adequa¢do do modelo para
descri¢do dos dados. Para obtencao do Clsg Clgs, fo-
ram empregadas as equacdes geradas para cada tra-
tamento na andlise de regressao.

Resultados e discussao

Os Oleos essenciais de C. citriodora e C. citratus
reduziram linearmente o crescimento micelial de C.
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musae e C. gloeosporioides em meio BDA (p < 0,01,
Tabela 1). Observou-se que o crescimento micelial
dos fungos foi significativamente inibido indepen-
dente do 6leo essencial analisado.

Tabela 1 - Estimativa e significancia dos parametros das
regressoes lineares para a variavel percentagem de inibi-
¢ao do crescimento micelial (PICM), em diferentes combi-
nacoes 6leo essencial/patégeno (Tratamentos)

Tratamentos Parametros Estimativa Prob > |t|
E. citriodora x Bo 18,82381 0,0078 **
C musae B1 0,04488 0,0001 **
E. citriodora x Bo 41,62583 0,0001 *
C gloesporioides B1 0,01515 0,0016 **
C. citratus x Bo 78,54799 0,0001 **
C gloesporioides B1 0,01809 0,0069 **
C citratus x Bo 71,16623 0,0001 **
C musae B1 0,02368 0,0004 **

Nota: ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Fiori et al. (2000) observaram que, com rela-
¢do a germinacao de esporos de Didymella bryo-
niae (Auersw.) Rehm, os o6leos essenciais das
plantas Ageratum conyzoides Linn. e Achillea mil-
lefolium Linne apresentaram maiores valores mé-
dios de inibicdo, seguidos por C. citratus e E. ci-
triodora. De modo semelhante a este ensaio, a
inibicdo do patégeno apresentou uma tendéncia
linear em relacdo as concentragdes dos extratos
brutos utilizados.

Verificou-se inibicdo completa do crescimento
micelial, de ambos os patégenos, quando expostos
ao bleo de C. citratus (p < 0,01, Grafico 1A; Grafico
1B), pois o didametro respectivo do crescimento mi-
celial equivaleu-se ao tamanho do disco de micé-
lio depositado na placa. No entanto, com base nas
equacdes de regressdo ajustadas (Grafico 1), nas
concentragdes 914,4 e 10059 uL L* de meio de
cultura BDA, o édleo essencial de C. citratus é eficien-
te para inibir 95% (ICys) do crescimento micelial
de C. musae e C. gloesporioides, respectivamente
(Tabela 2).
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Grafico 1 - Percentual de inibicao do crescimento micelial (PICM) de Colletotrichum musae (A) e C. gloeosporioides (B)
por 6leo essencial de Cymbopogon citratus adicionado ao meio BDA

Nota: ** Significativo a 1% de probabilidade.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 2 - Concentracao de inibicao de 50% (Clsg) e 95%
(Clgs) do crescimento micelial do fungo, em pL L%, para
diferentes combinagdes 6leo essencial/patégeno (Trata-
mentos)

C|50 C|95
Tratamentos
pLL?
E. citriodora x C. musae 696 > 1500
E. citriodora x C. gloesporioides 555 > 1500
C citratus x C gloesporioides <250 914,44
C citratus x C musae <250 1005,9

Fonte: Dados da pesquisa.

A atividade antifingica de dleos essenciais so-
bre espécies de Colletotrichum ja foi evidenciada
por outros pesquisadores. Silva et al. (2009) ava-
liaram o efeito de extratos e 6leos essenciais de
quatorze plantas medicinais e/ou nativas, desta-
cando-se C. citratus, sobre a inibicdo da germina-
¢do de esporos e crescimento micelial do fungo
C. gloeosporioides. Segundo esses autores, no tes-
te de crescimento micelial, os 6leos essenciais da
maioria das plantas inibiram completamente o
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crescimento micelial do fungo (PICM = 100%), ex-
ceto o 6leo da goiaba branca. Alves et al. (2002)
também relataram a eficiéncia dos 6leos essenciais
das plantas C. citratus, C. nardus (L.) Rendle e C. ci-
triodora no controle in vitro da germinagao de co-
nidios e do crescimento micelial de C. musae. Vivas
et al. (2011) relataram a inibicdo do crescimen-
to micelial de Colletotrichum acutatum Simmonds
pelo extrato bruto aquoso e 6leo essencial de C. ci-
tratus e E. citriodora.

No intervalo das concentragdes analisadas, o
PICM por C. citratus variou de 83 a 100 % para C.
musae e de 77 a 100% para C. gloeosporioides (p <
0,01, Grafico 1A; Grafico 1B). Ja para C. citriodora, o
PICM ficou entre 30 e 86% para C. musae e entre 45
e 64% para C. gloeosporioides (p < 0,01, Grafico 24;
Grafico 2B). Notou-se elevada eficiéncia antifingi-
ca do 6leo de C. citratus em baixas concentragoes
no meio de cultura. Resultado semelhante foi rela-
tado por Souza Junior et al. (2009), ao afirmarem
que o dleo essencial de C. citratus exerceu inibi¢cdo
do crescimento micelial e da germinac¢do dos coni-
dios de C. gloeosporioides do maracujazeiro a partir
da concentragdo 1uL mL™.
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Grafico 2 - Percentual de inibicao do crescimento micelial (PICM) de Colletotrichum musae (A) e C. gloeosporioides (B) por
o6leo essencial de Corymbia citriodora adicionado ao meio BDA

Nota: ** Significativo a 1% de probabilidade.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Os Clsg para ambos os 6leos essenciais foram di-
ferentes. Verificou-se que C. citratus inibiu 50% do
crescimento micelial de ambos os patégenos com
concentracdo abaixo da menor concentragido avalia-
da neste ensaio (Clsg < 250 pL L*1). No entanto, para
C. citriodora os valores da Clsy foram superiores, a
saber: 696 uL L para C. musae e 555 pL L para C.
gloesporioides (Tabela 2).

Ootani (2010) realizou bioensaios de inibicdo
micelial de C. musae com aplicacdo do 6leo essen-
cial de E. citriodora em diferentes concentragdes na
superficie do meio de cultura BDA, seguido da ino-
culacao com discos de micélio de 6 mm de diametro.
Com base em andlises de regressao linear, determi-
nou que as Clsy de C. musae para os intervalos de
tempo de 6 e 10 dias ap6s a inoculacdo (DAI) foram,
respectivamente, 0,296 e 0,313 puL cm™.

Comparando-se os valores da Clsy obtidos por
Ootani (2010) aos resultados obtidos neste ensaio,
verificou-se que a aplicacdo do éleo essencial na su-
perficie do meio de cultura foi mais eficiente para
inibir o crescimento micelial do fungo, em concen-
tracdes inferiores aquelas necessarias quando se
avaliou o dleo essencial incorporado ao meio. Tais
resultados podem ser justificados pelo contato
direto do disco de micélio com o 6leo essencial
concentrado na superficie do meio de cultura,
evidenciando sua agdo antifingica.

Segundo Carriconde et al. (1995), o dleo es-
sencial do C. citratus tem propriedades terapéuti-
cas, antifingica e antibacteriana. Em seus estudos,
Marques et al. (2003) avaliaram a constituicdo qui-
mica e os efeitos in vitro e in vivo do monoterpeno
citral e do 6leo essencial de C. citratus no contro-
le do fungo C. gloeosporioides. Segundo esses auto-
res, a analise em cromatografia gasosa do 6leo es-
sencial de C. citratus revelou que o monoterpeno
citral é seu principal componente (81,9%), e que o
6leo essencial foi eficiente na inibicdo in vitro e in
vivo do crescimento micelial do fungo. Contudo, es-
ses mesmos autores ressaltaram que novos ensaios
precisavam ser desenvolvidos com diferentes con-
centragdes do 6leo bruto de C. citratus, a fim de ex-
plorar sua atividade antifingica. Logo, este ensaio
vem confirmar o potencial desse 6leo para o contro-
le de Colletotrichum spp. em p6s-colheita de frutos.

A maior concentracdo do 6leo essencial de C. ci-
triodora (1500 pL L*) nao inibiu 100% do cresci-
mento micelial de nenhum dos patégenos avaliados

nesse ensaio, atingindo valores maximos de 86 e
64% de inibi¢do do crescimento micelial de C. mu-
sae e C. gloesporioides, respectivamente (p < 0,01,
Tabela 2; Graficos 2A e 2B). No entanto, resultados
diferenciados ja foram relatados na literatura para
fungos do género Colletotrichum. Dias-Arieira et al.
(2010), por exemplo, observaram inibicao comple-
ta do crescimento micelial do fungo C. acutatum iso-
lado de frutos de morangueiro quando expostos ao
6leo de eucalipto nas concentragdes de 1,0 e 1,5%.
Porém, Stangarlin et al. (1999), quando estudaram
o efeito do extrato bruto de E. citriodora Hooker M.
ndo autoclavado na germinacdo de esporos de C.
graminicola (Ces.) Wilson, observaram que ocorreu
estimulo da germinacdo de esporos, apesar da re-
ducdo de 14 a 34% na formacgio de apressorios em
concentracoes do extrato acima de 10%.

A planta de eucalipto (E. citriodora), atualmen-
te designada C. citriodora, possui na sua composi¢ao
quimica inimeros compostos secundarios. Dentre
esses compostos, algumas substancias com efeito
antifingico tém sido isoladas, principalmente citro-
nelol (COSTA, 1986) e citronelal, além de geraniol,
isopulegol, cineol, estragol, a- e 3-pineno, 3-cimeno,
entre outras (COSTA, 1986; OOTANI, 2010). De acor-
do com Di Pasqua et al. (2007), o citronelal age prin-
cipalmente contra a membrana citoplasmatica dos
microorganismos, e de fato, a hidrofobicidade des-
sas moléculas possibilita que elas se particionem nas
membranas celulares dos fungos, alterando suas fun-
¢des e deixando-as mais permeaveis (BURT, 2004).

Apesar de o citronelol ter sido citado como o
principal responsavel pelo controle da podridao
provocada por Botrytis cinerea Pers. em macas, ndo
foi eficiente em controlar C. gloeosporioides nes-
tes frutos (LEE et al,, 2007). No entanto, Moleyar e
Narasimham (2004) verificaram inibicdo em 100%
do crescimento micelial nas concentragdes de 1000
uL Lt e 1500 pL L*de citronelol sobre os fungos C.
musae e C. gloeosporioides.

Os oleos essenciais de E. urophylla S. T. Blake, E. ci-
triodora e E. camaldulensis Dehn, segundo Salgado et
al. (2003), apresentaram diferentes potenciais fungi-
téxicos sobre os fungos Fusarium oxysporum Schlecht.,
Botrytis cinerea Pers. e Bipolaris sorokiniana (Sacc). A
utilizagdo de extratos e dleos essenciais de plantas no
controle de patégenos apresenta alguns entraves, pois
a composicdo quimica e a concentragdo dos compos-
tos secunddrios sao variaveis, dependendo da espécie,
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idade da planta, do tipo de tecido de onde foi extraido
o0 6leo, do tipo de solo e do seu habitat. Isso explica,
em parte, a discrepancia encontrada entre as pesqui-
sas realizadas em diferentes locais com a mesma me-
todologia e a mesma espécie de planta (SILVA, 2006).

Além da acdo antimicrobiana direta dos oOle-
os essenciais evidenciada neste estudo, compostos
secundarios presentes em plantas podem desem-
penhar fun¢des importantes em interagdes planta-
-patégeno, ativando mecanismos de defesa de ou-
tras plantas que venham a ser tratadas com esses
compostos (BONALDO et al, 2004). Tais autores
relataram que os extratos aquosos, autoclavados e
ndo autoclavados de E. citriodora induziram a sinte-
se de fitoalexinas em sorgo a partir da concentracdo
de 1%, e baseados no parametro tamanho de lesio,
concluiram que o extrato aquoso de E. citriodora
ndo autoclavado apresentou potencial para induzir
resisténcia local em pepino contra C. lagenarium. O
entendimento das propriedades antimicrobianas e/
ou elicitoras dos compostos secundarios presentes
nas plantas pode contribuir para o desenvolvimen-
to de novas técnicas de manejo de doencas de plan-
tas, incluindo no pés-colheita de frutos.

Conclusoes

Concentragdes crescentes dos 0leos essenciais
de C. citriodora e C. citratus incorporadas ao meio
de cultura BDA reduzem linearmente o crescimento
micelial de C. musae e C. gloeosporioides.

No intervalo de concentracdes analisadas, ape-
nas o 6leo essencial de C. citratus inibiu completa-
mente o crescimento micelial dos patégenos.
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