‘]Bl S J. Bioen. Food Sci, 02 (4): 183-188, 2015

eISSN 2359-2710

Journal homepage: http://periodicos.ifap.edu.br/index.php/JBFS

Substancias GRAS no controle do crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium guttiforme in vitro

Eskalath Morganna Silva FERREIRA®™™T; Camilla Martins MALTAM; Cristiane Martins COELHOM, Raphael Sanzio
PIMENTA®

[ Universidade Federal do Tocantins, Campus Palmas. Laboratorio de Microbiologia geral e Aplicada. Avenida NS 15, 109 Norte - Plano Diretor
Norte, 77001-090. Palmas-TO, Brasil. Email:camillamalta_17@hotmail.com, criscoelho@uft.edu.br,

! professor do programa de P6s-Graduagdo Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal (BIONORTE). Laboratério de
Microbiologia geral e Aplicada. Avenida NS 15, 109 Norte - Plano Diretor Norte, 77001-090. Palmas-TO, Brasil. E-mail: biorapha@yahoo.com.br

INFORMACOES RESUMO

Recebido em: 06/09/2015 Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme sdo fungos fitopatogénicos
Aceito em: 25/11/2015 causadores de diversas doencas pos-c~olhe1ta em fruto_s. As substincias GR/_&S -

) (Generally d Regarded As Safe), sdo uma alternativa no controle de micro-
Publicado em: 23/12/2015 organismos na fase pés-colheita, devido seus efeitos fungistaticos e fungicidas

comprovados. O presente estudo observou os efeitos de cinco substancias “GRAS”

Document Object Identifier . ) - L.
) no controle de crescimento dos fungos fitopatogénicos C. gloeosporioides e F.

10.18067/jbfs.v2i4.67 guttiforme in vitro. Meios de cultura (BDA) foram suplementados com 1%, 3% e 5%
_ de bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, carbonato de calcio, cloreto de calcio e

Termos de indexagao: 0,1%, 0,5% 1% de cloreto de potéassio. Foram inoculados 10l de solucéo de esporo
na concentragdo de 5x10° esporo/ml. Das cinco substincias utilizadas nos testes,

Controle bioldgico integrado bicarbonato de sddio e carbonato de sodio inibiram 100% o crescimento do fungo C.
gloeosporioides, as demais ndo foram limitantes para o desenvolvimento do fungo

Biocontrole guando comparado ao controle. Carbonato de sddio inibiu em 100% o crescimento
de F. guttiforme em todas as concentracdes. Foram positivos também, bicarbonato de

Bicarbonato de sédio sodio nas concentracdes de 3% e 5%. O tratamento utilizando 5% de cloreto de

calcio reduziu em 51% o crescimento deste fitopatdgeno. As outras substancias ndo

reduziram ou inibiram o crescimento micelial do fitopatégeno quando comparado

com o controle. Das cinco substincias “GRAS” testadas neste trabalho, carbonato de

sodio e bicarbonato de sédio, foram eficazes em inibir o crescimento micelial de C.

morganna_ferreira@hotmail.com  gloeosporioides. Carbonato de sédio, bicarbonato de sédio e cloreto de calcio se
mostraram capazes de inibir o crescimento micelial F. guttiforme.

*Autor para correspondéncia

GRAS substances in control of Colletotrichum gloeosporioides growth and Fusarium
guttiforme vitro

ABSTRACT- Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium guttiforme are phytopathogenic fungi causing various post-harvest
diseases in fruits. Substances "GRAS" - (Generally Regarded Ase Safe), they are an alternative for the control of microorganisms in
the post-harvest phase, due to their fungistatic and fungicide effects. The objective of this study was to evaluate the inhibitory
effects of five "GRAS" substances over the growth of pathogenic fungi C. gloeosporioides and F. guttiforme in vitro. Culture media
(PDA) were supplemented with 1%, 3% and 5% sodium bicarbonate, sodium carbonate, calcium carbonate, calcium chloride and
0.1% 0.5% 1% potassium chloride. 10ul spore solution was inoculated at a concentration of 5x103ml/spore. From the five
substances used in the tests, sodium bicarbonate and sodium carbonate inhibited 100% of C. gloeosporioides growth, the others
were not limiting to the development of the fungus when compared to control. Sodium carbonate inhibited 100% of F. guttiforme
growth at all concentrations. Were also positive, sodium bicarbonate in concentrations of 3% and 5%. The treatment with 5%
calcium chloride at 51% reduced the growth this phytopatogen. Other substances not reduced or inhibited the mycelial growth of
the pathogen when compared to the control. From the five substances "GRAS" tested in this work, sodium carbonate and sodium
bicarbonate, were effective in inhibiting the mycelial growth of C. gloeosporioides. Sodium carbonate, sodium bicarbonate and
calcium chloride were able in to reduce the growth of F. guttiforme.
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Biotecnologia e biodiversidade

INTRODUCAO

Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
guttiforme sdo fungos fitopatogénicos envolvidos
em um grande nimero de doencas poés-colheita,
desenvolvendo-se principalmente na fase de
armazenamento de frutos [1, 2].

O género Colletotrichum apresenta as
espécies que estdo entre os mais bem-sucedidos
fungos  patogénicos de plantas, causando
significativos prejuizos econémicos as plantacoes
das regiGes tropicais, subtropicais e temperadas. As
espécies pertencentes ao género, geralmente sdo
responsaveis pela antracnose e outras doengas em
uma grande variedade de culturas incluindo cereais,
leguminosas, olericolas e frutos [3-6].

O fungo Fusarium guttiforme é o principal
agente causador da fusariose que é a mais
importante doenga pos-colheita para a cultura do
abacaxi. Pode causar danos de alta intensidade
(cerca de 80%) nos frutos. Sendo esta doenca
também conhecida por gomose, devido a exsudagdo
de seiva, observada na base do fruto, em caules,
folhas e nos frutilhos atacado pelo patégeno [2].

A utilizacdo de fungicidas ainda é a forma de
controle mais utilizada para minimizar os danos
ocasionados por estes microrganismos durante a
fase pos-colheita de frutos. No entanto, a utilizagdo
destes produtos depende do mercado ao qual a
producdo esta destinada. Para o mercado nacional, o
controle destas doengas tem contado com a
utilizagdo massiva de fungicidas sintéticos, pois nao
existe regulamentacdo para o uso de tais produtos
quimicos no Brasil. Todavia, quando se trata de
frutos destinados a exportacdo, alguns mercados ja
tém imposto marcos regulatorios sobre a utilizagdo
de fungicidas e tem tornado cada vez mais
restritivos as exportaces de frutos que fazem uso
de pesticidas quimicos [7, 8]. Por outro lado, além
das barreiras de fiscalizagdo terem aumentado em
diversos paises, os consumidores também tém
demonstrado uma maior preocupacdo com 0S
impactos gerados pelo uso de pesticidas quimicos,
no que diz respeito a qualidade dos produtos
alimenticios consumidos e os impactos gerados ao
meio ambiente. O que impulsiona a producdo de
alimentos mais saudaveis e a utilizacdo de métodos
alternativos de controle [9, 10].

Diante deste cenario, a transicdo da aplicacédo
de pesticidas quimicos para a utilizacdo de métodos
mais seguros, como a utilizacdo de substancias
“GRAS” (Generally Recognized As Safe), ou seja,
uma substancia considerada segura, se mostra como
uma boa alternativa no controle de fitopatdgenos,
pois auxiliam outros agentes bioldgicos em sua agao
antagbnica, ou podendo sozinhos causar efeito
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fungistatico ou fungincida aos patdgenos alvo de
controle [11-13].

Entre estas substancias, as mais conhecidas
sdo o bicarbonato de sodio, cloreto de calcio,
quitosana, carbonato de sodio, etanol, nisina, cloreto
de potéssio, cloreto de célcio, entre outras. Estas por
sua vez, sdo muito empregadas como aditivos pela
industria alimenticia. E comp6em uma lista de
substancias sancionadas pela FAO/FDA o que
assegura ndo causar danos a salde e ndo necessitar
de avaliacdo prévia de uso e comercializacdo [11,
13].

Sendo assim, o presente trabalho, teve como
objetivo testar os efeitos de cinco substancias
“GRAS” no controle do crescimento dos fungos
fitopatogénicos Colletotrichum gloeosporioides e
Fusarium guttiforme.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram selecionadas cinco
substancias listadas pela FAO/FDA, sendo elas: (1)
bicarbonato de sédio, (2) carbonato de sédio, (3)
carbonato de célcio, (4) cloreto de célcio e (5)
cloreto de potassio.

a) Preparacédo do Inéculo

Os fitopatdgenos Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium guttiforme foram
reativados previamente em meio de cultivo NYDA
(0,3% extrato de carne; 0,5% extrato de levedura;
0,5% peptona; 1% glicose; 2% é&gar; 0,02%
cloranfenicol) e incubados a 25 °C por 7 dias. Apds
0 crescimento, as placas com os fitopatdgenos
foram raspadas com auxilio de alga microbioldgica
estéril e os esporos adicionados a uma solucdo
salina (0,85%) estéril, afim de se obter uma solugdo
de esporos. Com o auxilio de Camara de Neubauer
as solugdes dos fitopatégenos foram ajustadas a
concentracédo de 5x103 esporos/ml.

b) Preparacéo dos Meios

Foram preparadas placas de petri contendo o
meio de cultivo NYDA suplementado com 1%, 3%
e 5% de bicarbonato de sédio, carbonato de sédio,
carbonato de célcio e cloreto de calcio. Para cloreto
de potassio, foi adicionado uma concentracédo foi de
0,1%, 0,5% e 1%, pois, de acordo com a FAO/FDA
o limite de suplementagdo em alimentos por esta
substancia é de no maximo 1%.

¢) Teste de Sensibilidade

Foram inoculados no centro das placas e
erlenmeyer 10l de cada suspensdo de esporos na
concentragdo de 5x10% esporos/mL. Como controle
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positivo, 10ul das suspensbes contendo 0s esporos
dos fitopatogenos foram inoculados em placas de
NYDA isentos de substincias “GRAS”. As placas
foram incubadas a 25°C por um periodo de 7 dias. O
didmetro do micélio fungico foi mensurado com o
auxilio de um paquimetro digital e comparado com
0 controle positivo nos dias 3, 5 e 7 do periodo de
incubacdo. Todos os testes foram realizados em
triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

potassio, somente carbonato de sddio e bicarbonato
de sddio foram capazes de inibir significativamente
o crescimento do fitopatégeno C. gloeosporioides
em todas as concentragdes testadas. Carbonato de
sodio e bicarbonato de sddio inibiram em 100% do
crescimento micelial deste fitopatogeno (Figura 1).
Por outro lado, cloreto de célcio, carbonato de
célcio e cloreto de potassio ndo inibiram o
crescimento  fungico em  nenhuma  das
concentracdes avaliadas e ndo foram observadas
diferencas estatisticas a 5% de significancia pelo
Teste de Tukey para as trés concentragfes (Figura

Entre as substancias GRAS testadas, 2

o P ).
carbonato de sodio, carbonato de calcio,
bicarbonato de sédio, cloreto de calcio, cloreto de

Figura 1: Efeito das diferentes substancias GRAS em diferentes concentragdes sobre o crescimento de C.
gloeosporioides, ap6s 7 dias de incubacdo a 25° C. As barras verticais representam a média de 3 repetices.
*Médias seguidas de letras minusculas distintas nas barras, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
(CS) = Carbonato de sédio; (BS) = Bicarbonato de sédio; (CCa) = Carbonato de célcio; (CLCa) = Cloreto de

calcio e (CLP) = Cloreto de potassio.
70
60 i a m Controle
m1%

50 -

®|3%

40 -

= 0,1%
30 " 0,5%
20 1

10 -

Crescimento micelial (mm)

0

Cs BS CCa CLCa CLP

Tratamentos

Figura 2. Crescimento micelial do fitopatdgeno C. gloeosporioides. (A) = meio suplementado com
carbonato de sodio. (aa) = 1%, (ab) = 3%, (ac) = 5%. (B) = meio suplementado com cloreto de potassio. (ba)
= 0,1%, (bb) = 0,5%, (bc) = 1%. (C) = meio suplementado com bicarbonato de sédio. (ca) = 1%, (cb) = 3%,
(cc) = 5%. (D) = meio suplementado com carbonato de calcio. (da) = 1%, (db) = 3%, (dc) = 5%. (E) = meio
suplementado com cloreto de calcio. (ea) = 1%, (eb) = 3%, (ec) = 5%. (F) = controle positivo.
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De acordo com Madani et al. [14] ao estudar
o efeito da aplicacdo de cloreto de calcio em mamao
nas fases pré e pds colheita sobre a antracnose,

observaram que o cloreto de céalcio nas
concentracbes de 05 e 1% estimularam o
crescimento micelial de C. gloeosporioides,

enguanto nas concentracbes de 15 e 2% o
crescimento micelial apresentou-se igual ao do
controle, resultado este semelhantes ao encontrado
neste estudo.

Para o fitopatégeno F. guttiforme, das cinco
substancias GRAS testadas trés demonstraram
eficiéncia em inibir seu crescimento micelial.
Carbonato de sodio reduziu 52%, 72% e 100% do

crescimento micelial nas concentragbes de 1%, 3%
e 5% respectivamente. Foram positivos para
bicarbonato de sédio os tratamentos nas
concentracdes de 3% e 5%, reduzindo 72 % e 87%
do crescimento micelial. O tratamento utilizando
5% de cloreto de célcio foi o Unico desta substancia
que reduziu em 51% o crescimento do F. guttiforme
(Figura 3). As substancias “GRAS” carbonato de
célcio e cloreto de potassio ndo apresentaram
capacidade de reduzir ou inibir o crescimento do
fitopatégeno e ndo foram observadas diferencas
estatisticas a 5% de significAncia pelo Teste de
Tukey para as trés concentracdes (Figura 4).

Figura 3. Efeito das diferentes substancias GRAS em diferentes concentracGes sobre o crescimento de F.
guttiforme, ap6s 7 dias de incubacdo a 25° C. As barras verticais representam a média de 3 repeticdes.
*Médias seguidas de letras minusculas distintas nas barras, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
(CS) = Carbonato de sédio; (BS) = Bicarbonato de sédio; (CCa) = Carbonato de célcio; (CLCa) = Cloreto de

calcio e (CLP) = Cloreto de potassio.

80

a

70

60

50

40

30

Crescimento Micelial (mm)

20

10

0

aaaa

| =

mControle

B

=

il

cca

Tratamentos

CLCA CcLP

Figura 4. Crescimento micelial do fitopatdgeno F. guttiforme. (A) = meio suplementado com cloreto de
calcio. (aa) = 1%, (ab) = 3%, (ac) = 5%. (B) = meio suplementado com carbonato de sddio. (ba) = 1%, (bb) =
3%, (bc) = 5%. (C) = meio suplementado com carbonato de célcio. (ca) = 1%, (cb) = 3%, (cc) = 5%. (D) =
meio suplementado com cloreto de potassio. (da) = 0,1%, (db) = 0,5%, (dc) = 1%. (E) = meio suplementado
com bicarbonato de sodio. (ea) = 1%, (eb) = 3%, (ec) = 5%. (F) = controle positivo.
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Todavia os efeitos de  compostos
denominados GRAS, assim como de sais de
carbonatos e outros aditivos, ja& sdo conhecidos
contra uma grande variedade de patdgenos e sdo
utilizados por terem uma acdo principalmente
fungistatica e serem pouco persistentes [15].

Segundo Janisiewicz e Conway [16], o efeito
dos tratamentos de sais de bicarbonatos e
carbonatos € principalmente fungistatico porque os
esporos flngicos ndo sdo inativados, somente a sua
germinacdo é adiada. Os mesmos autores ainda
afirmam que os esporos geminados parecem ser
mais facilmente inativados pela presenca destas
substancias que os esporos ndao germinados.

CONCLUSAO

O carbonato e bicarbonato de sodio
mostraram uma boa eficiéncia no controle do
crescimento do C. gloeosporioides, sendo que
ambas foram eficazes na menor concentragdo
testada.

Contra F. guttiforme das cinco substancias
“GRAS” testadas trés se mostraram capazes de
reduzir e inibir o crescimento micelial in vitro,
sendo elas carbonato de sodio, bicarbonato de sédio
e cloreto de calcio.

O que evidéncia o possivel emprego destas
substancias como possiveis agentes fungistaticos ou
fungicidas sobre estes fungos e sua possivel

utilizacdo no controle bioldgico integrado.
Entretanto, mais estudos precisam ser realizados
para se confirma esta hipdtese.
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