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RESUMO

O morangueiro é uma planta de grande importancia econémica, principalmente em
propriedades com mé&o de obra familiar, cultura que € influenciada por varios fatores durante
seu ciclo de producédo, sendo eles bidticos e abioticos. Adicionalmente, é uma cultura que
recebe altas cargas de agrotoxicos, uma vez que é afetada por varias doencas em seu ciclo de
producdo, sendo uma delas a causada pelo fungo Colletotrichum sp.. Diante disso, esta
pesquisa teve por objetivo avaliar o efeito dos residuos manipueira, bagaco da cana-de-agucar
e albedo de citros no crescimento in vitro de dois isolados do fungo Colletotrichum sp.
oriundo do morangueiro. Os residuos foram coletados em agroindustrias da regiao Noroeste
do RS. Primeiramente realizou-se testes de patogenicidade para observacdo das diferencas
morfoldgicas entre os isolados do patdgeno. Os extratos 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 75%. Os extratos foram preparados e filtrados
em filtro Milipore 0,22 um, e misturados em meio BDA. Ap6s foram colocados disco de 5mm
de didmetro do fungo, sobre o meio de cultura+extrato e incubados a 22°C e fotopériodo de 12
horas. A avaliacdo foi realizada apds sete dias. A média das medidas diametralmente opostas
foram submetidas a andlise de regressdo. Os resultados das analises demonstraram que 0
residuo de manipueira, bagaco de cana-de-acucar e o albedo de citros apresentaram efeito no
crescimento micelial do fungo Colletotrichum sp. apresentando correlacdo positiva, pois a
medida que se aumenta a concentracdo dos extratos aumenta-se também a inibicdo do
crescimento micelial. Assim para um efeito fungicida deve-se testar 0s residuos
agroindustriais em maiores concentracdes e em diferentes processos de obtencdo do extrato.

Palavras-chaves: Controle de doencas. Antracnose. Controle alternativo.



ABSTRACT

The strawberry is a culture with a large economic importance, mostly in properties based on
familiar labor. It’s a culture influenced by several factors during its productive cycle such as
biotics and abiotics. Furthermore, it is a culture that normally receives loads of pesticides
since it’s affected by several diseases during the production cycle, which one of them is
caused by the Colletotrichum sp. fungus. Given this fact, this research objective was evaluate
the effects of the manipueira residue, sugar cane bagasse and citrus albedo in the in vitro
growing of two Colletotrichum sp. fungus isolated taken from the strawberry culture. These
residues were taken from agro industries on the northwestern region in the brazilian state of
Rio Grande do Sul. First of all, a pathogenicity test was performed to analyze the
morphological differences of the pathogen isolated. The extracts were prepared in 20% (crude
extract) and diluted in O, 5, 10, 15, 20% of concentration, except for the manipueira which
dilution was made pure on the mentioned concentrations and 75%. The prepared extracts were
filtered in Milipore 0,22 um filter and mixed in PDA medium. After that, a 5Smm diameter
disk of the fungus was placed on the culture+extract medium, incubated in 22°C (295 K)
under a photoperiod of 12 hours. The evaluation was done after 7 days. The analysis results
showed that the residue of cassava, sugarcane bagasse, sugar cane and citrus albedo effect
presented on mycelial growth of Colletotrichum sp. and positively related because as it
increases the concentration of the extracts also increases the inhibition of mycelial growth.
However, they showed positive correlation, because as much as it increases the extracts, so is
the inhibition of the mycelium growing. Therefore, in order to obtain fungicide effects, it must
be tested agro industrial residue in largest concentrations and different extract obtaining
processes.

Keywords: Diseases control, Antrachnose, Alternative controls
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1 INTRODUCAO

A agricultura moderna utiliza quantidades elevadas de agrotoxicos em todos os
seus sistemas de producgdo, fato este que acarreta, na maioria das vezes, danos a salde
humana em consequéncia do consumo de alimentos e &gua com residuos desses produtos.
Além disso, 0 surgimento de populacbes de patdégenos com resisténcia a determinados
principios ativos, tem demandado continuamente a aplicacdo de doses cada vez maiores e
0 aumento do numero de aplicacOes de pesticidas.

Em meio as culturas que merecem destaque em relagdo ao nimero de aplicagdes
estd 0o morangueiro (HENZ, 2010). Trata-se de uma cultura de grande importancia,
principalmente em pequenas propriedades familiares. Durante seu ciclo de producédo, o
morangueiro pode ser acometido por diversos tipos de fatores de ordem abidticos, como
temperatura, radiacdo, vento, chuva além de fatores bidticos, os quais possuem
interferéncia de patdégenos como fungos, virus, bactérias, insetos, nematoides, entre
outros.

Os fatores abidticos podem ser controlados pela escolha do sistema de producéo, e
estes variam desde baixo nivel tecnoldgico 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 é adotado alto nivel tecnoldgico sendo a
nutricdo realizada por fertirrigacdo e hd a presenca de estufas para o controle,
principalmente, de fatores ambientais.

Dentre os fatores bidticos aparecem as doencas, que podem acometer o
morangueiro durante todo o ciclo de producdo com destaque para a antracnose, causada
pelo fungo Colletotrichum spp.. Vérias espécies de Colletotrichum, principalmente C.
acutatum e C. fragariae, podem causar antracnose nos frutos, rizoma e nas flores
(KIMATI et al., 2005). O fungo Colletotrichum sp., agente causal da antracnose ou flor-
preta do morangueiro é de grande importancia pois esta doencga causa a morte dos botdes
florais e flores abertas, podriddo dos frutos e encontra-se distribuida em todos os paises
produtores de morango e é hospedeiro em mais de 15 familias de plantas (AGROFIT,
2014).

Entre as formas de controle encontram-se o genético, o cultural e o quimico.
Especificamente com relagcdo ao uso de variedades resistentes, sdo poucas as disponiveis,

e, aliado a isso, a diversidade de racas do fungo pode fazer com que a variedade seja
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resistente numa localidade e suscetivel em outra (HENZ, 2010). Com relagdo ao controle
cultural, as praticas mais utilizadas s&o producéo de mudas in vitro, evitar a irrigacdo por
aspersdo, cobertura do solo com palhada, pois o controle quimico geralmente ndo é
eficiente (AGROFIT, 2014).

Para que o controle de doengas seja eficaz, faz-se necessario a ado¢do de medidas
dentro de um sistema de manejo integrado de doencas, envolvendo varios métodos 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 patogeno,
bem como seu ciclo de vida (UENO, 2004).

Além do controle genético, bioldgico, cultural e quimico, o controle alternativo
com extratos vegetais vem ganhando destaque nos ultimos tempos (VERAS, 2006).
Assim, uma alternativa é o uso de extratos provenientes de residuos agroindustriais, pois
estes sdo gerados em grandes quantidades e, na maioria das vezes, ndo possuem
destinagdo correta e acabam contaminando o ambiente, tornando-se um passivo ambiental
(COPETTI, 2010).

Com base nas premissas do controle alternativo de doencas em plantas, que vem
ganhando espaco na agricultura de base ecoldgica, bem como a geracdo de grandes
quantidades de residuos agroindustriais, esta pesquisa tem por objetivo avaliar o efeito dos
residuos manipueira, bagaco da cana-de-agUcar e albedo de citros no crescimento in vitro

do fungo Colletotrichum sp. isolado do morangueiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DO MORANGUEIRO E CARACTERISTICAS DA PLANTA

O morango € uma cultura que desempenha um papel socioecondmico consideravel
para o Brasil, cultura que necessita de elevada mdo de obra no ciclo de producdo e €
principalmente desenvolvida em propriedades onde é utilizada a mao de obra familiar
(GOUVEA; KUHN MAZARO; MIO; DESCHAMPS; BIASI; FONSECA, 2009).

No Brasil no ano de 2006, foram produzidas um total de R$ 72.245,00 toneladas de
morango, das quais 70654 foram vendidas, resultando em uma receita de R$ 155.531,00 reais,
sendo que esta producdo foi obtida a partir de 7.777 estabelecimentos agricolas. Desta
producdo, 18.538 toneladas sdo produzidas no Sul sendo 2.020 toneladas no Rio Grande do
Sul e 971 toneladas no Parana e 439 em Santa Catarina. A produtividade no Sudeste é maior e
detém cerca de 49.706 toneladas, pertencendo a maior parte desta produgdo ao estado de
Minas Gerais com 40.245 toneladas e Séo Paulo com 5.030 toneladas (IBGE, Censo
Agropecuério, 2006). Para Antunes e Filho (2005), no Rio Grande do Sul, as maiores
producdes estdo localizadas no Vale do Rio Cai, Caxias do Sul, Farroupilha, Pelotas e seus
municipios vizinhos. Segundo Antunes e Reisser Junior (2007), as incorporacGes de
tecnologias auxiliam na producdo de frutos de melhor qualidade no Brasil e abrem a
possibilidades de exportacao.

A planta do morangueiro é herbacea e estolonifera, o caule é conhecido como coroa
que possui o tecido condutor unido as folhas e estas se originam da coroa e possuem cor
variada conforme a cultivar, séo trifolioladas. As folhas do morangueiro possuem de 300 a
400 estdbmatos/mm?, e isto faz com que a cultura seja sensivel a falta de dgua, baixa umidade
relativa, alta temperatura e intensidade e duracdo da luz. Das gemas basais das folhas se
desenvolvem estoldes ou caules, que emitem raizes originando novas plantas. As flores sdo
hermafroditas. As pétalas sdo livres, brancas ou avermelhadas. O morango é um fruto falso,
sobre 0s quais se encontram o0s aquénios, que sdo os frutos verdadeiros. As raizes crescem
principalmente nas épocas de dias curtos e originam-se das coroas. Na cultura do morangueiro

a formacéo de estoldes e o desenvolvimento de folhas s&o beneficiados em dias longos e
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temperatura elevada. A indugdo floral ocorre com temperatura baixa e dias curtos e a
frutificagdo, em dias longos e temperaturas amenas (HOFFMANN e BERNARDI, 2006).

2.2 SISTEMAS DE PRODUCAO X FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS

A cultura do morangueiro sofre influéncia de vérios fatores durante seu ciclo de
producdo (COSTA, 2012). Em funcédo do sistema de producdo escolhido, alguns fatores
bidticos e abioticos podem ser decisivos no sucesso da cultura do morango. Os fatores
abioticos caracterizam-se como aqueles aos quais o sistema de producédo esta ligado, sendo
considerados o vento, chuva, radiacdo solar, temperatura e outros. Entre os bidticos, no
cultivo de morangueiros no solo, a incidéncia de doengas é mais frequente, pois a maior parte
delas sdo causadas por organismos gue se disseminam pelo respingo de gotas de chuva e pelo
vento tendo condicdes favoraveis para a infeccdo do patdgeno. Nos cultivos onde o uso de
cobertura plastica na forma de tlneis baixos € utilizado, o fator chuva e vento é diminuido, no
entanto, € um sistema trabalhoso pela necessidade de abrir e baixar a cobertura diariamente
para a regulacdo de temperatura e renovacao do ar, além da dificuldade dos tratos culturais
ocasionado pela cobertura, ocasionando assim, maior demanda de uso de pesticidas para
realizar o controle de doencas e pragas de forma preventiva (SANHUEZA, 2007).

Praticas como a cobertura do solo evitara o contato do fruto com o solo, além de
influenciar na manutencdo da temperatura do solo, atuando como termorregulador e possuir
acao sobre as plantas invasoras, a colocacao de tlneis baixos protege o0 morangal das chuvas,
ventos e geadas noturnas e pode ser aberto pela manh& para o aproveitamento da radiagéo
solar, outra prética é a utilizacdo de plantio em estufas, onde se consegue um maior
arejamento e circulacdo de ar (MEDEIROS e SANTOS, 2005).

Outro sistema utilizado no cultivo de morango e que vem ganhando destaque no Brasil
é a semi-hidroponia, que se caracteriza por possibilitar a melhor utilizacdo do espa¢co na
pequena propriedade. Dentre as vantagens estdo a otimizacdo da area de produgdo, maior
comodidade para os servigos que podem ser realizados em pé, protecdo da chuva e maior
ventilacdo, menor pressdo de doencgas e consequentemente menor uso de pesticidas, maior
qualidade dos frutos colhidos entre outros (BORTOLOZZO et al., 2006).

No sistema semi-hidropénico, em ambiente protegido, temos estufas altas, onde as
plantas séo cultivadas suspensas a 1 metro do solo em bancadas onde séo dispostas sacolas
plasticas com substrato inerte, e a nutricdo é feita via fertirrigagdo. Neste sistema o ataque de

pragas e doencas da parte € limitado e o produtor pode fazer mais facilmente os tratos
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culturais necessarios, além de ser um sistema que proporciona rentabilidade e reduz a
demanda de agrotdxicos na cultura, permite a otimizacdo de pequenas areas e da mao-de-obra
familiar. Com a cobertura plastica, ndo ha contato das chuvas com as plantas, os danos do sol
e da geada sdo diminuidos (SANHUEZA, 2007).

Segundo Alves (2006) o cultivo semi-hidroponico apresenta as mesmas desvantagens
do sistema hidropdnico, que seriam a necessidade de grande conhecimento técnico, maior
investimento inicial, necessidade de manutencdo preventiva, fornecimento de agua e
nutrientes para as plantas ndo pode ser interrompido, custo de implantacdo e manutencéo
elevados. Cuidados com disseminacao de doencas radiculares pela agua de irrigacéo e balanco
nutricional.

Da mesma forma, em funcao do sistema de producéo escolhido pode vir a favorecer o
desenvolvimento de fitopatdgenos que em determinadas fases do cultivo das plantas podem
ter consequéncias graves na produtividade e na qualidade dos frutos. Para que a producéo néo
seja prejudicada, € necessario 0 manejo correto da cultura, como as praticas culturais
(COSTA, 2012).

As principais doengas da cultura do morangueiro sdéo Mancha Angular — Xanthomonas
fragariae, sendo a principal causada por bactéria, e as causadas por fungos como a
Antracnose — Colletotrichum gloeosporioides, C. fragariae e C. acutatum, Mancha de
micosferela — Mycosphaerella fragariae, Mancha de diplocarpon — Diplocarpon earliana,
Mancha de dendrofoma — Dendrophoma obscurans, Oidio — Oidium sp. (Sphaerotheca
macularis), Murcha de verticilio — Verticillium sp., Podriddes de Raizes — Rhizoctonia spp.,
Fusarium sp., Phytophthora spp., Mofo Cinzento — Botrytis cinerea, e as causadas por virus
como 0 mosqueado do morangueiro — SMoV (Strawberry mottle virus), encrespamento do
morangueiro — (Strawberry crinkle virus) SCV, clorose marginal do morangueiro — SMYEV
(Strawberry mild yellow edge virus), faixa das nervuras — SVBV (Strawberry vein banding
virus), e ainda as doengas com causas desconhecidas como o vermelhdo do morangueiro, no
qual as plantas ficam pouco desenvolvidas, com as folhas mais velhas avermelhadas (REIS e
COSTA, 2011).

2.3 O PATOGENO Colletotrichum sp. NO MORANGUEIRO: SINTOMATOLOGIA,
CICLO DE VIDAE CONTROLE
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Dentre as diversas doencas que acometem o ciclo de producdo do morangueiro
podemos destacar a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sp.. O patégeno é
introduzido nas lavouras, geralmente, por mudas contaminadas (TANAKA et al., 1997), e
sobrevive na area nos restos culturais que servem de inoculo posterior e sua disseminagdo
ocorre pela agua das chuvas e também pela irrigacdo. Praticas como cobertura do solo com
plastico e altas cargas de adubacdo nitrogenada favorecem o desenvolvimento da doenca
(HENZ et al., 1992). Como principais medidas de controle recomendam-se o uso de cultivares
resistentes e a eliminacéo de restos culturais, além da rotacdo de culturas (AGROFIT, 2014).

Os sintomas da antracnose séo variados. Quando denominadas flor-preta caracteriza-
se pelas necrose das inflorescéncias, afetando flores e frutos, que exibem uma podridao seca
(SMITH e BLACK, 1990; HOWARD et al., 1992), as lesdes nos frutos podem ocorrer em
qualquer fase de desenvolvimento (HOWARD et al., 1992) (Figuras 1 e 2).

O fungo € favorecido em temperaturas que giram ao redor dos 25 a 30°C e alta
umidade, sendo que épocas de chuvas frequentes sdo favordveis ao desenvolvimento da
doenca (TANAKA et al., 2005).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. produz micélio cinza,
com conidios alaranjados, enquanto Colletotrichum acutatum Simmonds apresenta micélio
rosado e massa de esporos da mesma cor, com conidios menores. C. gloeosporioides crescem
mais rapido que C. acutatum. Na fase perfeita, € denominado Glomerela cingulata (Ston.)
Spauld. produzindo peritécios com diametros de 44 a 156um, ascos de 65 a 11,4 um e
ascosporos de 18,6 a 5,7 um, e apresenta uma grande quantidade de hospedeiro (KIMATI et
al., 2005).



Figura 1: Sintomas de antracnose em frutos de morangueiro.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2: Sintomas de antracnose em frutos de morangueiro.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A interacdo do patdgeno com a planta hospedeira é caracterizada por uma curta fase
biotréfica, quando os dois organismos ficam em contato direto na superficie celular, seguido
de uma fase necrofitica destrutiva. Os sintomas sao areas necrosadas que se desenvolvem em
brotos apicais de plantulas jovens, em caules, em folhas de plantas adultas e nos frutos. Se as
condi¢cBes ambientais ndo forem favoraveis, a penetracdo ndo ocorre imediatamente e 0s
apressorios entram num periodo de quiescéncia (HAMADA, 2005).

Segundo Garrido e S6nego (2003), o fungo pode penetrar nos frutos verdes
diretamente ou através de lesdes. A doenca acontece da floracdo até a pré-colheita, sendo
critico o periodo entre a plena floracdo e o de pseudofrutos do tamanho de azeitona.

O controle da antracnose no morangueiro pode ser realizado com variedades
resistentes, praticas culturais e controle quimico. Existem poucas variedades de morango
resistentes a antracnose disponiveis, uma variedade manifesta-se resistente numa localidade,
enquanto que em outra localidade pode ser suscetivel, devido a diferentes ragcas do fungo
(HAMADA, 2005). As praticas culturais adotadas sdo produgdo de mudas in vitro, cobertura
do solo com palha, evitar adubacéo nitrogenada em excesso e a localizacdo dos viveiros longe
das areas de producdo. O controle quimico ndo é satisfatorio (AGROFIT, 2014). O uso de
caldas fitoprotetoras como a bordalesa e a sufocélcica ajudam a proteger as folhas do
morangueiro dificultando a infeccdo pelo patdgeno, além da prética de rotacdo de culturas,
pois o fungo pode sobreviver no solo e restos culturais por longos periodos (COSTA, 2012).

24  CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

O controle de doencas em plantas se constitui uma préatica essencial no sucesso da
producdo agricola. Dentre os tipos de controle pode-se citar o biolégico, o qual visa o
equilibrio do agroecossistema, de modo que o hospedeiro ndo sofra danos provocados pelo
patégeno (GRIGOLETTI et al. 2000). O controle quimico, € uma pratica simples e atraente ao
produtor, no entanto, a preocupagdo com os impactos ambientais causadas pelo uso exagerado
de pesticidas vem fazendo com que as outras formas de controle sejam mais utilizadas
(BETTIO e GHINI, 2001), todavia, para muitas culturas, o controle quimico ainda ¢é a Unica
préatica disponivel para controlar doencas.

Segundo Amorim et al. (2011), o controle de doengas de plantas deve ser integrado a
outros fatores que compde a produgdo como o clima, variedades, adubacéo, pragas, plantas

daninhas entre outras.
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Dentre as formas de controle de doengas em plantas, o controle alternativo com
extratos vegetais se constitui uma forma econdmica e eficaz de prote¢do de plantas contra os
fitopatdgenos. Segundo Bettiol (2001), os extratos aquosos podem ser adquiridos de
diferentes fontes vegetais e de matéria organica, fazendo com que o agricultor tenha os
disponiveis na propriedade.

Os extratos obtidos de fontes vegetais, nada mais sdo do que metabdlitos secundarios,
que segundo Taiz & Zeiger (2009), as plantas podem liberar metabdlitos primarios e
secundarios, provenientes de folhas, raizes e até da serapilheira em decomposicdo. Os
metabolitos secundarios, sdo aqueles que ndo exercem funcdo de crescimento e
desenvolvimento na planta, mas podem exercer efeito de protecdo contra predadores e
patdgenos, pois sdo substancias toxicas e que possuem capacidade de repelir insetos e
microorganismos quando testados in vitro. Quando estes metabolitos provocam acéo sobre
outros seres (plantas, fungos, bactérias e nematoides) € chamado de alelopatia, este termo
pode ser utilizado quando algum composto causa interferéncia positiva ou negativa sobre
outro organismo vivo, possuindo grandes aplicacGes na agricultura.

Segundo Rodrigues et al. (2006), as plantas medicinais possuem principios
ativos microbiocidas, e estes podem ser utilizados como método alternativo
na defesa de plantas contra fitopatdgenos.

Diversas pesquisas tém sido realizadas, com o intuito de testar diferentes extratos de
plantas medicinais no controle in vitro de fitopatégenos, sendo necessario determinar qual a
melhor maneira de se obter os extratos, para melhor aproveitar estas propriedades
(VENTURQOSO, 2009).

Schwan-Estrada et al. (2000) aponta para estudos realizados em que alguns extratos
brutos ou 6leos essenciais indicam potencial no controle de fitopatdgenos com acéo
fungitoxica direta ou inibindo o crescimento micelial e a germinacéo de esporos, constituindo-
se em um método alternativo de controle de doengas.

Avaliando o efeito antifingico de extratos de gengibre e eucalipto sobre
Helminthosporium sp. Rodrigues et al. (2006) concluiu que eucalipto apresentou atividade
antiflngica sobre o patégeno in vitro e in vivo, e que, 0 extrato bruto aquoso de
gengibre controlou totalmente o fungo Helminthosporium sp, quando aplicado em
concentracdes 5%, nas fibras de bananeira. Venturoso (2009), testando extratos vegetais no
controle de fungos patogénicos na soja, concluiu que os extratos de cravo da india e canela
exerceram controle maior que 50% sobre os fungos Aspergillus spp., Colletotrichum spp., e

Phomopsis spp., e que o extrato de alho controla Colletotrichum spp., e Phomopsis spp.
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2.5RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A cadeia agroindustrial nas pequenas propriedades rurais tem grande importancia,
segundo Guilhoto (2007), pois possui a caracteristica de absor¢do de mao de obra e producéo
para o auto consumo, focando mais no quesito social do que no econdmico.

Segundo Naime e Carvalho (2009), as atividades agroindustriais geram valor
agregado, a partir de atividades de processamento e industrializacdo dos produtos
agropecudrios, possuindo como caracteristicas, a conservagao, transformacéo, enriquecimento
ou conservacdo das matérias-primas agricolas. Wesz e Trentin (2009), enfatizam agroinddstria
familiar como verticalizacdo da producdo, pois segundo eles, os agricultores produzem e
industrializam a matéria-prima, podendo ser individualmente, em uma forma grupal de
familias, o qual otimiza o espaco e 0 nimero de pessoas envolvidas.

Com a modernizacdo da agricultura ap6s o término da segunda guerra mundial, Wesz
e Trentin (2009), explicam que houve diversas transformagdes no meio rural, citando a
mecanizacao, a quimificacdo e especializacdo da cadeia produtiva do setor primario como
algumas delas, e que todas tinham por objetivo aumentar a producédo de alimentos.

As agroindustrias, apds o processo de beneficiamento da matéria prima, produzem
residuos agroindustriais, e estes, tém potencial de contaminacdo quando jogados no ambiente
sem planejamento, podendo gerar impactos negativos no ambiente (COPETT], 2010).

No Brasil, sdo produzidas anualmente um volume muito grande de subprodutos
agroindustriais, os quais tém a sua reutilizacdo dificultada pela falta de conhecimentos
(MENEGHETTI e DOMINGUES, 2008).

Sao exemplos de residuos agroindustriais, as sobras da moagem da cana-de acUcar,
resultante das agroindudstrias de melado e de aguardente, as sobras da trituracdo e prensagem
da mandioca para a fabricacdo de polvilho ou farinha, as sobras do processamento de Citrus
para a fabricacao de sucos, entre outras.

A manipueira é gerada pela prensagem da massa ralada da mandioca no processo de
beneficiamento, e é rica em carboidratos e minerais, e ainda apresenta glicosideos
cianogénicos, como a linamarina (CASSONI, 2008). A linamarina € responsavel pela toxidez,
e esta presente em todas as partes da planta e que por hidrdélise origina a glicose, a acetona e o
acido cianidrico (CARVALHO, SANTOS, VIANA, LOPES e EGLER, 2005).
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Para Conceicdo et al. (2013), além da manipueira ser toxica e de causar problemas
ambientais, ela pode ser utilizada em outras &reas, podendo ser economicamente viavel,
reduzindo assim, o descarte inadequado no meio ambiente. A manipueira contem altas
concentracdes de matéria organica, a torna um poluente de dificil manejo para estabilizacéo,
sendo preocupante pois na industrializacdo é gerado 267 a 419 litros de residuo para cada
tonelada de raiz processada (CAMILI & CABELLO, 2007). A manipueira possui elevada
carga organica e presenca de cianeto, que € resultante da hidrdlise dos glicosideos
cianogénicos presentes na mandioca (SUMAN et al.,2011)

A manipueira pode ser utilizada como subproduto para diversas funcdes, Ferreira et al.
(2010) estudou os efeitos da manipueira na adubacdo da mamoeira e concluiu que a mesma
promoveu 0 aumento no crescimento vegetativo da mamoeira, mesmo ndo diferindo
estatisticamente entre os tratamentos. Felipe et al. (2009), estudaram o potencial de residuos
de mandiocas na producdo de metano por meio de biodigestores e os resultados apontaram
gue a manipueira apresenta alta capacidade para a producdo de metano, sendo ainda
necessarios mais estudos na area. Silva et al. (2011), avaliou a manipueira no controle do
acaro branco no pinhdo manso e se mostrou eficiente. Baldin et al. (2012) avaliaram a
manipueira no controle alternativo do nematoide das galhas (Meloidogyne incognita) em
cenoura da variedade Nantes e concluiram que este é promissor no controle deste patdgeno.
Também Formentini (2009) avaliou o efeito da manipueira sobre o nematoide (Meloidogyne
incognita) na cultura da figueira cultivar Roxo de Valinhos e concluiu que a manipueira
possui efeito nematicida, reduzindo o nimero de J2/100cc de solo. Freire (2001), estudou a
manipueira no controle de oidio na cerigueleira e concluiu que aplica¢des quinzenais a 50%
sd0 necessarias para o controle da doenga.

Outro residuo originado de agroinddstrias é o bagaco da cana-de- acUcar, sendo o
Brasil um grande produtor de bagaco de cana-de-acUcar, e este pode ser reaproveitado como
adubo ou fonte de energia, € um residuo lignocelulésico fibroso obtido da Gltima moagem da
cana (SANCHEZ et al, 2011)

Veras (2005), estudando diferentes residuos organicos no controle de Fusarium em
quiabeiro, concluiu o comportamento da supressividade da doenca em diferentes ocasides,
onde o bagaco da cana apresentou resultados satisfatorios no controle quando utilizado na
dosagem 20 g.kg™.

Os residuos provenientes das agroinddstrias dos derivados da cana-de-agucar s&o mais

utilizados em processos de fabricacdo de etanol e no consumo animal, sendo poucas as
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pesquisas onde confere ao bagaco da cana propriedades antiflngicas ou fungicidas, sendo
necessaria o estudo deste fator.

Agroindustrias de processamentos de frutas, também produzem grandes quantidades
de residuos, que podem ser utilizados na alimentacdo animal e no controle alternativo de
doencas em plantas. Um exemplo é o albedo da laranja, o qual é disponibilizado cerca de seis
toneladas por ano. Este albedo ou mesocarpo faz parte da composicdo da casca dos frutos
citricos, a camada interna da casca, esponjoso e de coloracdo branca, composto por
carboidratos soluveis, aminoacidos, flavonoides e pectinas (TOFFANO, 2010).

Segundo Toffano (2010), alem do albedo, a casca de frutas citricas é constituida ainda
pelo flavedo, que é a camada mais externa. Este é constituido pela epiderme e por células
glandulares de 6leo que também pode conter carotenoides, vitaminas e 6leos essenciais.

Em pesquisas realizadas, Cardoso Filho (2003), testando o efeito de extratos de albedo
de laranja, concluiu que dependendo da concentracdo utilizada, possuem acdo fungicida ou
fungistatica, podendo inibir a germinacéo e esporulacdo de Phyllosticta citricarpa in vitro.
Toffano (2010), obteve que extratos de albedo de Citrus sinensis apresentou potencial como
agente de controle da mancha preta dos citrus em laranja.

A utilizagdo de residuos agroindustriais no controle de doencas de plantas pode ser
uma alternativa para destinacdo dos restos provenientes de agroinddstrias familiares, e

também um meio barato do controle das principais moléstias em plantas cultivadas.

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS.

O trabalho foi realizado com dois isolados do fungo Colletotrichum sp. O primeiro
isolado foi coletado da cultura de morango no municipio de Arroio do Padre, 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 de um caule de
morangueiro infectado. Foram realizados explantes do material, em condi¢es assépticas e
acondicionadas em placas de Petri em meio batata — dextrose - 4gar (BDA). Apoés as placas
foram acondicionadas em temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12h para o
desenvolvimento do fungo. Posteriormente o isolado coletado durante o periodo 2014 foi
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purificado atraveés do isolamento monosporico. J& o isolado da cole¢do encontrava-se
purificado.

Com relacdo aos residuos industriais utilizados, todos foram adquiridos diretamente da
agroindustria. A obtencdo da manipueira foi na agroindustria de polvilho Solar, localizada na
Linha Catarina no municipio de Salvador das Missdes, RS. O bagaco de cana foi coletado em
agroindustria de melado no municipio de Pirap0, RS, apos foi limpo, seco em estufa a 60°C e
triturado com agua em liquidificador para obtencédo do extrato bruto aquosa (EBA) a 20%. O
residuo ficou de molho na agua destilada durante 24 horas, apds foi filtrado em gaze e
centrifugado em uma rotagéo de 3000 rpm durante 5 minutos.

Para a obtengdo do extrato do albedo de citrus, foram colhidos frutos maduros que
tiveram o albedo (mesocarpo) separado do flavedo (casca), com auxilio de uma faca, no
municipio de Pirapd, RS. A seguir realizou-se a secagem em estufa 60°C. Para a obtencédo do
extrato, o albedo permaneceu de molho em &gua destilada durante 24 horas a uma propor¢ao
de 20%, obtendo-se, da mesma forma o extrato bruto aquoso (EBA) a 20% desse albedo.

Para esterilizacdo, os extratos foram filtrados em filtro de 22 um, através do emprego
da bomba de vacuo e armazenados em geladeira (5°C) até o uso, separadamente.

Adicionalmente, foi realizado um pré-teste para verificar a patogenicidade dos
isolados em pseudofrutos de morangueiro. Estes foram colhidos ja em fase de maturacéo,
desinfetados com hipoclorito de sédio a 2% por 1 minuto, lavadas em &gua esterilizada, secos
em temperatura ambiente e colocados em caixa Gerbox contendo papel filtro umedecido. Em
cada caixa foram colocados quatro frutos equidistantes entre si.

A seguir foram depositados sobre cada fruto de morangueiro um disco de 5 mm de
didmetro da col6nia de Colletotrichum sp., e incubados a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas
luz. A avaliacdo consistiu na observacdo da infeccdo do patdgeno e o desenvolvimento da
leséo.

A partir do residuo bruto da manipueira e dos EBAs a 20% do bagaco de cana-de-
acucar e do albedo de citros, foram preparados extratos que adicionadas a 100 mL de meio de
cultura BDA fundente formaram as concentracOes de 5, 10, 15 e 20 % exceto para a
manipueira que foi diluida pura nas concentragdes citadas mais a 75%. Posteriormente uma
aliquota de 20 mL de meio de cada concentracdo foi vertida em placas de Petri de 9 cm de
diametro. Apos solidificacdo do meio na placa, foi depositado na superficie deste um disco de
5 mm de didametro de meio contendo o micélio do patégeno. Como testemunha foram
utilizadas placas contendo apenas o0 meio BDA com o fungo. Finalmente as placas foram

incubadas a 22+2° C com fotoperiodo de 12h.
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A avaliagdo da inibicdo micelial foi realizada por meio da medicdo do didmetro de
crescimento do fungo, realizando-se duas medidas perpendiculares por cada placa avaliada,
apos sete dias da instalagdo do experimento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial 3 x 5, sendo trés tipos de residuos agroindustriais e quatro concentracdes além da
testemunha. Cada tratamento foi constituido de placas contendo patégeno e os extratos nas
diferentes concentragdes, com quatro repeticdes.

Os dados foram submetidos a analises de variancia no software SPSS e analise de
regressdo em planilha eletrénica Excel. Os dados dos testes com manipueira a 75% foram
submetidos a andlise de varidncia pelo teste T no software SASM-Agri, a nivel de

significancia de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES,

4.1CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Os isolados testados possuem caracteristicas morfologicas distintas, como as
diferencas de cor. O Isolado 1 proveniente de Arroio do Padre, RS, apresentou col6nias
aveludadas em BDA (Batata, Dextrose e Agar), cinza para cinza escuro, com grande nimero

de conidios, o fundo da placa cinza escuro, com zona concéntrica (Figura 3).

Figura 3: Caracteristicas do Isolado 1 coletado em Arroio do Padre, RS. Frente da placa (A), e
fundo da placa (B).

Fonte: Elaborado pelo autor
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O lIsolado 2, coletado em Tunas-RS, apresentou col6nias aveludadas esbranquicadas a
laranjadas com zonas concéntricas, o fundo da placa alaranjado (Figura 4).

Figura 4: Caracteristicas do isolado 2 coletado no municipio de Tunas, RS. Frente da placa
(A), e Fundo da placa (B), 2014.

Fonte: Elaborado pelo autor

Resultados como esse reforcam a diversidade fenotipica existente dentro de uma
espécie de patogeno. Diferencas morfoldgicas de isolados de Colletotrichum sp. isolados de
outras culturas também foram relatados por Blood (2012), onde o fungo Colletotrichum sp.
isolado de frutos de caquizeiro apresentou coloragdo acinzentada uniforme e aspecto
aveludado e no verso as colbnias eram escuras. JA& Andrade et al. (2007), avaliando
Colletotrichum gloeosporioides isolados do mamoeiro, encontraram colonias variando desde
branca a cinza-escura. Peres (2002), ao avaliar cinco isolados de C. gloeosporioides de
mamoeiro também encontrou variacdo de cor nas colonias. Couto e Menezes (2004),
avaliando isolados de Colletotrichum musae obtidos de frutos de bananeira observaram a
presenca de col6nias branca, cinza-claro, cinza escuro, rosado, com reverso similar. Desta
forma, por uma espécie fungica ser representada por populacdes de bidtipos e encontrar-se em
condicdo heterozigdtica para um dado carater, possivelmente ocorrerd a segregacdo de
bi6tipos de comportamento variavel, de acordo com o ambiente de cultivo da espécie.

Na avaliagdo do teste de patogenicidade, as lesdes comegaram a aparecer apos o 4° dia
de inoculacdo (Figura 05). Em contraste Tanaka et al. (2002), ao avaliar métodos de
inoculacdo de Colletotrichum em morangueiro, observaram que no método de inoculacdo em
peciolos com disco de micélio, os sintomas apareceram a partir do 30° dia ap6s a inoculacao.
Ainda Williamson e Sutton (2010), ao realizar testes de patogenicidade para Colletotrichum
acutatum em frutos de caquizeiro, pelo método de discos de micélio, incubadas em camara
Umida a 25°C lesBes escuras apareceram apos trés dias e aos dez dias lesbGes escuras a
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formagdo de acérvulos com massa de conidios com coloragdo salmdo foram observados,
demonstrando assim a eficiéncia deste método na realizacdo de testes rapidos de
patogenicidade.

Em ambos os isolados as lesbes formadas confirmaram a patogenicidade do patdgeno
(Figura 5). Na comparagdo de médias entre os isolados, diferenga significativa foi encontrada
somente em relagéo a testemunha, ndo havendo diferenca entre os dois isolados, de Arroio do
Padre e Tunas (Tabela 01).

Tabela 01: Severidade (cm) dos isolados de Colletotrichum sp., em frutos de morangueiro,
apos quatro dias de inoculacéo.

Tratamento Média
Isolado 1- Arroio do Padre 1,45 a*
Isolado 2- Tunas 1,31 A
Testemunha 0,00 B
CV(%) 10,57

*Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 05: Frutos de morangueiro inoculado com discos de 5mm de diametro contendo
micélio de Colletotrichum sp (A). Frutos de morangueiro com os sintomas produzidos pelo
fungo Colletotrichum sp. ap6s 72 horas de incubag&o (B).

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL
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Na avaliagdo da inibicdo de crescimento micelial, a média dos didmetros da colénia do
patogeno foi submetida a analise de variancia e os resultados mostram que para o isolado 1 de

Colletotrichum sp., na variavel extrato*concentracdo houve interacdo significativa.

Tabela 02: Andlise de variancia do efeito das diferentes concentracbes dos extratos de
manipueira, bagaco de cana-de-agUcar sobre o isolado 1 de Colletotrichum sp..

Variavel SQ gl  Quadrado médio F Sig.
Extrato 0,247* 2 0,124 1,580 0,217
Concentracoes 2,330 4 0,583 7,450 0,000
Extrato*Concentragcoes 1880 8 0,235 3,013 0,009
Erro 3,510 45 0,078
Total 7,980 59

*R2 = 0,559 (ajuste R?= 0,422)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o isolado 2, os extratos de manipueira, bagaco de cana de cana-de-agucar e
albedo de citrus, ndo apresentaram interagéo significativa (Tab. 03).

Tabela 03: Analise de variancia do efeito das diferentes concentracdes dos extratos de

manipueira, bagaco de cana-de-agUcar sobre o isolado 2 de Colletotrichum sp..

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

* R2=0,820 (ajuste R?=0,764)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Entre as doses testadas, quando os dados foram submetidos a analise de regressao
apresentaram modelos significativos, mostrando que houve efeito de doses na inibicao
micelial, observando-se que para o isolado 1 a regressdo dos efeitos dos trés extratos ajusta-se
ao modelo linear, ja para o isolado 2 a regressdo ajustou-se ao modelo quadratico para 0s
extratos.

Gréafico 01: Efeito de diferentes concentragdes de manipueira e de extratos de bagaco
da cana de acucar e do albedo dos citros sobre o didmetro micelial do isolado 1 do fungo

Colletotrichum sp.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 02: Efeito de diferentes concentracdes de manipueira e de extratos de bagaco
da cana de acucar e do albedo dos citros sobre o didmetro micelial do isolado 2 do fungo

Colletotrichum sp.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em ambos os isolados, existe uma correlacdo positiva, pois quando se aumenta a

concentracdo dos extratos, aumenta a inibicdo do crescimento micelial, portanto, o didametro



30

das colbnias € influenciado pelas concentragdes dos extratos, sendo interessante refazer os
testes em maiores concentragoes.

Quando realizados teste in vitro verificando o efeito de diferentes concentracdes sobre
cada isolado de Colletotrichum sp., ndo foi observada interacdo ente as doses e os diferentes
isolados. Desta maneira, teste mostrou que a concentracdo de 75% foi a que mostrou reducdes
significativamente diferentes da testemunha, chegando proximo a 37% de redugdo de

crescimento micelial no isolado (Tabela 04 e Tabela 05)

Tabela 04: Crescimento micelial do isolado 1 de Colletotrichum sp. quando submetido a
concentracdo de 75% de manipueira em relagéo a testemunha (0%)

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

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste T (5%).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o isolado 1, de Arroio do Padre-RS, a concentracdo de 75 %, teve inibicdo do

crescimento micelial, apontando para eficiéncia apenas em maiores dosagens.

Tabela 05: Crescimento micelial do isolado 2 de Colletotrichum sp. quando submetido a
concentracdo de 75% de manipueira em relacéo a testemunha (0%)

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

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste T (5%).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A manipueira passa a ter maior efeito a medida que se aumenta sua concentracdo no
meio de cultura, estando de acordo com o que foi apresentado por Silva et al. (2011), onde, ao
aplicar as maiores doses de manipueira, que chegaram ao maximo de 50%, contabilizaram
menor quantidades de folhas atacadas pelo acaro branco em plantas de pinhdo manso, em
condigdes de campo.

Os resultados encontrados séo confirmados por os encontrados por Rozwalka et al.
(2008), que ao estudar extratos, decoctos e 0leos essenciais de plantas medicinais e aromaticas

na inibicdo de Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides isolados de frutos de
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goiaba, encontraram que 0 extrato aquoso e o dleo essencial de Cravo-da-india inibiram em
100% o crescimento desses patdgenos, mostrando a existéncia de compostos biologicamente
ativos nestes extratos, estes se mostram como uma alternativa no controle da antracnose.

O extrato de manipueira, o qual apresentou efeito inibidor sobre o fungo
Colletotrichum sp. j& se mostrou eficiente sobre o oidio na ceriguela ao ser utilizado puro, em
diluicdo 1:1 ou em 50% promovendo a paralizagdo do crescimento do fungo, também
comprovou-se que conidios e conidioforos apresentaram-se deformados, mostrando o forte
efeito do extrato sobre o fungo, no entanto, o efeito causado pela manipueira depende das
concentragfes e da espécie de patdgeno e do vegetal nos quais sdo feitas as avaliacGes
(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.
Brum (2012), testando Gleos essenciais de Mentha piperita, Lippia alba, Cymbopogon nardus
e C. citratus, obtiveram resultados satisfatorios, pois 0s mesmos inibiram totalmente o
crescimento dos fungos Pyricularia grisea, Ralstonia solani e Sclerotium rolfsii.

De acordo com Veras (2006), com a utilizacdo das concentragdes 2, 4, 6, 8, 10% de
residuos organicos, como a casca da mandioca, torta de babagu, bagaco de cana-de-acUcar e
capim citronela, frente ao fungo Fusarium sp., isolado do quiabeiro, apontou diferenca
significativa quando comparados a testemunha. 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 concentracéo de lignina e alta relagédo C:N
favorecendo o crescimento do Fusarium spp, os demais residuos testados inibiram o
crescimento micelial do fungo, sendo que o extrato a 2 % foi 0 que garantiu maior inibi¢do do
patdgeno.

O extrato de albedo possui compostos fendlicos, mas esta concentracao é 50% inferior
no extrato aquoso do que no extrato metanolico (FILHO, 2003), sendo entdo mais interessante
que a extracdo tivesse sido feita com alcool como solvente. Este fato poderia explicar a menor
inibicdo do fungo com extrato de albedo nas concentracbes 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
0s obtidos por Toffano (2010), 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 lesdes nos frutos.
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Resultados obtidos por Freitas (2003), demonstraram efeito fungitoxico na germinagéao
dos picnidiosporos e formagdo 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, nao apresentaram atividade antifungica, podendo esse
resultado ser em funcdo das substancias presentes no albedo serem de elevado peso molecular
e termol&beis. Deste modo explica-se também os resultados encontrados neste trabalho, pois
0s extratos aqui estudados foram filtrados em filtro Milipore 22 um.

O efeito dos extratos pode ser influenciado por fatores como o0 método de extracéo,
tempo de coleta do material e também pelo solvente utilizado para a extracdo (WATERMAN
e MOLE, 1994), tornando necessaria as comparac¢des com diferentes métodos a fim de avaliar
qual seria 0 melhor método de extracdo (FREITAS, 2003).

Testes com extratos vegetais de fumo, arruda, alho, gengibre, vinca, losna, cebola,
arnica e nim foram realizados com Colletotrichum isolado do morangueiro por Almeida et al.
(2009), onde os resultados encontrados foram satisfatorios sendo que o extrato de fumo se
mostrou eficiente sobre o desenvolvimento micelial do patdgeno, assim também o extrato de
arruda e alho. Para os extratos de arruda, gengibre, vinca, losna, cebola, arnica e nim foram
observados ainda alta inibicdo da germinacdo dos conidios. Silva et al (2014), testaram efeito
de extrato aquoso de cravo, e obtiveram 100% de inibicdo do crescimento micelial do fungo
com uma dosagem de 2%.

Os resultados de acdo antifingica dos produtos agroindustriais aqui testados, pelo
método de extracdo na forma agquosa e em concentracdes baixas, mostram que efeitos de
inibicdo pode ser encontrado em dosagens maiores com métodos diferentes de extragdo, sendo

0 etanolico uma alternativa.

5  CONSIDERACOES FINAIS

Os residuos agroindustriais manipueira, bagaco de cana-de-acucar e albedo de citrus
possuem efeito de inibigdo de crescimento micelial sobre o fungo Colletotrichum sp.

A medida que se aumenta a concentragdo dos extratos a atividade antiflngica é
aumentada.

Os residuos aqui testados mostram-se como uma alternativa promissora no controle da

antracnose do morangueiro, devendo ser testados em maiores concentracdes e diferentes
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formas de extracdo para verificar seu potencial fungicida, sendo uma sugestdo para novos

trabalhos a ser desenvolvidos in vitro e in vivo.
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