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RESUMO

CARVALHO, Joseane Biso de, M. S., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2006. Potencial fungitoxico de Cymbopogon citratus e Cymbopogon
martinii a Colletotrichum sp. e protecdo pos — colheita de frutos de
pimentdo. Professora Orientadora: Katia Regina Freitas Schwan-Estrada.
Professor Conselheiro: Jodo Batista Vida.

A antracnose do pimentdo tem provocado elevadas perdas para a cultura
na fase de pds-colheita, onde a doenca €& mais severa. O uso de métodos
alternativos de controle nessa fase tem sido intensificado, uma vez que se busca a
redugdo do uso de agrotdxicos, e o uso de plantas medicinais pode ser uma
alternativa no controle de doengas. Com o objetivo de verificar o potencial
fungitoxico das espécies Cymbopogon citratus e C. martinii “in vitro” e no controle
alternativo de Colletotrichum sp em pimentao na pdés-colheita. No ensaio “in vitro,”
utilizou-se extrato bruto aquoso (EBA) autoclavado das duas espécies nas
concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50% incorporado ao meio BDA e aliquotas
de 1, 20, 40 e 60 uL do dleo essencial (OE) distribuidas na superficie do meio
BDA, para avaliar o crescimento micelial. Foi avaliado também a esporulacéo
através da contagem de esporos em hemacitdmetro, e a germinagao de esporos e
formacado de apressorio em placas de ELISA. No ensaio “in vivo”, frutos de
pimentdo foram inoculados com suspensdo de esporos (1 x 10° esporos.mL™) e
depois tratados com os EBA a 10 e 20% preparados por irradiacdo de microondas,
e com extrato citrico (controle positivo), 2 dias apds a inoculagao. Foram avaliados
os parametros reducdo de peso, severidade da doenga e atividades geral e
especifica de peroxidases. Os EBA das duas espécies nao inibiram
significativamente o crescimento micelial, a esporulagdo e a germinagdo dos
esporos, porém houve efeito inibitério sobre a formacdo de apressorio. O dleo
essencial apresentou efeito inibitério sobre o crescimento micelial, esporulagao,

germinacgao de esporos e formacéo de apressorio. No ensaio “in vivo”, os EBA nao



controlaram a doenga e também ndo alteraram a atividade da peroxidase. No
parametro reducado de peso de frutos, os EBA foram semelhantes a testemunha
positiva, porém menor reducido de peso dos frutos foi verificada com o EBA de C.

martinii a 10%.

Palavras-chave: pimentdo, pds-colheita, resisténcia induzida, controle alternativo

de doengas de plantas.



ABSTRACT

CARVALHO, Joseane Biso de, M. S., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2006. Fungitoxic potential of Cymbopogon citratus and Cymbopogon
martinii to Colletotrichum sp. and postharvest protection bell pepper
fruits. Adviser: Katia Regina Freitas Schwan-Estrada. Commitee Member:
Joédo Batista Vida.

Anthracnose of the bell pepper has provoked raised losses for the culture
in the postharvest, where the disease is more severe. The use of alternative
methods of postharvest disease control has been intensified, a time that if searchs
the reduction of the use of pesticides, and the use of medicinal plants can be an
alternative in the diseases control. With the objective to verify the “in vitro”
fungitoxic potential of the Cymbopogon citratus and Cymbopogon martinii and in
the alternative control of Colletotrichum sp. in bell pepper postharvest. In “in vitro”
test, concentrations of 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50% of the crude extract (CE)
autoclaved of the two species were incorporated into PDA and aliquots of 1, 20, 40
and 60 pL of the essential oil (EO) were distributed on PDA surface, to evaluate the
micelial growth. It was evaluated the sporulation for the counting of spores in
hemacytometer, and the spores germination and apressorio formation in ELISA too.
In “in vivo” test, green pepper fruits were inoculated with spores suspension (1x10°
spores.mL™) and treated with 10 and 20% CE prepared for microwaves irradiation,
and with citric extract (positive control), 2 days after inoculation. The parameters
were evaluated fruits weight reduction, disease severity and general and specific
activity of peroxidases. The CE of the two species not significantly inhibited the
micelial growth, the sporulation and the spores germination, however it had
inhibitory effect on the apressorio formation. The essential oil presented inhibitory
effect on the micelial growth, sporulation, spores germination and apressorio

formation. In “in vivo” test, the disease was not controlled for the CE, and the



peroxidase activity was not verified. In the parameter fruits weight reduction, the CE
had been similar to the positive control, however smaller fruits weight reduction was

verified with C. martinii CE 10% concentration.

Key words: bell pepper, postharvest, resistance induced, alternative control of plant

diseases.



1. INTRODUGAO

A producgao de frutas e hortaligas tém aumentado consideravelmente em
todo o mundo, incluindo o pimentdo (Capsicum annumm). Apesar de ser
amplamente produzido para consumo “in natura”, estima-se que as perdas em
pos-colheita possam atingir até 10% a nivel mundial. Estas perdas podem ser de
ordem qualitativa e quantitativa, podendo ter causas diversas, variando de regido
para regiao, sendo ocasionadas por deterioragdes fisioldgicas, injurias mecanicas,
pragas, e principalmente por doencas (OLIVEIRA et al., 2004).

A antracnose causada por Colletotrichum sp. € uma das doengas mais
comuns e severas para a cultura do piment&o, ocorrendo principalmente nos frutos
e quando o cultivo € em periodos quentes e umidos. Os danos sao diretos a
producado e comercializacéo, levando a depreciacédo e reducao da qualidade, com
consequente prejuizo ao produtor rural, causando perdas de até 100%, em um
periodo relativamente curto. O controle da antracnose no pimentdo é geralmente
feito com fungicidas ou utilizando variedades resistentes, porém, nenhum
programa de melhoramento tem se concentrado nessa doenga e o uso de
fungicidas em pos-colheita € bastante restrito (KUROZAWA & PAVAN, 1997).

A reducgado de doengas em pos-colheita € um dos grandes desafios para
minimizar as perdas. Atualmente, este controle tem sido a base de fungicidas, e
em menor escala, de tratamentos fisicos associados ao controle quimico. No
entanto, a crescente exigéncia por produtos vegetais de qualidade, livres de
contaminagdo por microrganismos e residuos quimicos, restringe o uso de
defensivos agricolas em pos-colheita, e com isso tem incrementado o
desenvolvimento de pesquisas que buscam métodos alternativos quimicos, fisicos
e bioldgicos para controlar as podridées pos-colheita (MARI & GUIZZARDI, 1998).

Dentre os métodos de controle que vém sendo estudado, consideravel
atencdo esta sendo dada aqueles que promovam a inducdo de resisténcia

(OLIVEIRA et al.,, 2004). A indugdo de resisténcia consiste na ativagdo de



mecanismos de defesa latentes e existentes na propria planta. Antagonistas,
isolados nao patogénicos, compostos sintéticos e naturais, tratamento térmico,
radiacdo ultravioleta e atmosfera modificada tém demonstrado resultados positivos
como elicitores de resisténcia em frutas e hortalicas na pos colheita.

Com isso, para tentar amenizar a situagcdo de danos ambientais e
contaminagdo humana por residuos de defensivos agricolas, métodos alternativos
ao controle quimico tém sido sugeridos como opg¢ao ao controle de fitopatdgenos
na pos-colheita, intensificando-se o desenvolvimento de novos fungicidas mais
seguros e biodegradaveis a base de produtos naturais como extratos de plantas,
microrganismos nao patogénicos e leveduras, que fornecam boa eficiéncia com
menor impacto ambiental e risco a saude humana e animal.

Diante do exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o efeito antimicrobiano direto do extrato bruto aquoso (EBA) e do dleo
essencial (OE) de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. (capim limdo) e C. martinii
(Roxb.) J.F. Watson (palmarosa) no crescimento micelial, esporulagdo,
germinagcdo de esporos e formacgédo de apressorios por Colletotrichum sp., bem
como verificar o efeito dos EBAs no controle de Colletotrichum sp. e na atividade

da enzima peroxidase em frutos de pimentéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Patossistema Pimentao (Capsicum annuum L.) x Colletotrichum sp.

2.1.1. A cultura do pimentao (Capsicum annuum L.)

Pertencente a familia das Solanaceas, a espécie Capsicum annuum €
tipicamente de origem americana, ocorrendo formas silvestres desde o sul do
Estados Unidos até o norte do Chile. Entretanto, atualmente tém sido cultivada
desde regides tropicais até as regides temperadas (CASALI & COUTO, 1984;
FILGUEIRA, 2000).

A espécie Capsicum annuum engloba tanto as pimentas como os
pimentdes e poucos cultivares ornamentais, sendo a mais cultivada e a que
apresenta maior variabilidade genética (CASALI & COUTO, 1984). Os frutos de
pimentédo apresentam-se em forma de baga oca, de formato cbénico ou cubico, de
coloragao vermelha, amarela ou outras cores quando maduro, com auséncia de
sabor picante e pungente, o que os diferenciam das pimentas, devido a auséncia
do alcaldide capsicina (FILGUEIRA, 2000).

No Brasil, anualmente, a cultura ocupa uma area em torno de 12.000 ha
para o seu cultivo, com producao estimada de 280.000 toneladas de frutos. A
maioria dos estados brasileiros sdo produtores, porém, a maior producao esta
concentrada nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, que s&o responsaveis
pelo plantio de 5.000 ha e produgdo de 120.000 toneladas, aonde somente o
mercado de sementes movimenta 1,5 U$$ milhdo (RIBEIRO & CRUZ, 2003). A
produtividade média da cultura gira em torno de 30 a 50 toneladas.ha™, e com a
introducédo de novos hibridos a tendéncia é elevar cada vez mais (FILGUEIRA,
2000). Além disso, produtividades mais elevadas podem ser alcangadas com a

cultura quando cultivada em estufa.



Além do consumo in natura dos frutos, o pimentdo pode ser processado e
industrializado na forma de paprica — um po6 vermelho obtido da desidratacéo e
moagem de frutos maduros de cultivares especializados, com intensa coloragao
vermelha, onde € largamente utilizado na industria de alimentos, especialmente
em sopas desidratadas e molhos (FILGUEIRA, 2000).

Segundo Medina (1984), a temperatura ideal para armazenamento do
pimentéo varia de 7 a 10 °C, abaixo de 7 °C esta sujeito a injuria provocada pelo
frio causando um disturbio fisioldgico, e acima de 10 °C, o processo de maturagao
€ acelerado levando a alteragdes na coloragdo dos frutos, além de aumentar a
suscetibilidade a podridées. Porém, mesmo estando dentro do padrdo de
temperatura recomendado, a longevidade dos pimentdes ndo ultrapassa duas a
trés semanas. Para Sigrist (1983), as principais causas de perdas pos-colheita
para o grupo das hortaligas de frutos imaturos (pimentdo, abobrinha, quiabo,
berinjela, vagem e pepino) sao: superamadurecimento na colheita, perda de agua
(murchamento), esfoladuras e danos mecanicos, disturbio fisiolégico pelo frio e
deterioragcao microbiana.

Os pimentdes podem trazer do campo uma carga elevada de
microrganismos, que dependendo do manuseio ao qual o produto é submetido,
tendem a multiplicar-se, e consequientemente, provocar a deterioragdo dos frutos.
A temperatura e umidade relativa elevada favorecem o desenvolvimento de
doencgas pos-colheita, e alguns desses patégenos somente encontram condigdes
favoraveis para o seu estabelecimento apdés o enfraquecimento dos tecidos
vegetais pela acdo do processo de maturagao e/ou senescéncia ou pela agao da
injuria provocada pelo frio. Para a maioria dos patégenos que ocorrem na poés-
colheita recomenda-se o tratamento por imersdo em agua clorada (100 a 200 ppm
de cloro livre) por 1 a 3 minutos, e para patégenos com infecgao latente, como € o
caso da antracnose, recomenda-se tratar os frutos com fungicidas sistémicos
(BARROS et al., 1994).



2.1.2. Antracnose do pimentao

A antracnose causada por Colletotrichum sp. € a mais comum e destrutiva
doenga das solanaceas, principalmente no periodo quente e umido (LOBO
JUNIOR. et al. (2001). No entanto, a maioria das cultivares brasileiras sao
derivadas da cultivar Cascadura, altamente suscetivel a C. gloeosporioides, o que
faz com que as variedades e hibridos comerciais de Capsicum nao sejam
resistentes a doenga (HENZ et al., 1993).

Colletotrichum gloeosporiodes (Penz.) Penz. & Sacc. [teleomorfo:
Glomerella cingulata (Stonem.) Spaud. & Von Schrenk) é um dos agentes causais
descritos na literatura para a antracnose em pimentdo (Capsicum annuum L.)
(KUROZAWA & PAVAN, 1997). No entanto, Rawal et al. (1989) cita que a
antracnose é uma doenca causada por varias espécies de Colletotrichum, onde C.
acutatum, C. coccodes, C. dematium e G. cingulata tém sido identificadas por Oh
et al. (1999) como espécies causadoras de antracnose na Coréia, e C. capsici e
G. cingulata em Taiwan por Manandhar et al., (1995a, 1995b).

No Brasil, C. capsici é considerado um fungo quarentenario nas culturas
da manga, mamao e pimentdo (FELIX et al., 2003). Tozze Junior et al., (2004)
caracterizaram morfolégica e molecularmente isolados de pimentao, pimenta e jilo,
e os resultados indicaram a presenga de C. acutatum e C. gloeosporioides
causando antracnose em solanaceas no Brasil. No Brasil, a presenca dessa
doenga é evidente desde o Rio Grande do Sul até o Nordeste, em regides
elevadas dos estados de Minas Gerais e Goias, afetando as culturas do pimentao,
berinjela e jil6 (KUROZAWA & PAVAN, 1997).

A doenca ocorre principalmente nos frutos, causando podriddes com
lesdes em forma de depressdes circulares de coloragdo escura, com didmetro
variavel, de onde emerge a massa de esporos de coloragcdo rosa-salméao
(KUROZAWA & PAVAN, 1997), podendo aparecer durante todo o
desenvolvimento da cultura ou somente na pos-colheita. Estas lesbes depreciam
os frutos e reduzem a qualidade destes para a comercializacdo, provocando
perdas diretas para o produtor rural (HALFELD-VIEIRA et al., 2004).



Além disso, o patdgeno pode sobreviver em sementes infectadas, restos
culturais e em hospedeiros alternativos, e as sementes constituem-se em fonte de
inéculo responsavel pela introdugdo do patégeno em areas indenes (KUROZAWA
& PAVAN, 1997).

2.2. Controle de doengas em plantas

O controle quimico, apesar de suas implicacdes, ainda € o método mais
utilizado na agricultura, tanto por solucionar o problema em curto prazo, como o
fato de ser o unico método disponivel e relativamente eficiente para o controle de
determinados patogenos. Porém, o uso intensivo de fungicidas aliado ao
surgimento de ragas resistentes, aos impactos ambientais negativos, as questdes
de saude humana e animal, as dificuldades técnicas e econémicas do emprego do
controle biolégico em controlar doengas, tém aumentado o interesse em
desenvolver pesquisas com o intuito de melhorar as técnicas alternativas de
controle, visando a sustentabilidade do sistema agricola (BETTIOL, 1997).

Além do controle biolégico e do uso da resisténcia genética para controle
de doengas em plantas, as substancias naturais extraidas de plantas estdo sendo
bastante difundidas, uma vez que geralmente apresentam propriedades
antimicrobianas (ZAMBONELLI et al., 1996). Nesse sentido, as plantas da flora
tropical, podem ser uma fonte em potencial de fungicidas naturais e tém
apresentado alta eficiéncia sobre microrganismos fitopatogénicos (ANSARI, 1996;
DIXIT et al., 1995).

Em funcdo do uso de produtos quimicos oferecer sérios riscos a saude
humana e animal e causar danos preocupantes ao meio ambiente, associado
ainda ao surgimento de ragas resistentes dos patdégenos, se faz necessario o
desenvolvimento de novas estratégias na protecdo de plantas tanto contra
doencas, quanto a insetos e plantas daninhas. Com isso, o uso de extrato bruto ou
Oleo essencial obtido das plantas medicinais € pratica que vem sendo bastante
pesquisada em alguns patossistemas, a fim de verificar sua toxicidade direta sobre

o patogeno e/ ou indugado de resisténcia no hospedeiro, indicando a presenca de



algum componente (s) antimicrobiano (s) ou com caracteristica (as) elicitora (as)

de resposta de defesa nas plantas.

2.2.1. Controle alternativo de doeng¢as pés-colheita

As frutas e hortalicas sdo produtos altamente pereciveis, especialmente
na fase de pos-colheita, quando consideraveis danos (doencgas, desordens
fisiologicas, senescéncia) podem ocorrer. Métodos adequados de
armazenamento, capazes de retardar o amadurecimento e reduzir o
desenvolvimento de patdégenos podem prevenir ou pelo menos reduzir estes
danos. Os tratamentos com agentes quimicos podem assegurar protecéo para os
produtos colhidos, porém, & permitido somente para algumas espécies; e a
opinido publica demanda pela redugao do uso dos quimicos (MARI & GUIZZARDI,
1998).

O wuso indiscriminado de agentes quimicos pode selecionar racas
insensiveis do patdégeno aos fungicidas (SPOTTS & CERVANTES,1986) e
doengas iatrogénicas (GRIFFITHS, 1981), e isso tem contribuido para o aumento
do interesse ao desenvolvimento de métodos alternativos para controlar
fitopatdgenos, capazes de integrar ou minimizar o uso dos fungicidas sintéticos.

A fase de pods-colheita é bastante favoravel a aplicagdo de métodos de
controle biolégico, uma vez que parametros ambientais considerados restritos
como a temperatura, umidade relativa e a composi¢cdao gasosa da camara de
armazenamento podem ser alteradas (MARI & GUIZZARDI, 1998). A exploragao
da bioatividade antimicrobiana e/ou elicitora de defesa utilizando compostos
secundarios presentes no extrato bruto ou éleos essenciais de plantas medicinais,
constitui-se em mais uma forma potencial para controle de doengas em plantas
cultivadas. Dentro desse enfoque ecoldgico, inclui-se o controle biolégico e a
inducao de resisténcia, exceto o controle quimico tradicional e o melhoramento
genético (BETTIOL, 1991, SCHWAN-ESTRADA, 2003; SCHWAN-ESTRADA &
STANGARLIN, 2005).



O controle bioldgico & definido como o controle de um microrganismo
patogénico por um outro microrganismo antagbnico, atuando por meio de
antibiose, parasitismo, competicéo, predacao ou hipoviruléncia (COOK & BAKER,
1983).

A inducao de resisténcia (ou indugao de protecéo, imunidade adquirida,
ou resisténcia sistémica adquirida ou induzida) envolve a ativagdo de mecanismos
de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes
bidticos ou abiéticos (HAMMERSCHMIDT & DANN, 1997). Como agentes bidticos
citam-se os microrganismos inativados, ou nao patogénicos, microrganismos
antagonistas como bactérias e leveduras, e extratos vegetais; e abidticos que se
dividem em quimicos como acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), acibenzolar-S-
metil (ASM), jasmonatos, quitosana, fosfitos, e em fisicos como radiagéo
ultravioleta, tratamento térmico e atmosfera modificada (OLIVEIRA et al., 2004;
KUC, 2001; OOSTENDORP et al.,2001). Os mecanismos de defesa que as
plantas utilizam para se defender podem ser de ordem estrutural, como as papilas,
lignificacdo e tilose, ou bioquimica, como o acumulo de fitoalexinas, proteinas
relacionadas a patogénese (B-1,3 glucanase e quitinase), enzimas oxidativas
(peroxidase e polifenoloxidase), enzimas envolvidas no metabolismo secundario
como a fenilalanina aménia-liase (sintese de compostos fendlicos e algumas
fitoalexinas) e atuagao das espécies reativas de oxigénio na explosao oxidativa
(STANGARLIN, 2003).

Em péds-colheita, a resisténcia sistémica induzida (RSI) tém sido
ressaltada como tecnologia alternativa ao uso de fungicidas no controle de
doencgas, e comprovada em respostas sistémicas resultantes do tratamento com
agentes bioldgicos, quimicos e fisicos. O potencial do uso de substancias naturais
extraidas de plantas como compostos antimicrobianos em produtos pés-colheita,
depende muito da toxicidade aos mamiferos que tem de ser baixa e do grau de
volatilizagdo para poderem ser utilizadas na forma de fumigag¢ao na refrigeragcao
dos produtos ou na propria prateleira na fase de comercializagao do produto, ndo
sendo permitido o uso caso a substancia seja fitotoxica (MARI & GUIZZARDI,
1998).



A pesquisa vem constatando o controle direto do patégeno em frutas e
hortalicas, pelo tratamento com O6leos essenciais e extratos de plantas, CO,,
radiagao UV, elicitores quimicos e bidticos. Franco & Bettiol (2000) verificaram que
bicarbonato de sddio a 1, 2 e 3%, carbonato de sédio a 1%, acido borico a 1 e 2%,
sorbato de potassio a 1%, metabissulfito de sddio a 1%, alanina a 1%, glutamato
monossédico a 1% e Gliocladium roseum (8,6 x 10° esporos.mL™) apresentaram-
se mais eficazes no controle direto de Penicillium digitatum em frutos de laranja
“‘Péra” dentre os diversos produtos aplicados, com eficiéncia semelhante aos
fungicidas tiabendazole, procloraz e imazalil. Gomes et al. (2005) observaram que
a aplicacdo de microrganismos antagdnicos como a Rhodotorula sp. e
Pseudomonas sp. juntamente com o cloreto de calcio reduziu a severidade da
podriddo mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum em
frutos de tomate na pds-colheita, porém, somente verificando os efeitos diretos
destes microrganismos sobre a bactéria, deixando de lado os efeitos indiretos no

controle.

2.2.2. Indugao de resisténcia em plantas a fitopatégenos

A resisténcia da planta pode ser definida como a capacidade da planta em
atrasar ou evitar a entrada e/ou subsequente atividade de um patégeno em seus
tecidos (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Como a maior parte dos organismos
eucariéticos, as plantas se defendem dos agentes fitopatogénicos com um arsenal
de mecanismos de defesa induziveis, onde todos os agentes fitopatogénicos,
incluindo virus, bactérias, fungos e nematodides, podem ativar mecanismos de
defesa nas plantas (CASTRO, 1999). Esses mecanismos podem ser passivos ou
pré-formados, e ativos ou pos-formados; onde se incluem os fatores estruturais
gue atuam como barreira fisica, impedindo a entrada do patégeno e colonizagao
dos tecidos, e os fatores bioquimicos, que ocorrem nas células do hospedeiro
produzindo substancias toxicas ao patdégeno ou criando condigbes adversas ao
crescimento deste no interior da planta (PASCHOLATI & LEITE, 1995).



O mecanismo de indugdo e amplificagdo da resposta de defesa em
plantas € chamado de elicitagcdo (ou eliciagéo), cujas moléculas que induzem esse
fendmeno sdo chamadas de elicitoras (ou eliciadoras), podendo ser de origem
protéica, lipidica ou polissacaridica (CASTRO, 1999).

Um dos primeiros relatos sobre inducdo de resisténcia em plantas foi
descrito por Ross (1961) que demonstrou que a resisténcia sistémica adquirida foi
ativada em plantas de fumo apés infecgdes locais com o virus do TMV, e isso fez
com que diminuisse a severidade dos sintomas em infecgcbes secundarias por
outros patdégenos. Geralmente, a resisténcia induzida ocorre de forma sistémica,
uma vez que a capacidade de defesa € aumentada, ndo somente na infec¢ao
primaria em certas partes da planta, mas também em partes ndo infectadas; e
devido a esta caracteristica, a resisténcia induzida, foi entdo denominada de
resisténcia sistémica adquirida ou SAR (OOSTENDORRP et al., 2001).

A resisténcia sistémica induzida (ISR — Induced Sistemic Resistance) em
plantas, definida por Ku¢ (2001) € um fendmeno pelo qual a resisténcia a doengas
infecciosas € induzida sistemicamente por infec¢gdes localizadas ou pelo
tratamento com componentes ou produtos microbianos, ou por diversos grupos de
compostos organicos e inorgénicos estruturalmente nao relacionados. A atividade
dos agentes indutores ndo €, devido a atividade antimicrobiana ou a habilidade
para serem transformados a agentes antimicrobianos. No entanto, os agentes
antimicrobianos também podem induzir resisténcia e oferecer protecdo até a ISR
ser expressa. Alguns destes compostos sao antimicrobianos diretos, enquanto
outros somente restringem o desenvolvimento de patdgenos pela formagédo de
barreiras.

O processo pelo qual a planta torna-se resistente € extremamente ativo
onde eventos ocorrem simultaneamente e compostos sao sintetizados e
acumulados para contribuirem na resisténcia, e a planta é sensibilizada apds a
infeccdo, para mais tarde responder a este estimulo com respostas de defesa
(KUC, 2001). Os compostos acumulados sdo estruturalmente néo relacionados e
variam de biopolimeros a inorganicos. Estes podem ja existir na planta (passivos)

e/ ou estarem envolvidos em respostas da prépria resisténcia como as ceras,
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cutina, glicosideos fendlicos, fendis, quinonas, glicoalcaléides esteroides,
suberina, terpendides e proteinas (tionina); ou ainda podem ser sintetizados e
acumulados em maior quantidade apds a infecgdo, como as fitoalexinas, espécies
reativas de oxigénio/radicais livres, calcio, silicone/silicatos, polifenoloxidases,
peroxidases, polimeros fendlicos ligados e incrustrados no interior da parede
celular, glicoproteinas ricas em glicina e hidroxiprolina, tioninas, proteinas
antimicrobianas e peptideos, quitinases, p-1,3 glucanases, ribonucleases,
proteases, calose, lignina, lipoxigenases e fosfolipases (PASCHOLATI & LEITE,
1995; KUC, 2001). Esses fatores séo determinados geneticamente e sdo efetivos
dependendo da expressdo dos mesmos no momento certo, em magnitude
adequada e em uma sequéncia logica, apos o contato com o hospedeiro
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Uma interag&o génica ocorre simultaneamente a tudo isso, onde os genes
responsaveis pelos mecanismos de resisténcia sado ativados em condicbes
especiais para tornar as plantas mais resistentes ao ataque de patégenos. A
expressao coordenada de um grupo complexo de genes, mais conhecidos como
‘genes pr’ ou “genes sar’ codificam a sintese das proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas PR) e permitem o acumulo associado dessas, € isso tem
sido considerado como a base molecular da ISR-Induced Sistemic Resistance
(CONRATH et al., 2001, OOSTENDORRP et al., 2001). As atividades enzimaticas
de diversas proteinas PR tém sido identificadas, onde inclui-se as (-1,3
glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, -4, -8 e -11), semelhante a tomatina (PR-5),
peroxidase (PR — 9) e inibidoras de proteinases (PR-6), e as com propriedades
bioquimicas desconhecidas (PR-1) (OOSTENDORP et al.,2001; VAN LOON,
1997). Algumas dessas enzimas, como as quitinases e [(-1,3 glucanases,
hidrolisam os componentes da parede celular microbiana.

As plantas podem ser induzidas localmente e sistemicamente a tornarem-
se mais resistentes a doencas, utilizando-se de diversos agentes bidticos ou
abidticos, a distancia do ponto de aplicagao do indutor e penetragado do patdgeno,

conforme Pascholati & Leite (1995) e Oostendorp et al. (2001), e o efeito protetor
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pode durar desde poucos dias até algumas semanas ou até mesmo por todo o
periodo de vida da planta, ndo existindo especificidade na resisténcia induzida.

A protegdo induzida depende do intervalo de tempo entre o tratamento
inicial (tratamento indutor) e a subsequente inoculagdo do patdégeno (tratamento
provocador ou desafiador). Essa dependéncia indica que mudancgas especificas
no metabolismo da planta estdo envolvidas na sintese e/ou acumulo de
substancias importantes no fendmeno da resisténcia induzida como ja foi dito
anteriormente PASCHOLATI & LEITE (1995) e BONALDO et al (2005).

Alguns produtos sintéticos foram descobertos e imitam a ativagéo
biolégica da SAR por patdogenos necrotréficos, e poucos tém conseguido a
comercializagdo como o acibenzolar-S-metil, o composto mais estudado como
ativador de resisténcia, que em baixas doses pode ativar respostas de defesa em
diversas culturas contra um amplo espectro de doencas incluindo bacterianas,
fungicas e virdticas. Além da molécula do acibenzolar-S-metil, temos o acido
salicilico (AS), o acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), o probenazole (Oryzemate), o
acido B-aminobutirico (BABA), os derivados do acido ciclopropano carboxilico
(carpropamide e WL 28325), sais de fosfato e potassio, e fosetyl de Al que
também podem ser utilizados como indutores de resisténcia (OOSTENDORP et
al., 2001, SOBRINHO et al., 2005).

A formulagdo aquosa a base de Reynoutria sachalinensis (extrato
formulado conhecido como Milsana®) para controle de oidio (Sphaerotheca
fuliginea) em pepino apresentou um rapido e distinguivel acumulo de compostos
fendlicos fungitdxicos nas folhas tratadas, principalmente em folhas infectadas, e
uma inibicdo quase que imperceptivel da germinagcéo conidial, unico efeito direto
de Milsana® sobre S. fuliginea. Esses resultados entdo suportam a hipdtese de
que o produto Milsana® pode agir indiretamente por indugdo de reacdes de defesa
das plantas (DAAYF et al., 1995).

O Ecolife40® (extrato citrico) é uma formulagdo comercial obtida
industrialmente por extracdo e/ou fermentagcdo de um substrato derivado de
plantas citricas, constituida por acidos ascoérbico, citrico e latico, flavondides e
fitoalexinas citricas (QUINABRA, 2005; SOBRINHO et al., 2005), que apresenta
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acao sinérgica, melhorando o vigor e a resisténcia das plantas as doencgas, onde
sua acdo é comandada pelos bioflavondides citricos (vitamina P), fitoalexinas
citricas e acido ascorbico (vitamina C). Os tecidos das plantas sao induzidos a
sintetizar fitoalexinas, as quais sao utilizadas na redugédo dos danos causados por
bactérias e fungos. Os acidos organicos (Ascorbico, citrico e latico) e os
bioflavonodides conferem ao produto uma agdo antioxidante, que junto com os
peptideos atuam como microbiostaticos, auxiliando no equilibrio da flora
microbiana vegetal. Motoyama et al. (2003) citam que o extrato citrico apresentou
atividade antifungica “in vitro” contra os fungos Colletotrichum lagenarium e
Fusarium semitectum, além de apresentar atividade elicitora, induzindo a sintese
das fitoalexinas gliceolina em cotilédones de soja e deoxiantocianidinas em
mesocotilos de sorgo.

Hanada et al. (2004) utilizaram 100 mg de ingrediente ativo.L™ de extrato
citrico e verificaram que essa concentragao inibiu completamente a germinagao de
esporos de Mycosphaerella fijiensis, agente causal da Sigatoka Negra da
bananeira (Musa spp.), e tratando os frutos colhidos, com 100 e 200 mg.L™, via
pulverizacdo ou imersdo, observaram que estas concentragbes também foram
eficazes no controle da doenga.

A resisténcia induzida em frutas e hortaligas tem seguido o mesmo
conceito geral da indugcédo de resisténcia empregada em plantas cultivadas, que
pode ser aumentada pela modulacdo dos mecanismos naturais de defesa. A
ativacao de respostas de defesa em pds-colheita tem sido demonstrada em varias
interacbes patdogeno-hospedeiro, pela aplicagdo de elicitores bidticos e abidticos
(CAMILI et al., 2005). Segundo Dantas et al. (2004), os tratamentos com
Acibenzolar-S-Metil (ASM) e Agromos (AM) foram eficientes no controle de
antracnose em frutos de mamao, podriddo de Lasiodiplodia e Podriddo de
Fusarium. Além disso, foram observados aumentos na atividade de [(-1,3
glucanase em ambos os tratamentos, coincidindo com as redugdes na incidéncia
de antracnose. Porém, a atividade dessa enzima individualmente pode nao ser a

principal responsavel pela resisténcia sisttmica adquirida, uma vez que ela age
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geralmente em sinergismo com a quitinase e outros mecanismos de defesa das
plantas isolados ou em conjunto.

Em tecidos de pimentdo tratados com quitosana foram observados
acumulos de quitinase, B-1,3 glucanase e quitosanases, permanecendo com
niveis elevados até 14 dias apods a elicitagcdao (EL GHAOUTH et al., 1997). As
atividades das enzimas hidroliticas foram seguidas por uma redugao substancial
do conteudo de quitina na parede celular das hifas de Botrytis cinerea. A natureza
sistémica dessas enzimas € persistente nos tecidos elicitados pela quitosana,
tornando-se ativas quando a resisténcia dos tecidos € reduzida no processo do
amadurecimento (WILSON et al.,, 1994). A natureza sistémica e persistente da
quitosana pode ser importante para retardar o surgimento de infeccbes
quiescentes, onde muitas das doencas pds-colheita se enquadram, tornando-se
ativas quando a resisténcia do tecido diminui. Os efeitos da quitosana tém sido
atribuidos a atividade antifungica direta, efeito sobre a atmosfera modificada e/ou
inducgéo de resisténcia em pos-colheita (EL GHAOUTH et al., 1997).

2.2.2.1. Peroxidases

As peroxidases sdo consideradas proteinas da membrana do grupo das
oxiredutases, e sao ativadas quando a membrana é danificada por agentes
mecanicos ou acao de enzimas proteoliticas. O estudo das peroxidases
(glicoproteinas) tém sido de grande importéncia para avaliar as interacdes
patogeno-hospedeiro (HAMMERSCHMIDT et al., 1982) e sua agdo no processo
de deterioracdo oxidativa de frutas e hortalicas, durante o armazenamento
(CLEMENTE & PASTORE, 1998).

Essas enzimas catalizam a oxidacdo de componentes em perdxido de
hidrogénio ou hidroperdxidos organicos, podendo estar envolvidas em diferentes
processos fisiolégicos tais como a biossintese de lignina, biossintese de etileno e
degradacao do acido indol-acético. Entretanto, sua maior importancia na indugéo
de resisténcia em plantas contra fitopatégenos esta centrada no processo de

lignificacdo, onde participa na etapa final da sintese de lignina, fazendo a
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polimerizacdo dos alcoois hidroxicindmicos na presenca de peréxido de
hidrogénio, contribuindo para a restricdo do microrganismo patogénico (OLIVEIRA
et al., 1997; LUSSO & PASCHOLATI, 1999).

O aumento da sua atividade € maior em cultivares resistentes ou em
plantas tratadas com indutores do que em interacbes compativeis, em cultivares
suscetiveis ou moderadamente resistentes (OLIVEIRA et al., 1997). Entretanto,
essas enzimas nao apresentam uma relacdo direta com a RSA/RSI, mesmo
ocorrendo aumento da atividade simultaneamente pode nao ocorrer indugao de
resisténcia aos patégenos (MONTALBINI et al., 1995; DALISAY & KUC, 1995; DI
PIERO & PASCHOLATI, 2004), e portanto, ndo podem ser usadas como
marcadores de resisténcia em muitos patossistemas. Para Van Loon (1976), o
aumento da atividade de peroxidase € um reflexo de ocorréncia de alteragdes
metabdlicas que esta associado com a resisténcia induzida, entretanto, ndo é a
Unica enzima ou mecanismo responsavel pela resisténcia desenvolvida nas
plantas. A efetividade das respostas de defesa deve seguir uma ordem
cronolégica (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Assim, a formacdo de papilas,
aposicdes na parede e lignificagdo dos tecidos vegetais devem ocorrer antes, ou
concomitantemente a penetracdo do patdgeno, e como as peroxidases estao
envolvidas na formacao da lignina, espera-se que o aumento na atividade ocorra

em até 48 h apos a infecgao.

2.3. Potencial de plantas medicinais no controle de doengas pdés-colheita

As substancias produzidas pelas plantas conhecidas como medicinais
apresentam fungdes bem especificas no vegetal. Em sua maioria, sdo frutos do
metabolismo secundario tendo, portanto, fungao ligada a ecofisiologia da planta,
isto €, ao relacionamento da planta com o ambiente que a envolve e as respostas
metabdlicas em sua fisiologia. O metabolismo secundario diferencia-se do primario
basicamente por ndo apresentar reagcbes e produtos comuns a maioria das

plantas, sendo especifico de determinados grupos (MARTINS et al., 2000).

15



Os principios ativos ou compostos secundarios ndo se distribuem de
forma homogénea nos vegetais e sédo instaveis, onde dentro de uma mesma
espécie podem existir diferentes quimiotipos ou ragas quimicas, ou seja, as
espécies vegetais sao idénticas, mas diferem quimicamente. Algumas
caracteristicas sdo bastante comuns entre eles: esses compostos ndo sao vitais
para as plantas, sdo a expressdo da individualidade quimica dos individuos
diferindo de espécie para espécie de forma qualitativa e quantitativa, e séo
produzidos em quantidades minimas. Além disso, essas substancias podem ser
produzidas naturalmente pela planta, ou serem produzidas mediante a estimulos
especificos. A regulacdo do metabolismo secundario é dependente da capacidade
genética da planta em responder a esses estimulos internos ou externos, e da
existéncia desses no momento e magnitude apropriado, de fatores ambientais
(clima, tipo de solo) e fatores técnicos (cultivo, manejo, fitossanidade). Esses
compostos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, como
alcaldides, terpenos, lignanas, flavondides, cumarinas, benzendides, quinonas,
xantonas, lactonas e esteroides, entre outras (DI STASI, 1996; MARTINS et al.,
2000) e estéo distribuidos em um grande numero de familias boténicas. Muitos
apresentam atividade antimicrobiana, como € o caso dos alcaldides, que séo
biossintetizados, a partir da via metabdlica do acido chiquimico (BENNET &
WALLSGROVE, 1994).

O potencial de plantas medicinais tém sido bastante estudado desde os
primérdios da civilizagao na medicina popular e fitoterapia, devido a descoberta de
principios ativos com agao terapéutica. Sendo assim, passou-se a estudar o uso
desses principios ativos no controle de doencgas de plantas, incluindo o controle de
doengcas em pos-colheita. Aulakh & Grover (1968) verificaram o controle de
podriddes em frutos de tomate na pdos-colheita com 6leos de coco e de semente
de algodao, onde os frutos permaneceram firmes e sadios por um periodo de 5 a
10 dias, além dos efeitos diretos verificados in vitro inibindo potencialmente a
germinagao dos esporos.

Thompson (1986) estudou o efeito de 40 6leos essenciais na inibicdo da

germinacgao de esporos de 22 espécies de Rhizopus, Mucor e Aspergillus, sendo
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que os 6leos da casca e da folha de canela, cravo, pimenta e folha de pimenta, se
destacaram dentre os demais como potentes inibidores. Segundo o autor, esses
Oleos essenciais podem ser considerados potentes agentes controladores de
doencgas, protegendo os alimentos como aditivos antifungicos. Ranasingue et al.
(2002) no Sri-Lanka também verificaram que os 6leos da casca e da folha de
canela (Cinnamomum zeylanicum L.) e cravo (Syzygium aromaticum L.)
apresentaram efeito fungicida e fungistatico “in vitro” nas concentra¢des de 0,03 a
0,11% (v/v) contra Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae e Fusarium
proliferatum, agentes causais da antracnose e podriddo da coroa em bananas,
sendo considerados pelos autores como potentes agentes no manejo de doengas
em poés-colheita para a cultura da banana.

Dixit et al. (1995) trabalhando com extrato e 6leo essencial de folhas de 30
espécies de plantas superiores contra Penicillium italicum, agente causal do mofo
azul de mandarina, observaram que vapores de Ageratum conyzoides exibiram
maior toxicidade, inibindo completamente o crescimento micelial do fungo e os
tratamentos por imersdo e fumigacdo dos frutos foram bastante efetivos no
controle da doenca e nao ofereceram nenhum efeito adverso na qualidade dos
mesmos. Obagwu & Korsten (2003) observaram que o extrato de alho foi bastante
eficiente no controle do mofo azul (P. italicum) e mofo verde (P. digitatum) em
frutos de laranja das cv. Valéncia e Shamouti. Uma maior atividade desse extrato
foi verificada quando misturado ao 6leo de girassol. O tratamento com 1% do
extrato junto com o 6leo de girassol teve uma eficiéncia comparada ao fungicida
utilizado como controle (500 ppm imazalil + 1000 ppm quazatine) sobre ambos os
patdgenos em laranjas da cv. Valéncia.

Os oOleos essenciais de Mentha arvensis, Ocimum canum e Zingiber
officinale exibiram atividade fungitoxica “in vitro” contra Penicillium italicum, agente
causal de deterioragdo pés-colheita (mofo azul) de laranjas e limas. Os Oleos
segundo os autores, apresentaram aplicabilidade pratica no controle da doencga
durante o armazenamento, aumentando a vida util dos frutos na pds-colheita
(TRIPATHI et al., 2004).
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Shahi et al. (2003) trabalhando com a espécie Cymbopogon flexuosus,
verificaram que o 6leo essencial apresentava uma potente bioatividade contra um
grupo dominante de patdgenos pds-colheita. Além de ndo apresentar atividade
fitotoxica em frutos de Malus pumilo, o 6leo controlou em 100% a infecgao por
Botrytis cinerea, Phoma violacea e Penicillilum expansum em pré e poés-
inoculagdo, em concentragdes de 20 e 30 pyL.mL™", respectivamente.

De acordo com Bautista-Bafios et al. (2003), a quitosana junto com
extratos de folhas de mag¢a baunilha (Annona reticulata), folhas e sementes de
mamao apresentaram maior efeito fungistatico do que fungicida nos ensaios “in
vitro” contra Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose em
frutos de mamao. A quitosana sozinha apresentou efeito fungitoxico também “in
vivo” em pos-colheita, o que nao foi observado com os extratos. Para Palhano et
al. (2004), o dleo essencial de Cymbopogon citratus e o préprio citral (componente
do Oleo) aliado a alta pressao hidrostatica apresentaram efeito inibitério na
germinagao de esporos de C. gloeosporioides, agente causal da antracnose em
frutos de mamao, sugerindo o uso desse Oleo essencial e da alta pressao
hidrostatica no controle alternativo de doencgas pds-colheita.

O d6leo de Piper aduncum no patossistema banana — Colletotrichum
musae na pos-colheita, apresentou resultados significantes “in vitro” e “in vivo”,
onde nas concentragdes acima de 100 pg.mL'1 inibiram em 100% o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos. O 6leo na concentragdo de 1% impediu a
manifestacao de sintomas de podriddes em bananas pela redu¢cao da severidade
e incidéncia da doenga, com controle semelhante ao fungicida Benomil (BASTOS
& ALBUQUERQUE, 2004).

Para Anthony et al. (2004), os 6leos essenciais de Cymbopogon nardus e
Ocimum basilicum tiveram acgéo fungicida em concentragdes de 0,2 a 0,6% (v/v)
sobre Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae e Fusarium proliferatum,
agentes causais de podridao pos-colheita em banana, e a combinagdo dos dois
Oleos exibiram efeito sinergistico nos ensaios “in vivo”. Ainda que foram

observados somente o controle curativo das doencas em pds-colheita, o trabalho
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desenvolvido tentou abranger o uso das plantas medicinais para induzir

resisténcia.

2.4. Plantas Medicinais do género Cymbopogon

O grupo das plantas aromaticas que produzem Oleos essenciais, abrange
uma longa lista de espécies distribuidas em inumeras familias botanicas. A familia
que apresenta o maior numero de espécies aromaticas é a familia Lamiaceae,
seguindo-se de outras menos representativas como as familias Myrtaceae,
Asteraceae, Verbenaceae e Lauraceae (CASTRO & RAMOS, 2002). A familia
Gramineae, atualmente denominada Poaceae, apresenta inumeras espécies
aromaticas, dentre as quais estdo selecionadas trés economicamente mais
importantes pertencentes ao género Cymbopogon. Sao plantas exéticas cultivadas
em diversos paises para extracdo de O6leos essenciais de uso medicinal e em
perfumaria. Estas espécies sdo bem conhecidas como fonte de compostos
disponiveis comercialmente como o geraniol, geranil acetato, citral (neral e
geranial), citronelal, piperitona e eugenol, que sdo usados nas industrias de
perfumaria e outras, ou como matéria-prima para a sintese de produtos na

perfumaria.

2.41. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

Erva conhecida popularmente por capim limao, capim-santo ou capim-
cidro, pertence a familia Poaceae. E perene, cespitosa, ereta e de porte alto (0,60
a 3,00 m de altura). Suas folhas sdo aromaticas, moles, basais, planas e glabras,
invaginantes, paralelinérveas, com margens asperas e cortantes, estreitas e
longas (0,50 a 1,00 m de comprimento), com &pice acuminado (Figura 1). E
originaria da india e sua introdugédo no Brasil & muito antiga, possivelmente no
tempo colonial, onde era utilizada como planta ornamental, sendo cultivada hoje

em todo o pais (CASTRO & RAMOS, 2002).
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O rendimento em 6leo essencial na espécie C.citratus tem sido em torno
de 0,4 a 0,6%, que € composto por citral (neral e geranial, em torno de 70%),
mirceno (10%) e geraniol (2%), sendo muito usado em perfumaria para a
producdo de B-ionona (aroma de violetas), na sintese da vitamina A e como
antisséptico, por sua acao fungistatica (RAUBER et al., 1999). Por estas
aplicagdes, o 6leo essencial do capim-limao tem aceitacdo no mercado nacional e
internacional e seus precos tém sido considerados compensadores, embora sua
produgao por hectare seja baixa (comparada a de outras gramineas aromaticas).
Além disso, essa planta ainda é usada como fixadora das margens de estradas e

rodovias.
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Figura 1. Cymbopogon citratus em condigbes de campo no Horto de Plantas
Medicinais do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de
Maringa (Fonte: Joseane B. de Carvalho).
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2.4.2. Cymbopogon martinii (Roxb.) J.F. Watson

Também é uma espécie da familia Poaceae, conhecida comumente como
Palmarosa, originaria da Asia Tropical (india, Ceildo, Malasia). E uma planta
estolonifera, formando densas e compactas touceiras, constituidas por numerosos
colmos eretos, simples ou ramificados, muito semelhante a C. citratus e da qual se
distingue, principalmente, por suas folhas largas na base, cordadas e providas de
espiguetas sésseis e aristadas (CASTRO & RAMOS, 2002) (Figura 2).

Erva perene, cespitosa que atinge em torno de 0,60 a 2 m de altura, de
raizes fasciculadas, abundantes, alongadas e pardo-escuras. Os colmos sao
numerosos, alongados, finos, semi-eretos e verde-claros. As folhas sao alternas,
moles, estreitas, linear-lanceoladas, com apice agudo. A lamina superior € verde-
clara, glabra, e a inferior é verde-esbranquicada e levemente pilosa, ereta e
recurvada no apice (CASTRO & RAMOS, 2002).

As flores sdo reunidas em paniculas terminais de aspecto piramidal, com
raios verticilados, progressivamente mais curtos com espiguetas germinadas. A
espigueta inferior € séssil, com uma flor hemafrodita; a espigueta superior é
pedicelada, encerrando uma ou mais flores unissexuais masculinas, sendo a
espigueta pedicelada de igual comprimento que a séssil, com florescimento
geralmente ocorrendo em abril no sul do Brasil. Os frutos sdo pouco frequentes,

do tipo cariopses oblongas, contendo em seu interior, sementes.

Os componentes principais de seu 6leo essencial sdo geraniol (75-95%) e,
ainda, citral, d-linalol, 1-a terpineol, farnesol, B-ocimeno, metil-heptenona, aldeido
isovalérico, aldeido formico e dipenteno (OLIVEIRA & AKISSUE, 1989).

E geralmente usada nas industrias de perfume, como aromatizante, uma

vez que seu 6leo essencial tem odor semelhante ao das rosas.
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Figura 2. Cymbopogon martinii em condi¢bes de campo no Horto de Plantas
Medicinais do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de
Maringa (Fonte: Joseane B. de Carvalho).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre os meses de maio/2005 a janeiro/2006
junto a area experimental do Departamento de Agronomia, Laboratério de
Fitopatologia e Laboratério de Biotecnologia da Universidade Estadual de Maringa
(UEM).

3.1. Obtencgao do isolado de Colletotrichum sp.

O fungo Colletotrichum sp. foi isolado diretamente de frutos de pimentéo,
com agulha hipodérmica e lupa para placas de Petri contendo meio Agar-Agua 2%
(AA). As placas foram incubadas em B.O.D. a 24+2 °C, sob fotoperiodo de 12 h,
durante sete dias. Dessas placas foram feitas repicagens para placas com meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar), sendo novamente incubadas em B.O.D., a 24+2 °C,
sob fotoperido de 12 h, por sete a dez dias. Apds o isolamento monospdrico,
essas culturas foram armazenadas e conservadas em tubos de ensaio para
repicagens posteriores. O isolado foi identificado ao nivel de género, sendo

denominado Colletotrichum sp.

3.2. Obtencao do Extrato e 6leo essencial de Cymbopogon citratus e C.

martinii

O extrato bruto aquoso foi obtido a partir de folhas frescas das plantas,
coletadas entre 10 e 14 h, pesadas e ftrituradas em liquidificador com agua
destilada por 2 min. Este homogeneizado resultante foi filtrado em gaze e em
papel de filtro Whatmam n° 41, obtendo-se concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e
50% (p/v) de material vegetal (FIORI et al., 2000; BONALDO et al., 2004). Os

extratos foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Em seguida, os extratos foram
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utilizados nos ensaios de inibicdo da germinagcdo de esporos e formacédo de
apressorios.

Os 6leos essenciais foram obtidos pelo método de arraste a vapor ou
hidrodestilagdo, utilizando um aparelho do tipo Clevenger, onde em um baldo
volumeétrico foram colocados 70 g de material vegetal (folhas, flores e hastes) seco
em estufa a 50°C e moido em moinho, e 1000 mL de agua destilada e deionizada.
O processo de extracdo durou em média 3 h. As aliquotas dos 6leos essenciais
utilizadas nos ensaios “in vitro” foram de 1, 20, 40, e 60 pulL.

Nos ensaios “in vivo”, o extrato bruto aquoso de C. citratus e C. martinii
foram obtidos de acordo com a metodologia descrita por Guardia et al., (2003)
com algumas modificagdes, através da irradiagdo de microondas, onde em um
béquer de 1000 mL adicionou-se 50 g (10%) ou 100 g (20%) de folhas frescas
picadas, completando-se com um volume de 500 mL de agua destilada. Essa
mistura foi levada ao forno microondas a poténcia de 30 W, durante 5 min, e

depois filtrada em gaze esterilizada.

3.3. Inibicao do crescimento micelial e da esporulagao de Colletotrichum sp.

O extrato bruto aquoso foi individualmente incorporado ao meio BDA nas
concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50%, esterilizado em autoclave a 120 °C,
durante 20 min, e vertido em placas de Petri. Apds a solidificagdo do meio de
cultivo, um disco de 0,8 cm de didmetro de uma colénia de Colletotrichum. sp. com
sete dias de idade, foi repicado para o centro de cada placa. As placas, em
numero de cinco para cada tratamento (cinco repetigdes), foram mantidas em
B.O.D. a 24+2 °C, sob fotoperiodo de 12 h. O tratamento controle ou testemunha
consistiu de placas contendo meio BDA. As avaliagbes foram efetuadas
diariamente, mensurando-se o didmetro das colonias (média de duas medidas
diametralmente opostas), iniciando-se 24 h apds a instalacdo do experimento até
0 momento em que as colonias da testemunha cresceram e atingiram 2/3 da

superficie do meio de cultura.
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Ao término deste bioensaio foi avaliada a esporulagao do Colletotrichum
sp. em cada tratamento nas cinco repeticbes. Para isto, preparou-se uma
suspensao de esporos, obtida pela adigdo de 5 mL de agua destilada na superficie
da colbnia, raspagem desta com alga de Drigalski e filtracdo em gaze estéril. O
numero de esporos.cm? foi determinado através da contagem dos esporos em
hemacitémetro (camara de Neubauer) ao microscopio éptico.

Os Oleos essenciais de C. citratus e C. martinii foram utilizados em
ensaios semelhantes aos do EBA, com o uso de aliquotas de 1, 20, 40 e 60 uL de
cada o6leo essencial, esterilizado por filtracdo a vacuo em membrana Millipore
(poros de 0,45 ym de diametro). Os 6leos foram adicionados no centro das placas
com o auxilio de pipeta micrométrica e espalhados com alga de Drigalski na
superficie do meio de cultura solidificado. Em seguida, um disco de 0,8 cm de
didmetro, contendo micélio de Colletotrichum sp. com sete dias de idade, foi
repicado para o centro de cada placa, que foi posteriormente vedada e mantida
em B.O.D. a 24+2 °C, sob condicbes de fotoperiodo de 12 h. O tratamento
controle consistiu de placas contendo meio BDA. As avaliagdes foram realizadas
por meio de medigbes diarias do diametro da colonia (média de duas medidas
diametralmente opostas), até o momento em que o crescimento do micélio das
placas testemunhas atingiram 2/3 da placa. Em seguida, foi avaliada a
esporulagdo em todas as placas de todos os tratamentos, através da contagem
dos esporos em hemacitbmetro no microscépio éptico, obtendo-se o numero de

esporos.cm.

3.4. Inibicdo da germinacdo de esporos e formagao de apressorios de
Colletotrichum sp.

O teste de inibigdo da germinagéo de esporos e formagao de apressorios
na presenca dos EBA e OE foi realizado em placas de ELISA, de acordo com a
metodologia descrita por Regente et al. (1997). Cada orificio da placa recebeu
uma aliquota de 40 pL da suspensdo de esporos de Colletotrichum sp. (1x10°

esporos.mL™) e outra aliquota de 40 pL de EBA, de maneira a se obter as
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concentragdes anteriormente descritas ou do 6leo essencial (OE). No ensaio com
o OE, adicionou-se 0,01% de Tween 20 para 100 mL de suspenséo de esporos. A
testemunha foi composta por agua destilada e esterilizada e suspensdo de
€sporos.

A placa de ELISA foi incubada em camara umida em B.O.D., sob
temperatura de 24 °C e luz fluorescente constante. A porcentagem de germinagao
de esporos e formagao de apressorios foi avaliada com base na contagem de 100
esporos por repeticdo, com cinco repeticdes por tratamento. Apés 10 h do inicio
do experimento, a germinagao foi paralisada com uma gota de corante azul de
algoddo com lactofenol, e a contagem foi efetuada ao microscopio Optico em
aumento de 100x. Foram considerados esporos germinados aqueles que
apresentaram qualquer emissdo do tubo germinativo, independente do seu

comprimento.

3.5. Protecao de frutos de pimentao em poés-colheita

Os frutos foram obtidos diretamente de um unico produtor junto a feira do
produtor nos meses de novembro e dezembro. Antes da montagem do
experimento, os frutos foram primeiramente lavados abundantemente com agua e
sabao, enxaguados em agua, banhados em solugéo de hipoclorito de sédio a 2%,
enxaguados novamente em agua, e colocados para secar.

Os tratamentos com os extratos de Cymbopogon citratus e Cymbopogon
martinii nas concentracdes de 10 e 20 %, e com extrato citrico (Ecolife®) a
concentragao de 20 ppm foram feitos por imersdo durante 1 min.

A inoculacdo com o fungo Colletotrichum sp. foi por aspersdo da
suspensdo de esporos (1x10° esporos.mL™) sobre ferimentos delimitados na
regidao central do fruto, feitos com agulha hipodérmica.

Foram realizados os seguintes tratamentos: a) testemunha absoluta: nao
inoculada e nao tratada; b) testemunha positiva: frutos somente inoculados com o
patégeno; c) extrato citrico (2 mL do produto comercial.L™"); ¢) extrato bruto

aquoso de C. citratus em concentracdes de 10 e 20%; e d) extrato bruto aquoso
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de C. martinii em concentragdes de 10 e 20%. Os tratamentos foram realizados
dois dias apds a inoculagcéo do patégeno. Os frutos foram colocados em bandejas
de plastico cobertas com filme plastico, mantidas em laboratoério sob temperatura
de 2545 °C e UR de 80-90%.

A severidade da doenga foi avaliada através da contagem do numero de
lesdes, mensuracao do didmetro da lesdo, do didmetro e comprimento dos frutos,
onde foi calculada a % area lesionada nos frutos, utilizando-se as férmulas:

- Area Lesionada (AL) = .D%4

- Area média do fruto (AF) = &rea de um cilindro reto = 2.17.R.(h+R)
- % area lesionada = AL/AF.100, onde:

D = didmetro da lesdo (cm);

R = raio do fruto, onde R = d/2;

D = didmetro do fruto;

h = comprimento do fruto.

A incidéncia da doenca (%) também foi avaliada concomitantemente,
através da contagem do numero de frutos com sintomas da doenca, e também
calculada por meio da seguinte férmula: numero de frutos com sintomas/numero
total de frutos.100. As avaliagbes foram realizadas a cada dois dias, e iniciaram-se
dois dias ap6s a inoculagdo com o patégeno, com avaliagdes no 2°, 4°, 6° e 8° dia
apds a inoculagao.

Com as avaliacbes de severidade da antracnose nos frutos de pimentao,
calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), por meio da
seguinte formula:

AACPD = Z[(yi+yi+1)/2].[(ti+1—1i)], onde:
y = intensidade da doencga na i-ésima avaliagao;
t = tempo no momento da i-ésima avaliagao;

Outro parametro avaliado foi a reducdo de peso dos frutos com os
tratamentos utilizados, através da pesagem dos frutos obtendo-se o peso inicial e
o peso final, onde (peso iniciaL - peso final/peso final.100), correspondeu ao

percentual de reducao de peso.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em
fatorial 2 x 2 [duas espécies (E) de plantas, duas concentragbes (C)], com 5
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma bandeja contendo 5

frutos.

3.5.1. Atividade da enzima peroxidase

Experimento semelhante ao anterior foi realizado para avaliar a atividade
da peroxidase. As amostras para a analise enzimatica foram retiradas com
perfurador (didmetro de 8 mm), em quatro periodos de tempo: antes da inoculagao
ou tratamento, 1 dia apds a inoculagédo, 3 dias apds a inoculagdo e 1 dia dos
tratamentos, e 6 dias apds a inoculagao e 4 dias dos tratamentos. Cada amostra
continha quatro discos obtidos aleatoriamente dos frutos. Imediatamente apds as
coletas, os discos foram acondicionados em potes hermeticamente fechados,
mantidos em banho de gelo, sendo posteriormente, congelados e armazenados a
-20 °C. As amostras vegetais foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 3,0 mL de tampé&o fosfato de potassio 0,01 M pH 6,0 (tampé&o
de extragao) acrescido de 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP) e 1mM de EDTA em
almofariz sob banho de gelo, e centrifugadas a 6500 g durante 15 min. O
sobrenadante foi utilizado para avaliar a atividade da peroxidase e o teor de
proteinas totais presentes nas amostras.

A analise enzimatica da peroxidase foi determinada a 30 °C pelo método
espectrofotométrico direto, através da mensuragao da conversdo de guaiacol a
tetraguaiacol a 470 nm (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura de reacao
consistiu de 0,1 mL de extrato protéico e 2,9 mL de substrato enzimatico (250uL
guaiacol 2% (v/v) e 306 pL de perdxido de hidrogénio em 100 mL de tampao de
extracdo). A reacéao foi conduzida durante 5 min, com as medidas de absorbancia
tomadas a cada 20 s, iniciando-se logo apds a adigdo do extrato ao substrato. A
atividade das peroxidases foi determinada em espectrofotémetro a 470 nm, sendo
os valores expressos em A absorbancia a 470 nm/min/ug proteina para atividade
especifica e A absorbancia a 470 nm/min/g peso fresco para a atividade geral da

peroxidase.
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3.5.1.1. Dosagem de proteinas e carboidratos totais das amostras

A determinacdo da quantidade de proteinas totais das amostras
enzimaticas e dos extratos de C. martinii e C. citratus aplicados in vivo foi
realizada pelo método de Bradford (1976). Em cubeta de quartzo com volume de
1mL adicionava-se 200 yL de reagente concentrado de Bradford a 800 uL da
amostra, sob agitacao continua em Vortex. Em até 5 min, foi realizada a leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm, onde a concentracdo de proteinas
de cada amostra foi expressa em pg equivalentes de albumina de soro bovino
(ASB) pela utilizagdo da curva padréo de concentragdes de ASB variando de 0 a
20 ug.mL™" (Figura 1A, Apéndices). Para as amostras de peroxidase, foram feitas
diluigdes na proporgao de 1:1 (v:v), onde 400 uL de tampao fosfato de potassio
0,01 M foi adicionado em 400 pL de extrato enzimatico, com duas réplicas por
amostra. Para as amostras dos extratos das plantas utilizados nos ensaios “in
vivo” nao foi feita diluigao, e utilizaram-se quatro réplicas por amostra.

A determinacao de carboidratos totais dos extratos C. martinii e C. citratus
aplicados “in vivo”, foi realizada pelo método da reacdo de fenol sulfurico
(DUBOQIS, et al. 1956). A solucao de reacéo continha 0,5 mL da amostra contendo
cerca de 10 a 50 pyg de agucar, onde adicionou-se 0,5 mL de fenol 5%, e
rapidamente 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. As amostras permaneceram a
temperatura ambiente por 30 min e as leituras foram feitas em espectrofotdbmetro
utilizando cubetas de quartzo de 3 mL em absorbancia de 490 nm. A concentragao
de carboidratos nas amostras foram expressas em ug de glicose pela utilizagao da
curva padrao de concentragdes de glicose variando de 0 a 100 pg de glicose.mL”
(Figura 2A, Apéndices). Os extratos foram diluidos na proporgdo de 1:10 (v:v),
onde adicionou-se 10 pL de extrato de planta em 1000 puL de agua destilada, com

quatro réplicas por amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento micelial, esporulagao, germinagao de esporos e formagao
de apressorios

4.1.1. Extrato bruto aquoso

A anadlise de variancia (Quadro 1A, Apéndices) revelou que, para a
variavel crescimento micelial, houve efeito significativo das espécies (E), da
interacédo espécies (E) x concentracao (C) e do fatorial vs testemunha ao nivel de
5% de probabilidade. No desdobramento E x C, observou-se diferenca significativa
entre Cymbopogon citratus e C. martinii, desde a concentragdo de 1% até a
concentragao de 25%, pelo Teste F (p<0,05), e pelas analises de regressao do
desdobramento C x E, verificou-se que as duas espécies de Cymbopogon
apresentaram comportamentos semelhantes, onde as curvas ajustadas para
crescimento micelial apresentaram tendéncia linear. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa do crescimento micelial, quando comparou-se todas as
concentragdes dentro das duas espécies com a testemunha, pelo Teste de
Dunnett (p<0,05) (Quadro 1).

Os resultados indicaram que houve estimulo do crescimento micelial do
fungo Colletotrichum sp. para as menores concentragbes (1 a 15%) para C.
martinii. Possivelmente, os extratos aquosos brutos de C. martinii e C. citratus
possam ter perdido parte de suas propriedades antimicrobianas, pela degradacgao
de seus componentes pela alta temperatura no momento da autoclavagem,
restando somente os nutrientes dissolvidos nos extratos, e isso possa ter

favorecido o crescimento micelial de Colletotrichum sp.
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Quadro 1. Médias de crescimento micelial de Colletotrichum sp. isolado de
pimentao em diferentes concentracdes de extrato aqguoso de Cymbopogon martinii
e Cymbopogon citratus incorporado ao meio BDA

Tratamentos Crescimento micelial (cm)
(extratos)
Concentracoes (%) Cymbopogon martinii Cymbopogon citratus
1 7,33" a 562" b
5 7,27™ a 6,12" b
10 7,18™ a 533" b
15 7,22™ a 5,85™ b
20 7,05™ a 6,30™ b
25 6,96™ a 5,76™ b
50 6,83™ a 6,91™ a
Testemunha' 7,07
Equacao de 7,3080019 — 0,0103525 x 5,5542894 + 0,0240553 x
Regressao
R2 0,9027 0,5833

C.V. (%): 5,78

Médias seguidas de mesma letra na linha n&o diferem significativamente entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F

ns.

: nao significativo em relagdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.
'contendo apenas meio BDA

A analise de variancia (Quadro 2A, Apéndices) para a variavel esporulagao
revelou diferengas significativas para a concentracgao, interagcao E x C e fatorial vs
testemunha. No desdobramento E x C, foram observadas diferengas significativas
entre as espécies a partir da concentragao de 20% pelo Teste F (p<0,05), onde C.
citratus apresentou maiores niveis de esporulagdo nas concentragdes de 20 e
25%, e C. martinii a 50%. Em relagdo a testemunha (Teste Dunnett, p<0,05),
houve diferencas significativas na concentragdao de 50% para as espécies C.
martinii e C. citratus, e 20 % para a espécie C. citratus, porém os resultados foram
de estimulo da esporulagdo (Quadro 2). A esporulagao por Colletotrichum sp.
também foi afetada pela inativagdo dos compostos fungitoxicos, devido a agao do

tratamento térmico nos extratos, deixando disponiveis os nutrientes que podem
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ser desde carboidratos, proteinas, sais inorganicos, nitrogénio, microelementos
até vitaminas, dissolvidos no meio. Isto pode favorecer a sobrevivéncia,
crescimento e reproducédo do patdégeno, uma vez que este estara em um ambiente
favoravel (luz, temperatura e umidade adequados) para a realizagdo de suas

funcdes vitais.

Quadro 2. Médias de esporulacao de Colletotrichum sp. isolado de pimentdo em
diferentes concentragbes de extrato aquoso de Cymbopogon citratus e
Cymbopogon martinii incorporado ao meio BDA

Tratamentos (Extratos) Esporulagdo® (numero de esporos.cm?)
Concentragoes (%) Cymbopogon martinii Cymbopogon citratus
1 7747 A 96,34 A
5 134,02 A 139,00™ A
10 142,50™ A 134,58™ A
15 117,74™ A 94,39™ A
20 125,74™ B 166,8° A
25 110,52™ B 153,90™ A
50 201,82° A 166,71 B
Testemunha? 108,83

Equacgao de Regresséo 97,165543+ 1,822730x 114,230602 + 1,207207x

R? 0,6185 0,4239

C.V. (%): 19,11

'dados transformados por (x)*°

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F

" ndo significativo em relagdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de
probabilidade e * significativo em relagdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de
probabilidade e maior que esta

2contendo apenas meio BDA

A andlise de variancia (Quadro 3A, Apéndices) para a germinagdo de
esporos (%) no extrato bruto aquoso revelou diferencas significativas para as
espécies (E), concentracéo (C), para a interagao E x C e fatorial vs testemunha.

Houve diferencas significativas entre as espécies pelo Teste F, através do
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desdobramento da interagdo E x C (p<0,05). A andlise de regressao para o
desdobramento C x E revelou que diferengas significativas entre as concentragdes
ocorreram em cada uma das espécies. A comparagdo das concentracdes dos
extratos das duas espécies com a testemunha pelo Teste de Dunnett (p<0,05)
revelou que a inibigdo da germinacgao foi baixa em quase todas as concentracdes
nas duas espécies, onde a maior porcentagem de inibicdo foi alcangada com a
concentragdo de 50% na espécie C. citratus (29,6%) (Quadro 3). Na germinagao
de esporos também houve estimulo, semelhantemente como ocorreu com o
crescimento micelial e esporulagédo. Baixa inibicdo da germinagao de esporos ou
estimulo da germinacao foi verificada por diversos autores, utilizando diferentes
espécies de plantas no controle “in vitro” de fungos fitopatogénicos. Cruz et al.
(1998) verificaram que o extrato bruto aquoso de C. citratus n&o inibiu a
germinagcdo de esporos de Colletotrichum graminicola. Schwan-Estrada et al.
(1998) verificaram que o extrato bruto de Eucalyptus citriodora nas concentragdes
de 5, 10, 15, 20, 25, e 50% também proporcionou estimulo na germinagao de
esporos, alterando morfologicamente o desenvolvimento de C. graminicola e
aumentando a germinagao e o comprimento dos tubos germinativos. Isto também
foi demonstrado por Santos (1998), onde substancias presentes nas folhas secas
de Lippia alba alteraram o padrdo de germinagdo dos esporos de C.
gloeosporioides, aumentando o comprimento e a largura dos tubos germinativos
em relagao a testemunha. Emett & Parbery (1975) citam que as espécies de
Colletotrichum podem responder a presenga de nutrientes exdgenos pelo
alongamento do tubo germinativo, o que favorece o retardamento na formagéo de

apressorios.
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Quadro 3. Médias da germinagdo de esporos de Colletotrichum sp. isolado de
pimentdo, em diferentes concentragdes de extrato aquoso de Cymbopogon
citratus e Cymbopogon martinii autoclavado

Tratamentos (Extratos) Germinacgao de esporos (%)
Concentragoes (%) Cymbopogon martinii Cymbopogon citratus
1 89,427 B 92,727 A
5 95,95™ A 89,27 B
10 98,98™ A 81627 B
15 95,62 A 73,96 B
20 100,00™ A 98,50™ A
25 99,44™ A 98,12"™ A
50 8241 A 69,100 B
Testemunha' 98,14
Equacgao de Regressédo  90,198712 + 0,877930x — 85,548701 + 0,555750x -
0,020690x? 0,016917x2
R? 0,9187 0,3448

C.V. (%): 2,82

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F

": nao significativo em relagdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de
probabilidade e " significativo em relacdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de
probabilidade e menor que esta

'contendo apenas agua destilada e esterilizada

A analise de variancia (Quadro 4A, Apéndices) da formagédo de
apressorios revelou diferengas significativas para as espécies (E), concentracao
(C), interacao E x C, e fatorial vs testemunha. Para o desdobramento da interagao
E x C verificou-se diferenga significativa entre as duas espécies em quase todas
as concentragdes. Através da analise de regressédo, verificou-se que existem
diferencas significativas dentro das concentragbes nas duas espécies. Os
resultados mostraram que em concentragdes mais diluidas dos extratos (1% e
5%) nao ocorreu inibicdo da formacao de apressorios, ou esta foi muito baixa
(Quadro 4). Entretanto, na concentragéo de 10% o percentual de inibicdo chegou
a 46% para C. martinii e 52% para C. citratus, e a partir dessa concentragcédo o

percentual de inibicdo alcangou 85% e 90% na concentragdo de 50% para C.
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martinii e 25% para C. citratus, respectivamente. A espécie C. citratus apresentou-
se com maior potencial inibitério da formacédo de apressorios de Colletotrichum
sp., uma vez que os extratos nas concentragdes de 20 e 25% conseguiram inibir
em 92% e 94%, respectivamente. Resultados semelhantes foram verificados por
Cruz et al. (1998) onde o extrato de folhas de C. citratus ndo inibiu a germinagao
de esporos de Colletotrichum graminicola, porém a formagao de apressoérios foi
reduzida em 27 e 95% nas concentragdes de 20 e 50% do extrato bruto,
respectivamente. Schwan-Estrada et al. (1998) verificaram que o extrato bruto de
Eucalyptus citriodora além de propocionar estimulo na germinagéo de esporos de
C. graminicola, reduziu a formagao de apressérios. Santos (1998) verificaram que
substancias presentes nas folhas secas de Lippia alba também impediram que
estas estruturas fossem formadas. A presenca de nutrientes pode aumentar a taxa
de germinagdo de esporos, e mesmo em pequenas quantidades podem impedir a
formacao de apressorios. A inibicdo da formacdo de apressoérios por nutrientes
nem sempre é causada por inibidores especificos ou por concentragdes inibitorias.
O apressorio além de permitir a fixagdo do patéogeno no hospedeiro, se forma
também para estabelecer uma relagdo nutricional com este, de modo que em
alguns fungos, a iniciagdo do apressorio € possivelmente uma resposta a
exaustdo de reservas de energia endoégena, onde em alguns casos, sao
necessarias condigdes de inanicdo para que essas estruturas sejam formadas
(EMMETT & PARBERY, 1975). No presente trabalho, os extratos das duas
espécies de Cymbopogon apresentaram tanto carboidratos e proteinas em sua
composigao (Quadro 7A, Apéndices), em concentragbes crescentes, favoreceram
o crescimento micelial, esporulacédo e germinagéo de esporos, entretanto, inibiram
ou retardaram a formagao de apressorios.

Em varias espécies de fungos, a formagdo de apressoério pode ser
obrigatéria para a infecgdo, enquanto que, em outros pode ser opcional ou
desnecessaria (EMMETT & PARBERY, 1975). A formagao de apressorio implica
diretamente na infeccdo, uma vez que estas estruturas sdo importantes para a

fixacdo do patdogeno na superficie do hospedeiro, formar uma pequena hifa
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denominada peg de penetragao e perfurar a cuticula, penetrar no hospedeiro e
causar a doenga (AMORIM, 1995).

Quadro 4. Médias de formagao de apressoérios de Colletotrichum sp. isolado de
pimentdo em diferentes concentragbes de extrato aquoso de Cymbopogon citratus
e Cymbopogon martinii autoclavado

Tratamentos Formacgéao de apressorios (%)
(Extratos)
Concentracbes Cymbopogon matrtinii Cymbopogon citratus
(%)
1 59,36" A 45,67 A
5 53,35 A 35,60™ B
10 24,59 A 21,73- B
15 15,327 A 13,35- B
20 14,137 A 3,74 A
25 10,600 A 288 A
50 6,68 A 4517 B
Testemunha' 45,60
Equagéao de 62,638192 — 3,487936x + 48,432911 — 2,966506x +
Regressao 0,047740x? 0,041856x>
R2 0,9346 0,9925

C.V. (%): 25,05

'contendo apenas agua destilada e esterilizada

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F

"®:ndo0 significativo em relagdo a testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de probabilidade
e 7" significativo em relagéo & testemunha pelo Teste de Dunnett a 5% de probabilidade e
menor ou maior que esta, respectivamente

4.1.2. Oleo essencial

Utilizando oleos essenciais de C. citratus e C. martinii, observou-se
inibicdes no crescimento micelial de Colletotrichum sp. com aliquota de 1 pL, em
torno de 52 e 68% para C. martinii e C. citratus, respetivamente (dados néao
mostrados). A partir da concentracdo de 20 uL de 6leo essencial nas duas

espécies, a inibicdo do crescimento micelial foi de 100%. Cruz et al. (1997)
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também observaram que uma aliquota de 20 pL do dleo essencial de C. citratus
proporcionou inibicdo de 100% no crescimento micelial de Rhizoctonia solani,
Phytophthora sp. e Sclerotium rolfsii, e de 80% para Alternaria alternata. N&o
houve formagao de esporos em nenhuma das aliquotas utilizadas. Além disso, no
bioensaio de germinagcdo de esporos e formagédo de apressorios, observou-se
completa inibicdo dessas duas variaveis utilizando-se uma aliquota de 40 pL.
Wilson et al. (1997) verificaram que os 6leos essenciais de C. martinii e C. citratus
inibiu totalmente a germinagéo de esporos de Botrytis cinerea, com eficiéncia até
mesmo em baixas concentragdes do oleo, 0,39 e 6,25%, respectivamente,
destacando-se o 6leo de C. martinii por apresentar maior eficiéncia. Prashar et al.
(2003) verificaram que o O6leo essencial de palmarosa (C. martinii) apresentou
acao antimicrobiana contra Saccharomyces cerevisiae, inibindo o crescimento das
células também com baixas concentragdes, cujo efeito foi atribuido ao principal
componente ativo presente no o6leo, o geraniol. No presente trabalho, as
substancias fungitoxicas estavam presentes e ndo foram degradadas com o
manuseio do Oleo para se fazer os tratamentos, e estes foram eficientes no
controle do patogeno pela inibicdo do crescimento micelial, esporulagao,

germinacao de esporos e formagao de apressorios com a aliquota de 40 L.

4.2. Protecao de frutos de pimentao em pés-colheita

Para a variavel redugédo de peso de frutos (Quadro 5A, Apéndices) houve
diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F para
espécie (E) e fatorial vs testemunha. A partir desses resultados, observou-se que
em todos os tratamentos houve redugao de peso acentuada, apds 8 dias do inicio
do experimento (Quadro 5). Entretanto, frutos tratados com EBA de C. matrtinii a
10% apresentaram menores perdas, mas nao diferiram significativamente das
testemunhas absoluta e positiva, e do extrato citrico. Pelos resultados obtidos,
observou-se que os extratos ndo foram eficientes na manutencdo do peso dos
frutos, o que indica que os frutos perderam agua e iniciaram o processo de

murchamento. A perda de agua de produtos armazenados ndo soO resulta em
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perda de massa, mas também em perda de qualidade, principalmente pelas
alteragbes na textura. Alguma perda de agua pode ser tolerada, mas aquela
responsavel pelo murchamento ou enrugamento deve ser evitada. O
murchamento pode ser retardado, reduzindo-se a taxa de respiragdo pelo
aumento da umidade relativa do ar, diminuicdo da temperatura, reducdo do

movimento do ar e uso de embalagens protetoras (BARROS et al., 1994).

Quadro 5. Efeito de extratos de Cymbopogon citratus e Cymbopogon martinii,
apos 6 dias da aplicagdo, no peso em frutos de pimentdo na pds-colheita

Tratamentos Reducéo de peso de frutos (%)
(Extratos) Cympopogon citratus Cymbopogon martinii
10% 12,86™ A a 9,17 Ab
20% 10,36 A a 10,18 A a
Testemunha Absoluta’ 13,19
Testemunha Positiva? 12,66
Extrato citrico® 9,94
CV %: 26,88

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailuscula na coluna nao diferem
entre si pelo Teste F ao nivel de 5% de probabilidade

"S: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade em relagdo as testemunhas e Extrato
citrico pelo Teste de Dunnett

'n&o inoculada e nao tratada

%inoculada e n&o tratada

3concentracao de 2 mL de produto comercial/1000 mL agua destilada e esterilizada

De maneira geral, os frutos de pimentdo ndo foram protegidos pelos
extratos de C. citratus, C. martinii e extrato citrico contra antracnose causada por
Colletotrichum sp, uma vez que avaliando-se o progresso da doenga no decorrer
do tempo apds a inoculacdo e tratamentos, verificou-se que n&o houve
decréscimo na severidade da antracnose pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (Quadros 6 e 6A, Apéndices) e a incidéncia de antracnose nos

frutos foi de 100% em todos os tratamentos. A severidade da doenga (Figura 3)
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em frutos tratados com extrato de C. citratus a 10% foi similar a testemunha
positiva, e nos demais tratamentos foi superior, exceto para a testemunha
absoluta onde n&o ocorreram lesdes. Comportamento semelhante aos ensaios “in
vitro” foram verificados na superficie dos frutos, onde os esporos de Colletotrichum
sp. germinaram, e com os ferimentos feitos nos frutos, a penetracdo e a
colonizagao ocorreram, e o controle da doenca nao foi efetivo pela aplicacdo dos
extratos. A hipotese mais plausivel que poderia justificar a ineficiéncia dos extratos
no presente trabalho seria de que as substéncias com acgéo fungitéxica tenham
sido degradadas pela acdo da irradiagcdo de microondas e aquecimento.
Resultados similares foram encontrados por Rdder (2003), onde extratos aquosos
de Rosmarinus officinalis e Ruta graveolens a 1, 10 e 20%, extrato citrico a 0,1,
0,25, e 0,50% e 6leo de nim a 0,1, 0,25, e 0,50% nao controlaram a podridao
parda causada por Monilinia fructicola em frutos de péssego pds-colheita.
Entretanto, os extratos aquosos de R. officinalis, extrato citrico e 6leo de nim
foram capazes de controlar a podriddo causada por Rhizopus nigricans em
morango pos-colheita. Entretanto, podem ocorrer variagées no controle da doenga
em diferentes patossistemas como verificado por Roder (2003), onde os extratos
podem nao ter efeito sobre determinado patossistema, mas em outros o controle
da doencga pode ocorrer. Estudos posteriores devem ser feitos para tentar verificar
se a irradiacdo de microondas e o aquecimento causado por ela interferem na

acao fungitoxica desses extratos, utilizando diferentes patossistemas.
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Figura 3. Severidade da antracnose avaliada no 2° 4° 6° e 8° dia apds a
inoculacdo da suspensdo de esporos de Colletotrichum sp. (1x10°
esporos.mL'1) em frutos de pimentdo tratados com Extrato citrico e
extratos de C. citratus e C. martinii, dois dias apds a inoculagdo. O tempo
em dias representa o tempo apos a inoculagdo. TA: testemunha absoluta,
nao tratada e nao inoculada; TP: testemunha positiva, inoculada e nao
tratada; Eco40: extrato citrico na concentragcdo de 20 ppm (2 mL de
produto comercial/1000 mL de agua destilada); PMR 10% e PMR 20%:
extrato de C. martinii a 10% e 20%, respectivamente; CL 10% e CL 20%:
extrato de C. citratus a 10% e 20%, respectivamente. Para efeito de
estatistica, os dados foram transformados por (x + 1)>°. As barras sobre
as colunas representam o desvio padrao da severidade entre as cinco
repeti¢cdes por tratamento.
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Quadro 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
antracnose em frutos de pimentdo apods seis dias da aplicacdo de extratos
aquosos de C. citratus e C. martinii

Tratamentos AACPD
Cymbopogon citratus 10% 2,56 a
Testemunha Positiva’ 2,75 a
Cymbopogon citratus 20% 3,05 a
Cymbopogon martinii 10% 3,30 a
Extrato citrico? 3,34 a
Cymbopogon matrtinii 20% 3,63 a
CV %: 19,80

'inoculada e nao tratada

2concentracao de 20 ppm (2 mL produto comercial/1000mL de agua destilada)

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade

4.2.1. Peroxidase

As atividades especifica e geral da peroxidase apresentaram-se
semelhantes, e somente houve incremento para o tratamento com extrato citrico,
(Figuras 4 e 5). A partir dos dados obtidos, verificou-se que os incrementos na
atividade de peroxidase ndo foram suficientes para conter o desenvolvimento da
doenga, aferindo-se novamente que houve a degradagéo de compostos presentes
no extrato que poderiam apresentar-se como fungitéxicos e/ou elicitores.

Outra hipbétese seria de que os tratamentos deveriam ser feitos
antecipadamente, em pré-colheita e antes do amadurecimento dos frutos, para
que os mecanismos de defesa no hospedeiro pudessem ser ativados antes da
entrada do patdégeno, e impedissem o desenvolvimento da doenca. Geralmente, a
resisténcia a doengas € maior quando os frutos estdo em estadio de
amadurecimento menos avangado, tendo em vista que em frutos maduros os
mecanismos de defesa ficam mais restritos, sejam eles bioquimicos ou estruturais
(CAMILI et al., 2005). Neste caso, os mecanismos de defesa nao foram ativados

previamente ao aparecimento dos sintomas da doenca e antes do
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amadurecimento dos frutos, e entdo n&o conferiram resisténcia aos frutos,
permitindo o desenvolvimento da doencga. A(s) molécula(s) com agao fungitéxica
ou elicitora pode apresentar constituicdo protéica ou a base de carboidratos, uma
vez que os extratos de C. citratus e C. martinii, mesmo apds a irradiagdo por
microondas, apresentaram proteinas e carboidratos em sua constituigdo (Quadro
7A, Apéndices). A enzima peroxidase esta também envolvida nos processos de
deterioracao oxidativa e amadurecimento dos frutos, além do fenébmeno de
indugdo de resisténcia, sendo assim, se faz necessario que outras enzimas

envolvidas neste processo sejam avaliadas, como a -1,3 glucanase e quitinase.
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Figura 4. Atividade especifica da peroxidase obtida de amostras de frutos de

pimentdo inoculados com suspensao de esporos de Colletotrichum sp.

(1x10° esporos.mL™") e apds 2 dias tratados com extratos de Cymbopogon

martinii € Cymbopogon citratus, e Extrato Citrico. As amostras foram
inoculacdo e dos tratamentos,
inoculacdo, 3 dias apods a inoculagao e 1 dia dos tratamentos, e 6 dias
apo6s a inoculacdo e 4 dias dos tratamentos. TA: testemunha absoluta
(ndo tratada e nado inoculada); TP: testemunha positiva (ndo tratada e
inoculada); ECO40: extrato citrico na concentragdo de 20 ppm (2 mL de
produto comercial/1000 mL de agua destilada); PMR 10% e PMR 20%:
extrato de C. martinii a 10% e 20%, respectivamente; CL 10% e CL 20%:

coletadas antes da

extrato de C. citratus a 10% e 20%, respectivamente.
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Figura 5. Atividade geral da peroxidase obtida de amostras de frutos de pimentéo

inoculados com suspensdo de esporos de Colletotrichum sp. (1x10°
esporos.mL™) e apds 2 dias tratados com extratos de Cymbopogon

martinii e Cymbopogon citratus, e Extrato Citrico. As amostras foram
coletadas antes da inoculacdo e dos tratamentos,
inoculagdo, 3 dias apos a inoculagdo e 1 dia dos tratamentos, e 6 dias
apds a inoculacao e 4 dias dos tratamentos. TA: testemunha absoluta
(nado tratada e nao inoculada); TP: testemunha positiva (ndo tratada e
inoculada); ECO40: extrato citrico na concentragéao de 20 ppm (2 mL de
produto comercial/1000 mL de agua destilada); PMR 10% e PMR 20%:
extrato de C. martinii a 10% e 20%, respectivamente; CL 10% e CL 20%:

extrato de C. citratus a 10% e 20%, respectivamente.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

as duas espécies de Cymbopogon quando utilizadas na forma de
extrato bruto aquoso néo inibiram o crescimento micelial, esporulacdo e
germinagdo de esporos de Colletotrichum sp., porém, inibiram a
formacao de apressorios;

a espécie Cymbopogon citratus quando utilizada na forma de extrato
bruto proporcionou maior inibicdo da formacdo de apressoérios por
Colletotrichum sp.;

as duas espécies de Cymbopogon quando utilizadas na forma o6leo
essencial inibiram o crescimento micelial, esporulagdo, germinagédo de
esporos e formagao de apressorios por Colletotrichum sp.;

C. citratus e C. martinii na forma de extrato bruto nas concentracdes de
10 e 20% nao controlaram a antracnose causada por Colletotrichum sp.

e nao ativaram a peroxidase em frutos de pimentdo em pos-colheita.
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Quadro 1A. Analise de variancia do crescimento micelial (cm) em extrato bruto

aquoso

GL SQ QM F calculado
FV
Espécie (E) 1 2251,90 2251,90 155,30*
Concentragao (C) 6 266,69 44,45 3,07™
ExC 6 626 104,33 7,19*
Fatorial x Testemunha 1 38152,64 38152,64 2631,22*
Tratamentos 14  3268,62 233,47
Residuo 60 870,30 14,50
TOTAL 74  4138,92

C.V. (%): 5,78
Média Geral: 6,589 cm

"*n&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 2A. Analise de variancia da esporulagao (numeros de esporos.cm2) em

extrato bruto aquoso

FV GL SQ QM F calculado
Espécie (E) 1 626,99 626,99 0,99"
Concentracéo (C) 6 56986,58 9497,76 15,07*
ExC 6 13845,03 2307,50 3,66
Fatorial x Testemunha 1 612873,85 612873,85 972,85*
Tratamentos 14  74177,89 5298,42

Residuo 60 37798,62 629,98

TOTAL 74 11976,51

C.V. (%): 19,11
Média Geral: 131,36
esporos/cm?

"®ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
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Quadro 3A. Andlise de variancia da germinacéo de esporos (%) em extrato bruto

aquoso

FV GL SQ QM F calculado
Espécie (E) 1 1223,07 1263,07 199,20*
Concentracao (C) 6 3998,65 666,44 108,54*
ExC 6 1294,34 215,72 35,13*
Fatorial x Testemunha 1 201098,21 201098,21 32752,15*
Tratamentos 14  25288,48 1806,32

Residuo 60 368,66 6,14

TOTAL 74  25657,14

C.V. (%): 2,82
Média Geral: 87,96%

"*ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 4A. Analise de variancia da formacao de apressorios (%) em extrato bruto

aquoso

FV GL SQ QM F calculado
Espécie (E) 1 1141,70 1141,70 32,09*
Concentracéo (C) 6 21687,35 3614,56 101,59*
ExC 6 574,64 95,77 2,69*
Fatorial x Testemunha 1 228568,86 228568,86 6428,08*
Tratamentos 14  25948,75 1853,48

Residuo 60 2134,72 35,58

TOTAL 74 28083,47

C.V. (%): 25,05
Média Geral: 23,81%

"*ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
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Quadro 5A. Analise de variancia da redugéo de peso de frutos (%)

FV GL SQ QM F calculado
Espécie (E) 1 43,07 43,07 4,75*
Concentragdes (C) 1 0,33 0,33 0,04"
ExC 1 37,89 37,89 4,18"
Testemunhas 2 30,39 15,20 1,67™
Fatorial x Testemunhas 1 346,63 346,63 38,26*
Tratamentos 6 81,45 13,57

Residuo 28 253,67 9,06

Total 34 335,11

Média Geral: 11,20
CV (%): 26,88%

"®nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 6A. Analise de variancia da AACPD apds 6 dias dos tratamentos

FV GL SQ QM F calculado
Tratamentos 5 3,93 0,79 1,539
Residuo 24 12,26 0,51

Total 29 16,19

Média Geral: 3,10
CV (%): 23,02

Dados transformados para efeito de estatistica por (x + 1)°°

"®nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
* significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade
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0,600 - y=0,0262x+0,0873
R?=0,968

« (0,300 -

0,000 | | | |
0 5 10 15 20

concentragio de proteina ( mg.0,8 mL")

Figura 1A. Curva padrao para a dosagem de proteinas totais através do Método
de Bradford (BRADFORD, 1976).
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Figura 2A. Curva padrdao para a dosagem de carboidratos totais através do
método do Fenol Sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
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Quadro 7A. Teor de proteinas e carboidratos presentes nos extratos brutos
aquosos de Cymbopogon citratus e C. martinii

Concentracoes dos Teor de proteina (ug proteina.mL™)
extratos (%) Cymbopogon citratus Cymbopogon martinii
10 0,238 0,245
20 0,242 0,248
Concentracbes dos Teor de carboidratos (ug acticar.mL™)
extratos (%) Cymbopogon citratus Cymbopogon martinii
10 2,532 2,297
20 2,909 2,719
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