INIBICAO IN VITRO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Colletotrichum
spp. ISOLADO DO MORANGUEIRO COM O USO DE EXTRATOS OBTID OS DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Maria Inés Diel' Victor Hugo Casa-Coila"

'Mestranda em Agronomia da Universidade Federal de Santa Maria, Campus
Frederico Westphalen. E-mail: mariaines.diel@hotmail.com.

' Embrapa Clima Temperado. Pelotas, RS. Brasil. E-mail: torcasa7@yahoo.com.br

Recebido em: 16/11/2015 — Aprovado em: 10/12/2015 — Publicado em: 21/12/2015
DOI: http://dx.doi.org/10.18677/Agrarian_Academy 01 6

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de residuos agroindustriais de
manipueira, bagaco da cana-de-acgucar e albedo de citros na inibicdo do crescimento
micelial in vitro de dois isolados do fungo Colletotrichum spp. Os residuos foram
obtidos de agroindustrias da regido Noroeste do Rio Grande do Sul. E os isolados
utilizados foram coletados do morangueiro. Para a diferenciagao dos isolados foram
realizados testes de patogenicidade, e diferencas morfolégicas de colbnia entre os
isolados do patdgeno. Os extratos dos residuos foram preparados a 20% (Extrato
Bruto) e diluidos em concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20%, exceto para a manipueira
que foi diluida pura nas concentracdes citadas mais a dose de 75%. Os extratos
foram filtrados em filtro Milipore 0,22 um, e misturados em meio BDA. Sobre 0 meio
de cultura com as concentragbes correspondentes do extrato foi depositado um
disco de meio contendo o patégeno e estas foram mantidas a 22°C com fotoperiodo
de 12 horas luz. A avaliacdo foi realizada aos sete dias. A média das medidas do
diametro da col6nia dos isolados foram submetidas a analise de regressédo. Os
resultados permitem verificar que o residuo de manipueira, bagaco de cana-de-
acucar e o albedo de citros apresentaram efeito inibitério do crescimento micelial do
fungo Colletotrichum sp., apresentando efeito positivo, pois a medida que é
incrementado a concentracao dos extratos € incrementado a inibicdo do crescimento
micelial.

PALAVRAS-CHAVE : Antracnose. Patogenicidade. Controle alternativo.

IN VITRO INHIBITION OF MYCELIAL GROWTH OF Colletotr ichum spp.
ISOLATED FROM STRAWBERRY USING EXTRACTS OBTAINED FR OM AGRO-
INDUSTRIAL WASTE

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of agro-industrial waste
cassava, bagasse from sugarcane and citrus albedo in the inhibition of mycelial
growth in vitro of two isolates of Colletotrichum spp. The residues were obtained from
the agribusiness Northwest Rio Grande do Sul region. And the isolates used were
collected from strawberry. For differentiation of isolates pathogenicity tests were
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performed, and colony morphological differences among isolates of the pathogen.
The residues of the extracts were prepared 20% (Crude extract) and diluted at
concentrations of 0, 5, 10, 15, 20%, except for cassava which has been diluted in
pure mentioned concentrations over the 75% dose. The extracts were filtered through
Millipore filter 0.22 uM, and mixed on PDA. About culture medium with corresponding
concentrations of the extract was deposited a means disc containing the pathogen
and these were maintained at 22 ° C with a photoperiod of 12 hours light. The
evaluation was performed seven days. The average of the measurements of the
diameter of the colony isolates were subjected to regression analysis. The results,
show that the residue of cassava, bagasse from sugarcane and citrus albedo showed
inhibitory effect of mycelial growth of Colletotrichum sp., With positive effect, because
as it is increased the concentration of the extracts is incremented the inhibition of
mycelial growth.

KEYWORDS: Anthracnose. Alternative control.

INTRODUCAO

A agricultura convencional utiliza quantidades elevadas de agrotdéxicos em
todos os seus sistemas de producgdo, fato este que acarreta, na maioria das vezes,
danos a saude humana em consequéncia do consumo de alimentos e agua com
residuos desses produtos (HENZ, 2010). Outro problema é o surgimento de
populacdes de patdgenos com resisténcia aos principios ativos utilizados, devido ao
uso continuo destes produtos e aos erros de aplicacdo de fungicidas, além de
causar problemas ambientais (FILHO, 2003).

Entre as culturas com maior numero de aplicagBes de fungicidas encontra-se
o morangueiro (HENZ, 2010). Sendo que esta cultura é de grande importancia,
principalmente nas pequenas propriedades familiares. Durante o ciclo de producéao,
esta cultura é afetada por diversos fatores de ordem abidticos, como temperatura,
radiacdo, vento, chuva além de fatores bioticos, os quais possuem interferéncia de
patdgenos como fungos, virus, bactérias, insetos, nematoides, entre outros (UENO,
2004).

Os fatores abidticos podem ser controlados pela escolha do sistema de
producao, e estes variam desde baixo nivel tecnologico considerando aqueles onde
a producdo é manejada em canteiros, sem cobertura de solo e sem cobertura
plastica para o controle de ventos, geadas e chuvas, até aqueles onde € adotado
alto nivel tecnologico sendo a nutri¢cdo realizada por fertirrigacdo e ha a presenca de
estufas para o controle, principalmente, de fatores ambientais (MACKENSZIE et al.,
2006).

Dentre os fatores bidticos encontram-se as doencas fungicas, que ocasionam
perdas de producdo no morangueiro com destaque para a antracnose, causada pelo
fungo Colletotrichum spp. Vérias espécies de Colletotrichum, principalmente C.
acutatum e C. fragariae, infectam os frutos, rizoma e flores (MACKENSZIE et al.,
2006).

O Colletotrichum spp., agente causal da antracnose ou flor-preta do
morangueiro € prejudicial para esta cultura pois causa a morte dos botbes florais e
flores abertas, podriddo dos frutos e encontra-se distribuida em todos os paises
produtores de morango além de ser hospedeiro em mais de 15 familias de plantas
(AGROFIT, 2014).

Entre as medidas de controle encontram-se o controle genético, cultural e
guimico. Sao poucas as variedades resistentes, disponiveis, e ainda, a diversidade
de racas do fungo pode fazer com que a variedade seja resistente numa localidade e
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suscetivel em outra devido a quebra de resisténcia do material genético por distintas
racas do patégeno (HENZ, 2010). Com relacdo ao controle cultural, as praticas mais
utilizadas séo producédo de mudas in vitro, evitar a irrigagdo por asperséao, cobertura
do solo com palhada (AGROFIT, 2014).

Para que o controle de doencas seja eficaz, faz-se necessario a ado¢éo de
medidas de controle dentro de um sistema de manejo integrado de doencgas,
envolvendo varios meétodos de controle, com vistas a garantir 0 sucesso sem
maiores danos as culturas. Para adotar medidas de manejo integrado deve-se ter
conhecimento da cultura e também do patégeno, bem como o ciclo de vida (UENO,
2004).

Além do controle genético, biologico, cultural e quimico, o controle alternativo
através do uso de extratos vegetais vem ganhando destaque (BENATO & CIA,
2009). Assim, uma alternativa € o uso de extratos provenientes de residuos
agroindustriais, pois estes sado gerados em grandes quantidades e, na maioria das
vezes ndo possuem destinacdo correta e acabam contaminando o meio ambiente,
tornando-se um passivo ambiental.

Com base nas premissas do controle alternativo de doencas em plantas, que
vem ganhando espaco na agricultura de base ecologica, bem como a geracdo de
grandes quantidades de residuos agroindustriais, esta pesquisa teve por objetivo
avaliar o efeito dos residuos de manipueira, bagaco da cana-de-acucar e albedo de
citros na inibicdo do crescimento micelial in vitro do fungo Colletotrichum sp. isolado
do morangueiro.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com dois isolados do fungo Colletotrichum spp. O
primeiro isolado foi coletado da cultura de morango no municipio de Arroio do Padre,
Rio Grande do Sul (RS) durante o ano de 2013 e faz parte da micoteca da Embrapa
Clima Temperado, e o segundo isolado foi proveniente da cidade de Tunas, RS,
coletado no inverno de 2014 a partir do caule de morangueiro infectado. Foram
realizados explantes do material, em condicdes assépticas e acondicionadas em
placas de Petri em meio batata — dextrose - 4gar (BDA). Apos as placas foram
acondicionadas em temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12h luz para o
desenvolvimento do fungo. Posteriormente o isolado coletado durante o periodo
2014 foi purificado através do isolamento monosporico. J& o isolado da colecéo
encontrava-se purificado.

Os residuos agroindustriais utilizados foram adquiridos diretamente da
agroindustria. A seguir obteve—se o0 extrato bruto a 20% e estas foram filtrados em
filtro de papel milipore com 22 um de espessura, através do emprego da bomba de
Vacuo e o extrato obtido foi armazenado em geladeira (5°C) até o uso.

Foram preparados extratos nas concentracdes dos extratos 5, 10, 15 e 20 %
adicionadas a 100 mL de meio de cultura BDA fundente. O extrato de manipueira a
qual foi diluida pura nas concentracdes citadas testou-se também a concentracéo a
75%. Posteriormente, uma aliquota de 20 mL de meio contendo cada concentracéo
foi vertida em placas de Petri de 9 cm de diametro. Apés solidificacdo do meio na
placa, foi depositado na superficie deste um disco de 5 mm de diametro de meio
contendo o micélio do patégeno. Como testemunha foram utilizadas placas contendo
apenas o meio BDA com o fungo. Finalmente as placas foram mantidas a 22+2° C
com fotoperiodo de 12h luz.

Passados sete dias da instalagdo do experimento, a avaliacdo da inibicao
micelial foi realizada por meio da medicdo do diametro de crescimento micelial do
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fungo, realizando-se duas medidas perpendiculares por cada placa avaliada.O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial
3 x 5, sendo trés tipos de residuos agroindustriais e quatro concentracoes além da
testemunha. Cada tratamento foi constituido de placas contendo o patégeno e os
extratos nas diferentes concentracdes, com quatro repeticdes.

A significancia dos efeitos dos tratamentos foi determinada por meio do Teste
F, sendo as médias dos niveis “extrato” comparadas pelo Teste T e para 0s niveis
“concentracdo” foram ajustadas regressoes polinomiais.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na avaliacdo da inibicdo de crescimento micelial, para o isolado de
Colletotrichum spp., coletado em Arroio do Padre houve interacao significativa entre
extratos e concentracdo (Tabela 1).

TABELA 1: Andlise de variancia do efeito das diferentes concentracdes dos extratos
de manipueira, bagaco de cana-de-acUcar sobre o isolado 1 de
Colletotrichum sp.

Variavel SQ gl Quadrado médio F Sig.
Extrato 0,247 2 0,124 1,580 0,217
Concentragdes 2,330 4 0,583 7,450 0,000
Extrato*Concentracoes 1,880 8 0,235 3,013 0,009
Erro 3,510 45 0,078
Total 7,980 59
* R2= 0,559

Para o isolado coletado em Tunas, 0s extratos de manipueira, bagaco de
cana de cana-de-acucar e albedo de citrus, ndo apresentaram interacdo significativa
(Tabela 2).

TABELA 2: Andlise de variancia do efeito das diferentes concentragcdes dos extratos
de manipueira, bagaco de cana-de-acucar sobre o isolado 2 de
Colletotrichum sp.

Variavel SG gl Quadrado médio F Sig.
Extrato 0,170* 2 0,850 2,006 0,146
Concentracgoes 8,360 4 2,090 49,420 0,000
Extrato*Concentragdes 1,880 8 0,017 0,406 0,911
Erro 1,900 45 0,042
Total 10,570 59
*R2=10,820

Entre as concentracdes testadas, quando os dados foram submetidos a
analise de regressdo apresentaram modelos significativos, verificou-se efeito de
doses na inibicdo micelial, para o isolado 1 a andlise de regresséo do efeito dos trés
extratos ajusta-se ao modelo linear, ja para o isolado 2 a regressao ajustou-se ao
modelo quadratico (Figura 1).
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FIGURA 1: Efeito de diferentes concentracées de manipueira e de extratos de
bagaco da cana de acucar e do albedo dos citros sobre o
diametro micelial do isolado 1 do fungo Colletotrichum sp.
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FIGURA 2: Efeito de diferentes concentracdes de manipueira e de extratos de
bagaco da cana de acucar e do albedo dos citros sobre o
diametro micelial do isolado 2 do fungo Colletotrichum sp.
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Em ambos os isolados, existe um efeito positivo, pois quando se aumenta a
concentragdo dos extratos, aumenta a inibicdo do crescimento micelial. Portanto, o
uso de extratos a maiores concentracdes possibilita um maior controle do patégeno.

Nos testes in vitro foi verificando o efeito de diferentes concentracdes sobre
cada isolado de Colletotrichum spp. Na concentracdo de 75% do extrato de
manipueira houve reducgéo significativa do crescimento micelial comparado com a
testemunha, tendo uma reducédo de 36,89 % e 37,22 do crescimento micelial nos
isolados 1 e 2 respectivamente (Tabela 3 e Tabela 4).

TABELA 3: Crescimento micelial do isolado 1 de Colletotrichum sp. quando
submetido a concentracdo de 75% de manipueira em relacdo a
testemunha (0%).

Dose Diametro
0% 6,75 a*
75% 4,26 b
C.V (%) 15, 96

*Média seguida da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
Teste T a 5% de probabilidade.

TABELA 4: Crescimento micelial do isolado 2 de Colletotrichum sp. quando
submetido a concentracdo de 75% de manipueira em relacdo a
testemunha (0%).

Dose Diametro
0% 6,53 a*
75% 4,13 b
C.V (%) 13,65

*Média seguida da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste T a
5% de probabilidade.

O extrato de manipueira possui maior efeito inibitdrio do crescimento micelial
de Colletotrichum spp. em ambos os isolados, pois a medida que é incrementado a
concentracdo no meio de cultura o diametro micelial do fungo € diminuido.
Resultados positivos do efeito de manipuera no controle de pragas foram
encontrados por SILVA et al. (2011), onde, ao aplicar as maiores concentracdes de
manipueira, com maximo de 50%, contabilizaram menor quantidade de folhas
atacadas pelo acaro branco em plantas de pinhdo manso, em condicfes de campo.

Os resultados com uso de extratos de residuos vegetais encontrados nesta
pesquisa sdo confirmados por ROZWALKA et al., (2008), que ao estudarem outro
tipo de extratos, decoctos e 6leos essenciais de plantas medicinais e aromaticas na
inibicdo de Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides isolados de frutos
de goiaba, encontraram que o0 extrato aquoso e o 6leo essencial de Cravo-da-india
inibiram em 100% o crescimento desses patdgenos, mostrando a existéncia de
compostos biologicamente ativos nestes extratos, sendo uma alternativa no controle
destes patégenos.

O extrato de manipueira, 0 qual apresentou efeito inibidor sobre o fungo
Colletotrichum spp. ja foi relatado como sendo eficiente sobre o oidio na ceriguela ao
ser utilizado puro e, em diluicdo 1:1 ou em 50% promovendo a paralizagcdo do
crescimento do fungo, e provocou a deformacdo de conidios e conidioforos
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(FREIRE, 2001). Em estudo realizado por SILVA et al., (2008), avaliando extratos de
diferentes plantas medicinais, constataram efeito sobre varias espécies de
Colletotrichum com destaque para o extrato de boldo da terra (Cyprinus barbatus), o
qual apresentou efeito inibitério do fungo. SARMENTO-BRUM et al. (2014), testando
Oleos essenciais de Mentha piperita, Lippia alba, Cymbopogon nardus e C. citratus,
obtiveram resultados satisfatérios, pois 0s mesmos inibiram totalmente o
crescimento dos fungos Pyricularia grisea, Ralstonia solani e Sclerotium rolfsii.

De acordo com VERAS (2006), com a utilizagdo das concentractes 2, 4, 6, 8,
10% de residuos organicos, como a casca da mandioca, torta de babacu, bagaco de
cana-de-acucar e capim citronela, frente ao fungo Fusarium sp., isolado do
quiabeiro, teve diferenca significativa quando comparados ao tratamento controle
sem residuos organicos. No entanto, nesse mesmo trabalho quando os residuos
foram comparados entre si, nos tratamentos com cana houve um maior crescimento
micelial do fungo, que pode ser explicado pela alta concentragdo de lignina e alta
relacdo C:N favorecendo o crescimento do Fusarium spp., os demais residuos
testados inibiram o crescimento micelial do fungo.

O extrato de albedo possui compostos fendlicos, mas esta concentracao &
50% inferior no extrato aquoso do que no extrato metandlico (FILHO, 2003). Este
fato poderia explicar a menor inibicdo do fungo com extrato de albedo nas
concentragdes testadas, uma vez que a concentracdo de compostos fendlicos pode
ter sido muita baixa, ndo sendo suficiente para proporcionar efeito sobre os isolados
do fungo Colletotrichum sp. Esses resultados contrariam os obtidos por (TOFFANO
et al., 2012), que utilizou para cada grama de albedo moido, 1 mL de agua, e
observou o potencial desse extrato como agente de controle da mancha preta dos
citros na pos-colheita, reduzindo o aparecimento de novas lesées nos frutos.

Resultados obtidos por FILHO (2003), demonstraram efeito fungitéxico na
germinacao dos picnidiosporos e formagéo de apressorio do albedo extraido com
solvente metandlico sobre Phillosticta citricarpa, no entanto o extrato de albedo
autoclavado e o extrato de albedo filtrado em filtro Milipore 22 um, ndo apresentaram
atividade antifungica, podendo esse resultado ser em funcdo das substancias
presentes no albedo serem de elevado peso molecular e termolabeis. Deste modo
explica-se também os resultados encontrados neste trabalho, pois os extratos
estudados foram filtrados em filtro Milipore 22 pm.

Os resultados de acéo antifungica dos produtos agroindustriais testados neste
trabalho, pelo método de extracdo na forma aquosa e em concentragcbes baixas,
mostram que efeito destes extratos para uma maior inibicdo do patdégeno pode ser
encontrado em dosagens maiores.

CONCLUSAO

Os residuos agroindustriais de manipueira, bagaco de cana-de-agUcar e
albedo de citrus possuem efeito de inibicdo de crescimento micelial sobre o fungo
Colletotrichum spp., e a medida que é incrementado a concentragdo dos extratos a
atividade antifingica aumenta.

Os residuos testados mesmo em concentracfes baixas mostraram-se como
uma alternativa promissora no controle da antracnose do morangueiro, sendo entao
uma alternativa a mais dentro do controle integrado desta doenca.
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