Jomada de Iniciagao
Cientifica ¢ Extensio

® B
'S -
@
Instituto Federal do Tocantins

UTILIZACAO DE SUBSTANCIAS GRAS NO CONTROLE DO CRESCIMENTO DO
FITOPATOGENO FUSARIUM GUTTIFORME IN VITRO.
Camilla Martins Malta', Eskalath Morganna Silva Ferreira', Raphael Sanzio Pimenta’
'Doutorandas do Programa de P6s-Graduagio em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal - BIONORTE. e-mail:

<camilla.malta@ifto.edu.br>
*Professor Doutor da Fundagdo Universidade Federal do Tocantins - UFT. e-mail: <biorapha@yahoo.com.br>

Resumo: Entre as principais doengas do abacaxi (4Ananas comosus), a fusariose ou gomose ¢ a
mais destrutiva, podendo gerar perdas entre 50 a 100% dos frutos e, também, diminuir em até 50%
a sobrevivéncia das mudas. A utilizagdo de agrotoxicos é cada dia mais contestada pelos danos cau-
sados a0 homem ¢ ao ambiente, deste modo, substancias “GRAS” (Geralmente Reconhecida como
Segura — Generally Recognized as Safe) se mostram como uma boa alternativa no controle de fito-
patogenos. Este trabalho objetivou testar a capacidade de substancias GRAS em inibir o crescimen -
to do fitopatdégeno Fusarium guttiforme in vitro. Foram testadas cinco substincias GRAS listadas
pela FAO/FDA, quanto sua capacidade de inibir o crescimento do fitopatdgeno F. guttiforme in vi-
tro, (1) Bicarbonato de Sédio, (2) Carbonato de Sédio, (3) Carbonato de Calcio, (4) Cloreto de Cal-
cio ¢ (5) Cloreto de Potassio. O fitopatdogeno Fusarium guttiforme teve seu crescimento micelial re-
duzido em 100% e 87% pela substdncia GRAS Carbonato de Sodio, nas concentragdes de 5% e 3%
respectivamente. Bicarbonato de Sdédio na concentracdo de 5% foi capaz de inibir o crescimento de
F. guttiforme em 87%, e 72,5% na concentragdo de 3%. Cloreto de Célcio 5% foi capaz de inibir
51% do crescimento micelial deste fitopatdogeno. Ja Carbonato de Calcio e Cloreto de Potassio nao
mostraram eficacia em inibir este fitopatogeno.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos grandes e tradicionais produtores de abacaxi (Ananas comosus (L.)
Merril) no mundo, sendo que maior parte dos frutos € comercializada no mercado interno, na forma
de fruta in natura (MELETTI, et al., 2011). O abacaxi ¢ um fruto de grande aceitagdo pelo seu
aroma e sabor, consumido em todo o globo terrestre, sendo rico em agucares, sais minerais ¢
vitaminas (GONCALVES, 2000). A incidéncia de doengas na cultura pode depreciar a qualidade
dos frutos e diminuir a produgcdo (NOGUEIRA et al., 2014). Entre as doengas principais, a
fusariose ou gomose ¢ a mais destrutiva, podendo gerar perdas entre 50 a 100% dos frutos e,
também, diminuir em até 50% a sobrevivéncia das mudas (MATOS, 2003).

O agente etiologico ¢ o fungo Fusarium guttiforme Nirenberg & O’Donnell, 1998
(=Fusarium subglutinans f. sp. ananas Ventura, Zambolim & Gilbertson, 1993) (NIRENBERG &
O’DONNELL, 1998). A fusariose ¢ uma doenca que pode ocorrer em qualquer estadio fenoldgico e
orgao da planta, mas o fruto ¢ o local de maior incidéncia, cujo principal sintoma ¢ a exsudacao de
uma substancia gomosa (CARVALHO et al, 2006).

O fitopatogeno ¢ altamente agressivo e seu manejo € realizado com um conjunto de

medidas de controle, sendo a reducdo do indculo inicial a primeira medida a ser adotada, seguida
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pelo controle quimico (MATOS, 2003). No entanto, a utilizagdo de agrotoxicos ¢ cada dia mais
contestada pelos danos causados ao homem e ao ambiente, além de poder promover a resisténcia de
fitopatdgenos a fungicidas (CIA et al., 2007). Assim, formas alternativas de controle despertam
interesse cada vez maior, levando a investigacdo e ao desenvolvimento de produtos eficazes e
sustentaveis para o controle de fitopatogenos (DELIOPOULUS et al., 2010).

Deste modo, substancias “GRAS” (Generally Recognized As Safe) se mostram como uma
boa alternativa no controle de fitopatdgenos, pois auxiliam outros agentes bioldgicos em sua agao
antagdnica, podendo causar efeito fungistatico ou fungincida. Sao ainda, substincias sancionadas
pela FAO/FDA e j4 utilizadas como aditivos alimenticios, portanto, ndo causam danos a satde e
ndo necessitam de avalia¢do prévia de uso e comercializagao (JANISIEWICZ, et al., 2010). Exis-
tem varias substancias GRAS utilizadas na industria alimenticia e como auxiliadores no controle
biologico, como por exemplo, acido citrico, Agar Agar, goma xantina, bicarbonato de s6dio, bicar-
bonato de potassio, carbonato de sodio, carbonato de calcio, cloreto de calcio, cloreto de potassio,
quitosana, etc. (TALIBI et al., 2014). Embora as formas acidas também possuam atividade antimi-
crobiana, em alguns casos, os sais sdo preferidos para os tratamentos, devido a sua solubilidade su-
perior, facilidade de aplicag@o, e a atividade adicional de cations tais como Na+ (so6dio), K+ (potas -
sio) e NH4+ (amodnia) (SMILANICK et al., 1999).

Portanto, este trabalho teve como objetivo testar a capacidade de substancias GRAS em ini-

bir o crescimento do fitopatogeno Fusarium guttiforme in vitro.
2 METODOLOGIA

2.1. Fitopatégeno

O fitopatdégeno Fusarium guttiforme, foi isolado a partir de frutos comerciais que
manifestaram a doenga. Os isolados foram identificados pelos padroes morfoldgicos. Todos os

isolados foram preservados em tubos criogénicos contendo glicerol a 15% em frezzer - 80° C.
2.2. Testes de Sensibilidade de F guttiforme as Substancias GRAS

Foram testadas cinco substancias GRAS listadas pela FAO/FDA, quanto sua capacidade de
inibir o crescimento do fitopatdgeno Fusarium guttiforme in vitro, (1) Bicarbonato de Sodio, (2)
Carbonato de Sédio, (3) Carbonato de Calcio, (4) Cloreto de Calcio e (5) Cloreto de Potassio.

O fitopatogeno Fusarium guttiforme foi reativado previamente em meio de cultivo NYDA
(0,3% Extrato de Carne, 0,5% Extrato de Levedura, 0,5% Peptona, 1% Glicose ¢ 2% Agar)
suplementado com clorafenicol (0,1gL) e incubado a 25 °C por cerca de 7 dias. Apds o crescimento

seus esporos foram raspados, sendo a concentragcdo destes ajustada com auxilio de Camara de
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Newbauer em solugdo de Tween 60® a 0,2% para 10° esporos/mL. Foram plaqueados, em forma de
gota e no centro da placa, 10 puL desta solucdo de esporos em placas de Petri contendo o meio de
cultivo NYDA suplementado com 1%, 3% e 5% de cada uma das substancias GRAS escolhidas. A
porcentagem de concentragdo de Cloreto de Potassio nas placas de Petri foi de 0,1%, 0,5% e 1%,
pois, de acordo com a FAO/FDA o limite de suplementagdo em alimentos por esta substancia ¢ de

1% (FAO, 2013).

Como controle positivo, 10 uL da solu¢do de esporos do fitopatégeno foi inoculado em
placas de NYDA isentos de substincias “GRAS”. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25
°C por um periodo de 7 dias. O didmetro do micélio fungico foi mensurado com o auxilio de
paquimetro digital e comparado com o controle positivo nos dias 3, 5 e 7 do periodo de incubagao.
O teste foi realizado em triplicata e foram consideradas eficazes aquelas substancias que inibiram

50% ou mais do crescimento do fitopatdogeno quando comparado com o controle positivo.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O fitopatogeno F. guttiforme teve seu diametro de crescimento observado durante seu
periodo de incubacdo em meio de cultura suplementado com as substancias GRAS. Das cinco
substancias GRAS utilizadas neste teste apenas Carbonato de Sdédio foi eficaz em reduzir ou inibir
o crescimento micelial do fitopatdgeno in vitro em todas as concentragdes utilizadas. Quando
comparado com o controle positivo no sétimo dia de leitura, Carbonato de S6dio na concentragdo
de 1% inibiu 52,5% do crescimento micelial do fitopatdgeno. Esta mesma substancia GRAS nas
concentragdes de 3% e 5%, inibiram 87,3% e 100% o crescimento de F. guttiforme in vitro como

observado na figura 1.

Figura 1. Teste de sensibilidade de F. guttiforme em meio de cultura suplementado com (A) 1% de
Carbonato de Sodio, (B) 3% de Carbonato de Sodio e (C) 5% de Carbonato de Sodio. (D) Controle positivo
F. guttiforme.

Ainda com base nos dados obtidos no sétimo dia de leitura, a substancia GRAS

Bicarbonato de Sodio ndo inibiu o crescimento de F. guttiforme na concentragdo de 1%. Na
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concentracao de 3% foi capaz de inibir em 72,5% o crescimento micelial deste fitopatogeno. E por

fim inibiu 87% do crescimento micelial de F. guttiforme na contragdo de 5% (Figura 2).

Figura 2. Teste de sensibilidade de F. guttiforme em meio de cultura suplementado com (A) 1% de
Bicarbonato de Sodio, (B) 3% de Bicarbonato de Sodio e (C) 5% de Bicarbonato de Sédio. (D) Controle
positivo F. guttiforme.

O tratamento utilizando 5% de Cloreto de Calcio foi o Unico desta substancia que reduziu

em 51% o crescimento do F. guttiforme in vitro, na leitura do sétimo dia de crescimento (Figura 3).

Figura 3. Teste de sensibilidade de F. guttiforme em meio de cultura suplementado com (A) 1% de Cloreto
de Calcio, (B) 3% de Cloreto de Calcio e (C) 5% de Cloreto de Calcio. (D) Controle positivo F. guttiforme.

As substancias “GRAS” Carbonato de Calcio e Cloreto de Potassio ndo apresentaram
capacidade de reduzir ou inibir o crescimento micelial do fitopatdgeno quando comparado com o

controle (Figura 4).
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Figura 4. Teste de sensibilidade de F. guttiforme em meio de cultura suplementado com (A) 1% de
Carbonato de Calcio, (B) 3% de Carbonato de Calcio e (C) 5% de Carbonato de Calcio. (D) Controle
positivo F. guttiforme.

Na realidade, nos meios de cultura suplementados com Cloreto de Potassio o crescimento
micelial apresentou aumento com a adi¢ao desta substancia GRAS. No tratamento utilizando 0,3%
Cloreto de Potassio o crescimento da colonia de F. guttiforme se mostrou maior que o observado no

tratamento controle, como podemos observar no na figura 5.

Figura 5. Teste de sensibilidade de F. guttiforme em meio de cultura suplementado com (A) 1% de Cloreto
de Potassio, (B) 3% de Cloreto de Potassio e (C) 5% de Cloreto de Potassio. (D) Controle positivo F.
guttiforme.

Para elucidar com mais clareza a relacdo de inibigao das substancias GRAS utilizadas as ta-
belas 1 e 2 detém a relagdo das médias obtidas através das medidas em triplicata do crescimento
micelial do fitopatogeno Fusarium guttiforme.

Tabela 1. Relacao de médias obtidas através das medidas do crescimento micelial do fitopatégeno Fusarium
guttiforme para a substancia GRAS Cloreto de Potassio.

Cloreto de Potassio
0.3% 0.5% 1%  Controle Positivo

Dia 3 29,5 30,1 56,6 28,4
Dia 5 48,6 56,4 78,8 55,6
Dia 7 56,6 54,2 70,8 76,2
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Tabela 2. Relacao de médias obtidas através das medidas do crescimento micelial do fitopatogeno
Fusarium guttiforme.

Carb. Sodio Carb. Calcio Bic. Sédio  Clor. Calcio Controle Positivo

10,5 26,8 18,5 23,7 28,4

Dia3-1% 0 28,3 10,6 18,2 28,4
0 25,8 7,5 13,7 28,4

22,3 52,2 37,8 43,6 55,6

Dia5-3% 8,7 53,5 14,6 32,8 55,6
0 51,6 9,4 26 55,6

36,2 76,3 56,2 56,6 76,2

Dia 7 -5% 9,7 77 21 43,7 76,2
0 76,2 9,9 37,9 76,2

O éxito de fosfato trissddico em impedir o desenvolvimento da podriddo parda causada por
Monilinia fructicola em jujuba (Zizyphus jujuba cv. Dongzao) e péssego foi examinado por Cai et
al. (2015). Estes autores mostraram que a eficiéncia do fosfato trissodico foi positivamente correla-
cionada com as suas concentracdes, onde esta substancia GRAS inibiu diretamente a germinagao
de esporos, alongamento das hifas e crescimento micelial de M. fructicola em meio de cultura. O
tratamento com fosfato trissodico ocasionou na perda da integridade da membrana plasmatica de
M. fructicola, resultando no rompimento das células e liberagdo de seu conteido intracelular, tais
como proteinas, hidratos de carbono soluveis e acidos nucléicos.

Segundo Janisiewicz & Conway (2010), o efeito dos tratamentos de sais de bicarbonatos e
carbonatos ¢ principalmente fungistatico porque os esporos flingicos ndo sao inativados, somente a
sua germinagdo ¢ adiada. Os mesmos autores ainda afirmam que os esporos geminados parecem ser
mais facilmente inativados pela presenca destas substincias que os esporos ndo germinados.
Portanto, o fitopatogeno F. guttiforme se mostrou sensivel as substincias GRAS Carbonato de
Sédio, nas trés concentragdes, Bicarbonato de Sodio, nas concentragdes de 3% e 5%. Foi observada

ainda a sensibilidade deste fitopatogeno a Cloreto de Calcio na concentragdo de 5%.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos através dos testes realizados neste estudo sugerem que as substancias
GRAS Carbonato de Sédio nas concentracdes de 5% e 3% e Bicarbonato de Sédio na concentragao

de 5% podem ser indicadas para protocolos de controle biologico contra o Fusarium guttiforme.
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