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RESUMO - O fungo Bipolaris oryzae é responsavel por atacar a cultura do arroz, causando a doenga
conhecidas como mancha parda. Em funcéo disso, existe a necessidade de encontrar alternativas para reduzir as
perdas durante a producdo de cereais e aumentar a seguranca alimentar, através da aplicacdo de compostos
bioativos com atividade antifungica, reduzindo o intenso uso de fungicidas sintéticos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial inibitério de compostos fenolicos extraidos de Spirulina sp. LEB-18 e alho
contra o crescimento de Bipolaris oryzae. Os compostos fenolicos, extraidos com metanol e quantificados por
espectrofometria, foram aplicados como antifngico natural em diferentes concentragdes, através do método
bioanalitico in vitro. O crescimento micelial foi acompanhado diariamente, através de medic8es do diametro das
coldnias, com auxilio de paquimetro. A porcentagem de inibicdo verificada em todas as condi¢des estudadas foi
superior a 87%. Nas placas controle, o crescimento micelial foi de 6,44 cm; enquanto que nas placas com 0s
antifungicos naturais, esse valor reduziu para 0,44 cm, em média, para os dois extratos estudados. Esses
resultados indicam a possibilidade de aplicacdo de compostos fendlicos extraidos de fontes vegetais ou
microbianas na inibicdo do fungo em estudo durante as etapas de cultivo de arroz.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das principais fontes nutritivas da populacdo mundial e para suprir
essa demanda é necessario um aumento constante na producdo deste cereal. No entanto, o ataque de patdgenos
prejudica o desenvolvimento da cultura e ocasiona quedas de produtividade, com perdas que variam de 20% a
50% nas lavouras do Rio Grande do Sul (FAO, 2015; BALARDIN, BORIN, 2001).

As condic¢Bes Umidas do cultivo do arroz e as suas caracteristicas fisico-quimicas fazem da cultura um

meio propicio para a proliferacdo microbiana, especialmente de fungos. As principais doengas que atacam o
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arroz durante o cultivo sdo a brusone e mancha parda, causada pelos fungos Pyricularia grisea e Bipolaris
oryzae, respectivamente (EMBRAPA, 2006).

Para o controle desta contaminacao, técnicas de manejo ao longo do desenvolvimento da cultura séo
utilizadas, com destaque para a aplicacdo de defensivos agricolas de origem sintética ao longo do ciclo de
crescimento do arroz. Porém, estudos tem demonstrado que o uso de produtos quimicos esta associado com a
contaminacédo da agua e do solo e com problemas toxicol6gicos em humanos e animais. Além disso, a resisténcia
dos fungos em funcédo da aplicacdo ndo controlada dos agrotéxicos nas culturas estd aumentando, fazendo com
gue as empresas desenvolvam novas formulagdes ou indiquem maiores dosagens de uso como uma tentativa de
garantir o efeito desejado do principio ativo contra o crescimento fungico (HEIDTMANN-BEMVENUTTI et al.,
2012; DORS et al., 2011).

Métodos alternativos para o controle de pragas, como a aplicacdo de compostos extraidos de fonte
vegetal ou microbiana tem sido alvo de estudos. Entre os compostos com comprovado efeito antifingico,
destaca-se o alho (Allium sativum L.) no controle de Aspergillus niger (SOUZA et al., 2010) e Spirulina sp.
LEB-18 no controle de Fusarium graminearum (PAGNUSSATT et al., 2014).

Nesse sentido, torna-se interessante o estudo de compostos bioativos capazes de controlar os patdgenos
presentes em graos, com o intuito de reduzir o intenso uso de agrotéxicos e contribuir com a seguranca na cadeia
produtiva de alimentos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial inibitério de compostos
fendlicos extraidos de Spirulina sp. LEB-18 e alho (Allium sativum L.) contra o crescimento de Bipolaris oryzae,

0 que permitird desenvolver novos processos para a aplica¢do desses biofungicidas durante o cultivo de arroz.

2 MATERIAL E METODOS

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada pela equipe do Laboratério de Engenharia Bioguimica da
FURG, em planta piloto localizada em Santa Vitéria do Palmar/ RS com agua da Lagoa Mangueira
suplementada com 20% (v/v) de meio Zarrouk, referido como meio MLW-S, em tanques revestidos com fibras,
agitado por pas, localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno transparente (MORAIS e COSTA,
2007). Ao atingirem a concentracdo de 1 g. L™, as cianobactérias foram separadas por filtracéo e a biomassa seca
foi moida, no laboratério da FURG em Santo Ant6nio da Patrulha, até a granulometria de 32 mesh. Os bulbos de
alho (Allium sativum L.) foram comprados em comércio local, e secos na temperatura de 60 °C até a umidade de
13%. Apds a obtencéo da biomassa seca, os compostos fenolicos livres foram extraidos com metanol, de acordo
com Souza et al (2010). O solvente foi evaporado em rotaevaporador e o extrato foi dissolvido em agua e
clarificado. A quantificacdo foi realizada por espectrofometria, através do método de Folin- Ciocalteau, e os

resultados obtidos através de uma curva padréo de acido galico.

O fungo Bipolaris oryzae utilizado neste estudo foi cedido pelo Instituto Riograndense do Arroz
(IRGA), isolado de gréos de arroz. As culturas foram mantidas em &gar batata dextrose (BDA) a 24°C até a

completa esporulacdo e mantidas em tubos de ensaio inclinado a 4.°C. O crescimento do fungo foi realizado em
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agar batata dextrose (ABD) durante 7 dias para obtencdo dos discos de micélio. O extrato fendlico foi filtrado
em membrana estéril e vertido em placas de Petri contendo o meio de cultura, nas concentragdes de 7,5%; 5% e
3% para o extrato de alho e 22%, 14% e 8% para o extrato de Spirulina, em relago ao volume final adicionado
na placa, que foi de 20 mL. Nas placas controle, os extratos foram substituidos pela mesma quantidade de agua
estéril. Apo6s a solidificacdo, um disco de micélio foi adicionado ao centro de cada placa, seguindo-se a
incubacdo em camara de crescimento, a 24 °C por 9 dias. Durante o crescimento do fungo, foram efetuadas
diariamente medicGes ortogonais dos diametros das colénias, com auxilio de um paquimetro. A inibicdo foi
avaliada pela observacgdo visual do crescimento do micélio, comparada com placas controle, em quintuplicata
(SOUZA; ARAUJO e NASCIMENTO, 2007). A porcentagem de inibicdo do crescimento flngico foi calculada,
comparativamente ao controle, de acordo com Nguefack et al. (2004). A analise estatistica foi realizada através
de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O teor de compostos fendlicos totais encontrado nas amostras de alho e Spirulina foi de 113,14 pg.ml
e 325,71 pg.ml™, respectivamente. Para uma avaliacdo inicial do comportamento desses extratos como inibidor
do crescimento de Bipolaris oryzae, optou-se por testar 3 volumes diferentes de extrato fenélico no meio de
cultura selecionado, com base em trabalhos anteriores ja desenvolvidos com Spirulina (Pagnussatt et al., 2013;
Souza et al.,, 2012). Em funcdo disso, diferentes concentracBes dos extratos foram avaliadas para alho e
Spirulina.
Tabela 1- Crescimento micelial (cm) das placas controle, com adi¢do de extrato fendlico de alho e

Spirulina, em diferentes concentracdes, no 9° dia de avaliacdo

) Crescimento micelial (cm)
Experimento

[11 [12 [13

Controle 6,19° 6,447 6,70°
Extrato fendlico alho 0,03° 0,26 0,68%
Extrato fenélico Spirulina 0,25% 0,45 0,84°

[ 1 1: maior concentragdo de extrato; [ ] 2: concentracdo intermediaria de extrato; [ ]3: menor concentracéo de
extrato. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p< 0,05).

O percentual de inibicdo flngica em presenca dos compostos fenélicos resultou em inibicdo superior a
87%, em todas as condi¢Bes estudadas. Foi observado um comportamento diretamente proporcional entre o
volume de extrato fendlico adicionado como antifingico e a porcentagem de inibicdo. A adi¢do da maior
concentragdo de extrato no meio de cultura (v/v) inibiu 97% o crescimento fungico, indicando o efeito fungicida
dos compostos fenolicos extraidos de diferentes fontes. Esses resultados estdo de acordo com Zanandrea et al.
(2004), que verificaram inibicdo maxima de 81% contra o crescimento de B. oryzae ao utilizar a maior

concentragdo de 6leo essencial de orégano.
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Figura 1- Crescimento micelial (cm) de Bipolaris oryzae, nas placas controle, com extrato fenélico de

alho (1a) e com extrato fendlico de Spirulina (1b) em diferentes concentragdes
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C: placa controle; AL: extrato de alho; SP: extrato de Spirulina; 1: maior concentracdo de extrato; 2: concentracao
intermediaria de extrato; 3: menor concentracdo de extrato.

O fungo B. oryzae, causador da mancha parda em gréos de arroz, apresentou uma crescimento micelial
de 6,44 cm nos experimentos controle, em média. O crescimento micelial nos experimentos em presenca de
diferentes concentracdes de extrato fendlico de Spirulina e de alho foi, em média, de 0,51 cm e 0,36 cm,
respectivamente. Apesar do extrato de alho apresentar um teor de compostos fendlicos totais inferior ao extrato
fendlico de Spirulina, sua acdo antifungica ndo diferiu estatisticamente, nas diferentes condigdes experimentais
avaliadas. Em funcdo disso, o estudo do perfil de compostos fendlicos presentes no extrato de alho seré
realizado, na tentativa de relacionar a presenca de diferentes classes de fendis com a sua atividade antifingica.
Sabe-se que o extrato de Spirulina possui acidos fen6licos como constituintes majoritarios, com destaque para 0s
cidos gélico, caféico, salicilico e trans-cindmico e que o efeito sinergistico desses compostos de baixa massa
molecular é o indicativo da sua atividade antifingica (PAGNUSSATT et al., 2014).

A avaliacdo do crescimento micelial (Figura 1la e 1b) ao longo do tempo demonstrou que o micro-
organismo nao foi totalmente inibido nas menores concentra¢des de extrato fendlico de alho aplicado nos ensaios
in vitro. Para o extrato de Spirulina, um pequeno crescimento micelial ja foi observado a partir do 2° dia de
medicao do crescimento das colénias.

De uma maneira geral, as maiores concentragdes de extrato foram mais eficientes na inibicdo do
crescimento fangico. Os dois extratos estudados precisam ser novamente avaliados, na tentativa de encontrar a
concentragdo inibitéria minima para Bipolaris oryzae, o que permitiria uma reducdo dos custos para a aplicacéo

dos compostos de interesse.

4 CONCLUSAO
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O uso de extrato fendlico de alho e Spirulina foi eficiente para inibir o crescimento micelial de

Bipolaris oryzae, em todas as concentragdes avaliadas, com inibigdo média de 93%.
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