ANTAGONISMO DE BACTERIAS LATICAS CONTRA Fusarium guttiforme, AGENTE
ETIOLOGICO DA FUSARIOSE DO ABACAXI (Ananas comosus (L.) Merril)
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INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) é uma monocotiledénea, da familia
Bromeliaceae, subfamilia Bromeloideae. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de
abacaxi, e sua principal cultivar plantada € a Pérola e em seguida a Smooth Cayenne. Ambas
suscetiveis a fusariose (CUNHA et al.,, 1999). A fusariose constitui séria ameaca a
abacaxicultura mundial, e seu agente causal ¢ o fungo F. guttiforme (NIRENBERG,;
O’DONNELL, 1998). Este patdgeno penetra em seus hospedeiros por meio de aberturas
naturais ou ferimentos. Podriddo dos tecidos afetados acompanhada por exsudacdo de
substancias gomosas sao os principais sintomas da fusariose (MATOS; CABRAL, 2005).
Uma das alternativas de controlar a proliferagdo do Fusarium é através do controle biolégico
(MICHEREFF, 2001) estando as bactérias laticas como um grupo de micro-organismo que
apresenta grande potencial para inibicdo do crescimento fungico, devido a sua capacidade de

antagonismo, observacdo esta, que objetiva a realizacdo deste trabalho.
METODOLOGIA

Isolamento do patdgeno

Os isolamentos de F. guttiforme foram obtidos a partir de fragmentos de tecidos
retirados de frutos de abacaxi (Ananas sp.) com sintomas da doenca. Estes foram colocados
em placas de Petri com meio BDA. As placas foram incubadas a temperatura ambiente (24 +

20 C) e luz constante durante 10 dias. Para fins da avaliagcdo do crescimento dos diferentes
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isolados obtidos, discos de aproximadamente 5 mm de cada um deles foram posteriormente
transferidos para o centro de cinco placas de Petri contendo BDA (SOUZA, 2010).

Identificacéo

A caracterizacdo morfologica dos micro-organismos foi realizada através de chaves
de identificacdo, a partir dos atributos macro e micros morfologicos das culturas puras
isoladas (NIRENBERG e O‘DONNEL, 1998).

Preparo das culturas de bactérias laticas

Duas espécies de bactérias laticas (Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei)
isoladas do caldo fermentativo do abacaxi, pertencentes a bacterioteca do LAMASP/UEFS

foram reativadas em caldo MRS e incubadas a 30°C por 24 horas.
Avaliacdo da atividade antifungica das bactérias laticas

As duas espécies de bactérias laticas foram testados por meio do método de difusdo
em Agar proposto por Corsetti et al., (1998). Em uma placa de Petri previamente esterilizada
foram dispostos 10 mL de BDA previamente inoculado com a suspensdo de propagulos de
Fusarium guttiforme a uma concentragdo de 10* propagulos. mL?, quantificados com o
auxilio de Camera de Neubauer e microscopio de luz. Apos a solidificacdo do meio, as placas
foram incubadas em estufa tipo B.O.D. por 22°C durante 24 horas. Apos esse periodo foi
disposto sobre a superficie do Agar discos de papel de filtro n°1 estéreis, apresentando 5mm
de diametro. Foram aplicados 100uL de suspensdo bacteriana, apés o liquido ser fixados
pelos discos as placas retornardo a B.O.D. por 22°C durante 10 dias. Também foi realizado o
teste controle, onde os discos acrescentados na placa ndo continham inoculante. As placas
foram observadas, e 0s halos de inibicdo mensurados com auxilio de uma régua milimetrada.
A suspensdo de propagulos foi feita a multiplicacdo de Fusarium guttiforme em tubos
contendo meio BDA (bisel longo) incubados a 22°C por 7 dias. O inoculo de propagulos foi
preparado através de suspensdo de conidios em solucédo salina a 0,85%: Tween 80 (9:1, V/v)
agitando em Vortex por 5 minutos. Apds agitacdo, o contetudo liquido foi transferido para
tubos de vidro estéreis. A determinagdo da concentragdo de propagulos foi realizada por
contagem com auxilio de uma cadmara de Neubauer e microscopio de luz, com um aumento
optico de 400 vezes. A suspensdo bacteriana foi preparada utilizando culturas bacterianas

laticas previamente armazenadas sob refrigeracdo ou congeladas. Estes foram reativados e



incubados a 30°C por 48 horas. O volume necessério de caldo MRS inoculado foi transferido
a um tubo contendo MRS estéril até que essa suspensdo se ajuste ao tubo 10 da escala de Mac

Farland, o que corresponde a uma concentragdo de 3,0 x 10° UFC. mL™.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e identificacdo de Fusarium guttiforme

Os isolados de Fusarium guttiforme, enumerados de 11 a 16, apresentaram bom
crescimento com a temperatura de incubacdo na faixa de 24+20°C e colora¢do com variagéo
de alaranjado a violeta. Constatou-se nos isolados a auséncia de clamiddsporos e a presenca
de macroconideos sob a forma delgada e ligeiramente alongada, e de  microconideos em

formato ovoide conforme, conforme aspectos apontados por Nirenberg; O’Donnell (1998).
Teste de antagonismo

Em meio BDA e na presenca da bactéria Lactobacillus plantarum, observou-se a
variacdo do tamanho dos halos de 8,6 a 10,0mm. J& na presenca da bactéria Lactobacillus
paracasei e no mesmo meio de cultura, os halos variaram entre 8,0 e 14,0mm. No teste
controle, que teve como base o fungicida DEROSOL®, a variacio foi de 17,0 a 36,0mm. No
meio MRS, a variacdo foi de 13,0 a 35,0mm na presenca de L. plantarum e de 18,0 a 41,0mm

na presenca de L. paracasei. No teste controle a variagédo foi de 18,0 a 40,0mm ( Tabela 1).

Tabela 1 — Atividade antagbnica de bactérias laticas isoladas e identificadas frente frente a
Fusarium guttiforme em meio BDA

Medida dos didmetros dos halos (mm)
11 12 13 14 15 16
L.plantarum | 8,6+0,2 | 11,0+0,1 | 12,0+0,6 | 12,015 | 9,7#0,4 | 10,0+0,5
L. paracasei | 8,0+0,1 | 14,0+0,1 | 12,0+0,4 | 9,0+0,1 | 12,0+0,4 | 10,0+0,6
Controle 33,0£0,6 | 24,0+0,2 | 17,0+0,1 | 36,0+0,1 | 30,0+0,2 | 34,0+0,3

A atividade antimicrobiana das bactérias laticas pode estar relacionada a competicao
por nutrientes no meio, a producdo de acidos organicos como acido latico e acético e a
producdo de compostos antagbnicos como peroxido de hidrogénio e bacteriocinas.
(FRANCO, 2010).

CONCLUSAO



Através deste trabalho, observou-se o potencial antagdnico de bactérias laticas frente
ao Fusarium guttiforme, demonstrando também a eficacia da técnica de difusdo em disco na
realizacéo do teste de acdo antimicrobiana para esta finalidade. Desta maneira, a utilizacéo de
bactérias laticas no controle bioldgico constitui-se uma ferramenta muito promissora para o
tratamento da fusariose do abacaxizeiro, visto que propde a minimizacdo da utilizagéo de
agentes quimicos prejudiciais a saide em plantagdes de abacaxi, promove equilibrio ao meio

ambiente e gera menores custos para a producao do abacaxi.
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