Uso de extratos alcoólicos de capim-limão no controle de Colletotrichum gloeosporioides in vitro e na pós-colheita de goiabas cv. Paluma 
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Resumo

Na busca de alternativas no controle de doenças pós-colheita, fazem-se necessário a pesquisa do uso de novos métodos aliados as avaliações de parâmetros de qualidade dos frutos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de extrato etanólico e metanólico de Capim-limão no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides e nas qualidades pós-colheita de goiaba cv. Paluma. Avaliou-se a % de inibição de crescimento e esporulação do patógeno sob as diferentes concentrações dos extratos (8%; 5%; 3%; 1,5% e 0,5%). Em goiabas imersas em: Água destilada, Extrato Etanólico e Metanólico (1%; 0,5%; 0,25%), armazenadas em temperatura de 25ºC ± 2ºC por oito dias, analisaram-se os parâmetros físico-químicos como, perda de massa, sólidos solúveis, acidez titulável, ratio, açúcares redutores e não redutores, ácido ascórbico e pH; avaliação de antracnose quanto à % de incidência e de controle da doença. A inibição de crescimento do patógeno foi dose-dependente apresentando esporulação nula nos extratos de maiores concentrações. Em goiabas armazenadas mantiveram-se as características físico-químicas, porém não foram eficientes no retardo da maturação dos frutos. Os tratamentos testados foram eficientes no controle de Colletotrichum gloeosporioides in vitro, mas não controlaram a incidência e o avanço da doença quando comparados in vivo.
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Summary 

In search of alternatives for controlling postharvest diseases, make it necessary to research new methods of using the combined assessments of fruit quality parameters. The aim of this study was to evaluate the effects of methanol and ethanol extract of lemon grass in the in vitro control of Colletotrichum gloeosporioides and on post-harvest qualities of guava cv. Paluma. We evaluated the% inhibition of growth and sporulation of the pathogen under different concentrations of extracts (8%, 5%, 3%, 1.5% and 0.5%). In immersed in guavas: Distilled water, ethanol and methanol extract (1%, 0.5%, 0.25%), stored at 25 ° C ± 2 º C for eight days, analyzed the physical-chemical parameter such as the loss of mass, soluble solids, acidity, ratio, and non-reducing sugars, ascorbic acid and pH, as the assessment of anthracnose% incidence and disease control. Inhibition of pathogen growth was dose-dependent sporulation showing null in extracts of higher concentrations. For guavas stored remained the physical-chemical, but were not effective in delaying fruit ripening. The treatments were effective in control of Colletotrichum gloeosporioides in vitro, but failed to control the incidence and progression of the disease when compared in vivo.
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Introdução

A goiaba (Psidium guajava L), pertence à família das Mirtáceas, sendo originária da América Tropical e apreciada tanto fresca como processada industrialmente. O aumento no consumo de frutas de mesa e de sucos naturais é uma tendência mundial que pode ser aproveitada como um incentivo para uma produção de qualidade (ZAMBÃO E NETO, 1998; ROZANE; OLIVEIRA; LIRIO, 2003).
A grande perecibilidade da goiaba e as doenças pós-colheita são fatores responsáveis por sua baixa comercialização. A antracnose é considerada uma das mais graves doenças em frutos de goiabeiras, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Os sintomas caracterizam-se inicialmente por lesões com formatos arredondados e de coloração escura, que aumentam de tamanho tornando-se deprimidas. Sob condições de alta umidade ocorre o desenvolvimento de uma massa de esporos de cor rósea sobre o centro da lesão (PICCININ; PASCOLATI; DI PIERO, 2005).

Entre as estratégias utilizadas para o controle de doenças pós-colheita, está à busca por métodos alternativos, como vem sendo demonstrado em trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou óleo essencial, obtidos a partir da flora nativa estes tratamentos têm indicado o potencial de controle de fitopatógenos, tanto pela ação fungitóxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinação de esporos, quanto pela indução de fitoalexinas, indicando a presença de composto(s) com característica de elicitor (es) (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Diferentes plantas medicinais apresentaram efeitos satisfatórios em experimentos in vitro, como: extratos frescos e óleos essenciais de Achillea millefolium, Cymbopogon citratus, Ageratum conyzoides e Eucalyptus citriodora sobre o fungo Didymella bryoniae (FIORI et al., 2000); extrato aquoso e o óleo essencial de cravo-da-índia e capim-limão inibindo o crescimento de Glomerella cingulata e C. gloeosporioides, e decoctos de alecrim, gengibre, calêndula e laranja (Citrus sinensis) marcela, camomila e tagetes apresentaram potencial de inibição sobre os isolados de ambos os patógenos (ROZWALKA et al., 2008) e em experimentos in vivo: controle de Colletotrichum musae, em bananas com extrato bruto de Artemisia camphorata (CARRÉ et al., 2002); controle de C. gloeosporioides em mamoeiro, utilizando extratos vegetais de angico, manjericão e alho (NASCIMENTO; NERY; RODRIGUES, 2008).
Neste contexto diante da necessidade de alternativas no controle de doenças pós-colheita, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de extratos etanólico e metanólico de capim-limão no controle in vitro de C. gloeosporioides e nas qualidades pós-colheita de goiaba cv. Paluma.

Material e Métodos
O trabalho foi realizado na Universidade Estadual de Maringá, nos Laboratórios de Fitopatologia, Plantas Medicinais e Bioquímica de Alimentos.
O isolado de Colletotrichum gloeosporioides foi obtido de goiaba cv. Paluma, apresentando sintomas de antracnose, oriundos do Mercado Municipal de Maringá/PR. Os frutos foram acondicionados individualmente em câmaras úmidas (embalagens plásticas tampadas e com algodão umedecido), mantidas em temperatura média de 24 ± 2 ºC. Por meio de isolamento direto, estruturas fúngicas caracterizadas por uma massa de esporos de coloração alaranjada/salmão e micélio das lesões maiores foram transferidas com auxílio de estilete para placas de Petri contendo o meio de cultura Ágar-Água (AA) a 2%, em câmara de fluxo e condições assépticas, sendo as placas mantidas em estufa a 28 ± 2 ºC no escuro, por 7 dias.


Para obtenção das tinturas alcoólicas, 200 g de folhas frescas da planta medicinal foram trituradas em 1000 mL de álcool etílico 96ºGL ou álcool metílico (P.A) por 3 minutos e permaneceram em processo de maceração por 15 dias. Após este período, o líquido (tintura-mãe) foi filtrado em gaze, colocado em frasco âmbar e mantido em geladeira até o momento de uso.

Foram realizadas avaliações, observando-se o efeito do extrato etanólico e metanólico de capim-limão (Cymbopogon citratus) nas concentrações de 8%; 5%; 3%; 1,5% e 0,5%, sob o desenvolvimento in vitro de C. gloeosporioides.  Foram avaliadas: % de inibição de crescimento: PIC = {(diâmetro da testemunha – diâmetro do tratamento) /diâmetro da testemunha} x 100, segundo Barrera-Necha et al. (2004) e esporulação que foi avaliada em cada tratamento através do preparo de uma suspensão de esporos. O número de esporos cm2 foi determinado através da contagem dos esporos em câmara de Neubauer ao microscópio óptico.

As avaliações in vivo foram desenvolvidas em frutos de goiaba cv. Paluma, colhidas em propriedade rural particular e trazidos ao laboratório, onde depois de submetidos à desinfecção superficial foram imersos durante 1 minuto em: Água destilada (Testemunha); Extrato etanólico e metanólico (1%; 0,5%; 0,25%). Os frutos foram dispostos em bancada e armazenados durante 8 dias a temperatura ambiente de 25ºC ± 2ºC, sendo avaliados logo após este período. 

Os parâmetros físico-químicos analisados após a extração da polpa dos frutos foram Perda de massa: determinada pela equação que relaciona a massa inicial com a massa final dos frutos, expressos em porcentagem (SANINO, 2004), Teor de sólidos solúveis totais (SST): através de refratômetro de bancada, segundo Ial (2005), resultados foram expressos em ºBrix, Acidez titulável total (ATT): Titulometria de acordo com metodologia do Ial (2005), expressos em % de ácido cítrico, Relação SST/ATT (Ratio): calculada pelo quociente da relação entre SST e ATT (IAL, 2005), Açúcares redutores em glicose e não redutores: foi determinada por titulometria utilizando Solução de Fehling A e B (IAL, 2005), Vitamina C: determinação baseada na redução do 2,6-diclorofenolindofenol-sódio pelo ácido ascórbico, resultados expressos em mg de ácido ascórbico (IAL, 2005), pH: determinado utilizando-se pHmêtro digital em polpa dos frutos, resultados foram expressos em unidades de pH (IAL, 2005). Todos os resultados foram expressos em 100 g de polpa-1 
Após o oitavo dia de armazenamento analisou-se os frutos quanto à incidência e controle de doença (%), onde a porcentagem de frutos doentes foi calculada a partir do número de frutos infectados pelos patógenos em cada tratamento (AMORIM, 1995). 
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Para as avaliações in vitro foram utilizadas cinco repetições, sendo a unidade experimental constituída por uma Placa de Petri. Nas avaliações dos parâmetros físico-químicos, incidência e controle da antracnose foram constituído de 8 tratamentos e 4 repetições, sendo a unidade experimental constituída por 8 frutos de goiaba. 
Os resultados obtidos em todas as avaliações foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, ao nível de 5% de probabilidade, com auxílio do programa estatístico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001; ALTHAUS; CANTERI; GIGLIOTI, 2001; BELAN; CANTERI, 2004).
Resultados e Discussão
Os extratos etanólico e metanólico de C. citratus nas concentrações testadas afetaram o crescimento micelial do patógeno C. gloeosporioides in vitro.  
A variável área abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) referente aos dados do ensaio de crescimento micelial com avaliações diárias, na utilização de extrato etanólico e metanólico apresenta-se na Figura 1 e 2 respectivamente.

A regressão linear foi significativa para as concentrações do extrato etanólico mostrando efeito dose-dependente, ou seja, quanto maior concentração do extrato maior a inibição do crescimento micelial do patógeno. Houve inibição total do crescimento micelial na concentração de extrato etanólico a 8% e para o metanólico na mesma concentração a inibição foi de 79,3% na AACCM.

De modo geral os extratos utilizando etanol proporcionaram uma maior inibição de crescimento micelial. Extratos hidroetanólicos proporcionam maiores inibições, tanto para o crescimento micelial quanto para a germinação de esporos, demonstrando que o etanol é o melhor extrator de substâncias antifúngicas (PEREIRA; PAPA, 2009).


O grau de inibição in vitro está diretamente correlacionado com a concentração de extratos de plantas em meio de BDA. Segundo Thangavelu et al. (2004) a inibição micelial foi completa de C. musae quando utilizaram as maiores concentrações, de 25 e 50% de extrato de Solanum torvum L. 
Trabalhos utilizando os extratos de plantas no desenvolvimento in vitro de patógenos pós-colheita mostram-se eficientes.  Ribeiro; Bedendo (1999) trabalharam com extratos aquosos de alho, mamona, hortelã e pimenta e verificaram a inibição relativa do desenvolvimento de micélio de C. gloeosporioides, diretamente proporcional às concentrações utilizadas. 
Segundo Jamal et al. (2002) o extrato de mil-folhas (Achillea millefolium) reduziu o crescimento radial de G. cingulata em 68% e o extrato de boldo (Coleus barbatus) reduziu o crescimento do mesmo patógeno em 92%.

O uso de extrato etanólico de alecrim (Lippia microphylla) e jurema preta (Mimosa hostilis) apresentaram ação fungitóxica com controle de 53,6 e 25%, respectivamente, sobre Fusiccocum sp. agente causal de doença pós-colheita de manga (BARROS et al., 2010). 

Houve diferença estatística significativa entre todos os tratamentos quando avaliada a esporulação do patógeno. As menores esporulações foram detectadas nas maiores concentrações de extrato, quando comparados a testemunha. A esporulação de C. gloeosporioides sob os diferentes extratos apresenta-se na Tabela 1.
Na comparação do crescimento micelial e esporulação do fungo, os tratamentos utilizando o álcool etílico como solvente, contribuíram para uma maior inibição do crescimento micelial e menor esporulação. Nos extratos utilizando álcool metílico, as variáveis também se apresentaram inversamente proporcionais. 

Atribui-se isto ao fato de os esporos ficarem imersos na suspensão do extrato, enquanto o micélio cresceu sobre o meio de cultura e parte do crescimento micelial não entrou em contato direto com o extrato vegetal (PEREIRA; PAPA, 2009).

Na figura 3, apresentam-se os dados referentes à perda de massa. Quando comparados a testemunha não se observou diferença estatística entre os tratamentos, indicando um efeito positivo dos mesmos.

Em goiabas cv. Kumagai armazenadas por 14 e 21 dias, o armazenamento a 10 ou 12ºC resultou em maior perda de massa quando comparado com o armazenamento a 2 ou 8ºC (JACOMINO et al., 2000; FAKHOURI; GROSSO, 2003).

Os parâmetros químicos analisados nos frutos armazenados a temperatura ambiente controlada por 8 dias estão apresentadas na Tabela 2.

Durante a avaliação dos frutos após serem colhidos, o SST foi de 5,65ºBrix. Não houve redução significativa nos teores de SST no decorrer do armazenamento. O tratamento com extrato metanólico a 0,25% foi o que diferiu estatisticamente, apresentando menor concentração de SST. Na comparação dos dois solventes utilizados nos extratos, pode-se observar que independente da concentração, os extratos com álcool etílico apresentaram uma elevação na concentração de SST e os extratos com álcool metílico a sua diminuição.
Para Xisto (2002), após a colheita o teor de SST em goiaba parece não sofrer alterações significativas, sendo explicado pelo baixo teor de amido nesta fruta.

A ATT na hora da colheita foi de 0,57% de ácido cítrico, observa-se que houve diferença significativa entre os tratamentos, onde o extrato etanólico a 0,5% apresentou a maior concentração.

O teor de ácidos orgânicos tende a diminuir durante o processo de maturação devido à oxidação dos ácidos durante a respiração, sendo fundamentais na síntese de compostos fenólicos, lipídios e aromas voláteis (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Gouveia et al. (2003), avaliando frutos de goiabeira adubadas com diferentes concentrações de nitrogênio, observaram uma diminuição da ATT ao longo da maturação, com níveis de 0,89 a 0,63%. Já, Lima  et al. (2002), encontraram variação na acidez de goiaba já maduras de 0,40 a 1,04% ácido cítrico.

A variação da acidez pode ser um indicativo do estádio de maturação do fruto, já que a acidez decresce em função do avanço da maturação, com ligeiro aumento na senescência (CERQUEIRA, 2007). 

O Ratio, relação de SST/ATT aumenta com o amadurecimento devido ao decréscimo na acidez, fato que permite uma relação elevada (CHITARRA; CHITARRA, 2005). No momento da colheita os frutos apresentaram ratio de 5,93. Após o armazenamento as maiores concentrações de extrato 1% e 0,50% nos dois solventes, apresentaram uma maior relação. O aumento na concentração dos extratos favoreceu o amadurecimento dos frutos quando comparados a testemunha. 
Houve um decréscimo nas concentrações de açúcar redutor, comum durante o amadurecimento dos frutos, pois a polpa analisada na hora da colheita obteve concentração de 13,05% de glicídios redutores em glicose. O extrato etanólico a 1% e 0,5% e metanólico a 0,5% e 0,25% apresentaram a maior concentração quando comparados a testemunha. O teor de açúcares solúveis usualmente aumenta com o amadurecimento das frutas por meio de processos biossintéticos ou pela degradação de polissacarídeos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

No geral houve redução dos teores de açúcares não redutores em goiabas durante o armazenamento evidenciando o avanço na maturação dos frutos. No ato da colheita os frutos apresentavam 5,44% de açúcares não redutores. O tratamento com extrato etanólico a 0,5% apresentou um teor maior quando comparado aos outros tratamentos e a polpa analisada na colheita.  Para Chitarra; Chitarra (2005) após o armazenamento prolongado todos os açúcares diminuem. 

Os açúcares redutores diminuem ao passo que os açúcares não redutores aumentam com o avanço da maturação, tanto em frutos climatérios como não climatérios (CAVALINI, 2008). Para Chitarra; Chitarra (2005), com a evolução da maturação, há um aumento na concentração de açúcares simples até o completo amadurecimento, com declínio posterior em função da sua utilização como fonte de energia.

A variação nos teores de ácido ascórbico foi significativa entre os tratamentos referentes. Os frutos analisados na hora da colheita apresentaram 43,10 mg de ácido ascórbico. Houve diferença significativa entre os tratamentos, com teor maior nos tratamentos com maior concentração de extrato. Com o amadurecimento o teor de ácido ascórbico aumenta, dos estados iniciais de desenvolvimento até a maturação total. 

Cerqueira (2007) observou que o aumento do ácido ascórbico ocorreu simultaneamente com aumento da acidez dos frutos de goiaba “Kumagai”. A média encontrada por Lima et al. (2002), de ácido ascórbico em goiabas cv. Paluma, foi de 89,78 mg, valores acima aos encontrados na presente pesquisa. Trabalhando com a mesma cultivar, armazenadas sob condições ambiente, Mattiuz; Durigan (2001) encontraram valores de ácido ascórbico variando de 64,47 a 79,22 mg. 

No momento da colheita o pH dos frutos analisados foi de 3,90. Após o oitavo dia de armazenamento, os frutos mantiveram a concentração, porém no tratamento com extrato metanólico a 0,5% e 0,25% apresentaram-se menor. A pouca variação na concentração de pH equipara-se a variação da acidez titulável onde frutos destes tratamentos podem ter alcançado o estádio de senescência mais rápido que os demais. 
Os percentuais médios das avaliações de incidência e controle da antracnose podem ser visualizados na Tabela 3. De maneira geral os tratamentos não ofereceram proteção contra doença pós-colheita em goiabas cv. Paluma. 
Na avaliação de incidência da doença nos frutos, os tratamentos com extrato etanólico a 1% e 0,5% apresentaram a menor incidência. Em contrapartida a testemunha foi o tratamento que apresentou o maior controle da doença. 

O fungo C. gloeosporioides agente causal da antracnose, possui uma fase latente no seu desenvolvimento, onde retoma suas atividades após a maturação dos frutos. Os tratamentos avaliados no experimento podem ter contribuído para uma aceleração na maturação dos frutos de goiaba, onde apresentaram condições favoráveis para o desenvolvimento do patógeno, pois apresentaram uma alta incidência da doença, onde a testemunha obteve o maior controle.

Conclusões
Nas condições deste trabalho pode-se concluir que os tratamentos testados foram eficientes no controle do patógeno, mas não controlou o avanço da doença quando comparados in vivo. 


Entretanto as concentrações reduzidas aliadas ao controle da temperatura de armazenamento mantiveram os frutos com suas características físico-químicas. Porém não foram eficientes no retardo da maturação dos frutos.
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Tabela 1: Efeitos dos extratos etanólico e metanólico de capim-limão Cymbopogon citratus em diferentes concentrações, sobre a esporulação de Colletotrichum gloeosporioides medidos em 7 dias.

	Tratamentos
	*Número de esporos.cm-2

	Testemunha
	144ª

	Extrato etílico de capim-limão a 8%;
	0e

	Extrato etílico de capim-limão a 5%;
	1e

	Extrato etílico de capim-limão a 3%;
	5d

	Extrato etílico de capim-limão a 1,5%;
	7d

	Extrato etílico de capim-limão a 0,5%;
	2e

	Extrato metílico de capim-limão a 8%;
	0e

	Extrato metílico de capim-limão a 5%;
	15c

	Extrato metílico de capim-limão a 3%;
	5d

	Extrato metílico de capim-limão a 1,5%;
	4d

	Extrato metílico de capim-limão a 0,5%;
	40b

	C.V (%)
	  18,7


*Medidas seguidas pela mesma letra não diferem entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. n: número de repetições

Tabela 2: Parâmetros químicos avaliados em polpa de goiaba cv. Paluma após 8 dias de armazenamento a 25ºC ± 2ºC em temperatura ambiente controlada. n=4.

	Tratamentos
	SST
	ATT
	RATIO
	AR
	NR
	VIT C
	pH

	Testemunha
	5,60a
	0,43d
	9,89b
	5,58b
	2,79b
	37,18b
	3,86ª

	Extrato etílico de capim-limão a 1%
	5,85a
	0,42d
	13,29ª
	8,34a
	4,17ª
	66,56ª
	3,86ª

	Extrato etílico de capim-limão a 0,5%
	6,05a
	0,77ª
	14,08ª
	8,55a
	4,27ª
	34,48b
	3,94ª

	Extrato etílico de capim-limão a 0,25%
	5,83a
	0,49c
	7,91b
	7,08b
	3,54b
	68,89ª
	3,90ª

	Extrato metílico de capim-limão a 1%
	5,60a
	0,42d
	11,98ª
	6,26b
	3,13b
	79,19ª
	3,94ª

	Extrato metílico de capim-limão a 0,5%
	5,28a
	0,64b
	13,55a
	11,51a
	5,75ª
	34,10b
	3,79b

	Extrato metílico de capim-limão a 0,25%
	4,10b
	0,62b
	8,28b
	8,47a
	4,23ª
	33,40b
	3,77b

	C.V (%)
	7,35
	3,69
	9,15
	12,04
	12,16
	16,95
	0,89


*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. n: número de repetições. SST: ºBrix.100 g de polpa-1. ATT: % de ácido cítrico. 100 g de polpa-1. AR: % em glicídios redutores em glicose; NR: % de glicídios não redutores em sacarose; VIT C: mg de ácido ascórbico.100g de polpa-1.

Tabela 3: Incidência e controle de antracnose em frutos de goiaba cv. Paluma naturalmente infectados com Colletotrichum sp. armazenadas por 8 dias em temperatura ambiente a 25ºC ± 2º. n=5. 
	Tratamentos
	Incidência (%)
	Controle (%)

	Testemunha
	29,2f
	71,5ª

	Extrato etílico de capim-limão a 1%
	75,1c
	25,5d

	Extrato etílico de capim-limão a 0,5%
	91,7ª
	9,5f

	Extrato etílico de capim-limão a 0,25%
	79,2b
	21,0e

	Extrato metílico de capim-limão a 1%
	54,2e
	46,0b

	Extrato metílico de capim-limão a 0,5%
	54,2e
	46,0b

	Extrato metílico de capim-limão a 0,25%
	75,0c
	24,5d

	C.V (%)
	  0,04
	  1,47


*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. n: número de repetições.









Figura 3: Perda de massa de goiaba cv. Paluma armazenadas por 8 dias a 25ºC± 2ºC, temperatura ambiente controlada. E.B.E 1%: Extrato etílico de capim-limão a 1%; E.B.E 0,5%: Extrato etílico de capim-limão a 0,5%; E.B.E 0,25%: Extrato etílico de capim-limão a 0,25%; E.B.M 1%: Extrato metílico de capim-limão a 1%; E.B.M 0,5%: Extrato metílico de capim-limão a 0,5%; E.B.M 0,25%: Extrato metílico de capim-limão a 0,25%.
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Figura 1: Área abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Colletotrichum gloeosporioides em função do tratamento com diferentes concentrações do Extrato etanólico de capim-limão (Cymbopogon citratus). **Significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 2: Área abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Colletotrichum gloeosporioides em função do tratamento com diferentes concentrações do extrato metanólico de capim-limão (Cymbopogon citratus). **Significativo a 1% de probabilidade.
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