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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um meio de cultura a partir de
residuo agroindustrial de suco de uva para o crescimento de Alternaria alternata.
Inicialmente, foi desenvolvido o meio de cultura com residuo. A. alternata, fungo
deteriorante de frutas e produtor de micotoxinas, isoladas previamente de frutos de
uva cultivar Niagara, foi cultivado em meio padrdo, agar batata dextrose (BDA) e
meios desenvolvidos com diferentes % de residuo (MRU). O mesmo foi avaliado
guanto ao crescimento ao final do seu cultivo (10 dias). Os resultados obtidos
mostraram que o meio de cultura contendo residuo de uva foi eficaz para favorecer o
crescimento fangico. Quando comparado com o controle contendo apenas meio
BDA verificou-se que o meio MRU foi estatisticamente significante (p < 0,05),
indicando que o meio de cultura pode auxiliar em estudos cientificos, uma vez que a
A. alternata apresenta um otimo crescimento em MRU frente a outros meios
convencionais.

Introducéo

A uva € um dos frutos amplamente consumido no Brasil, entre suas diversas
cultivares, que além de contribuir com a economia do pais, dispde de alto teor de
compostos fenodlicos, compostos quimicos com carater antioxidante, como
resveratrol, anti-inflamatorio e atividades antimicrobianas (SCHAFFER et al., 2019).
Entretanto, um dos preocupantes fatores que agravam a qualidade e
comercializacdo deste fruto, € a presenca de microrganismos deteriorantes e
patogénicos durante a pré e pos-colheita.

As doencas durante a pré e pos-colheita acarretam perdas consideraveis aos
viticultores frente a contaminacdo com microrganismos, como fungos filamentosos.
Entre as formas de reducao de perda da produgédo e manutencédo da qualidade dos
frutos, ha a aplicacdo de agrotoxicos sintéticos visando a reducao da contaminacao
dos fungos. Entretanto, a reducdo da utilizagdo destes compostos, afim de
contribuir com 0 meio ambiente é crescente (STOCCO et al., 2019).
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Um dos microrganismos preocupantes nesta cultivar, € pertencente ao género
Alternaria, fungo filamentoso e deteriorante e, que afeta diretamente os lucros dos
agricultores, assim como qualidade dos frutos in natura. Este género pode estar
presente ainda na planta e fruto de forma latente, que sob condi¢cdes adequadas
durante a pos-colheita, como atividade de agua, temperatura e reducdo de
compostos de defesa do fruto, se manifestam (PAVON MORENO et al., 2012;
STOCCO et al, 2019). Visando auxiliar na otimizagcdo do crescimento e
caracteristicas do fungo frente a diferentes meios de crescimento para auxiliar em
estudos cientificos, o objetivo deste projeto propde realizar o desenvolvimento do
meio de cultura enriqguecido com residuo agroindustrial do suco de uva para
crescimento do fungo isolado Alternaria alternata.

Materiais e Métodos
Cultivo do fungo

A cepa foi cultivada em BDA e 4gar desenvolvido com residuo de uva advinda
de uma cooperativa agroindustrial. Os testes foram desenvolvidos no Laboratério de
Toxicologia da Universidade Estadual de Maringd.Os meios desenvolvidos foram
baseados na metodologia de Vaquera et al. (2016, com modifica¢cdes), onde o meio
foi preparado nas concentragfes de 100; 200; 300; 400; 500 e 600 g/L do residuo de
uva (MRU), agua; e 15 g de agar. A atividade de agua (Aw) do meio foi ajustada com
variacdo da mesma de 0,95 a 0,99 com glicerol 87 % (grau analitico), com auxilio de
medidor de atividade de agua (AqualLab).As culturas em BDA e meios desenvolvidos
(MRU) foram incubadas a 28 °C por 10 dias para extracao e ensaios experimentais
in vitro.

Morfologia do fungo - Crescimento micelial

Foram preparados meios de cultura contendo MRU nas concentracdes de
100; 200; 300 e 400 g/L. O residuo de uva foi previamente pesado, triturado em
Blender com auxilio de agua destilada e incorporado nessa solucdo 15 g de Agar.
Apbs, a Aw foi ajustada entre 0,95-0,99 e o meio de cultura foi autoclavado. O MRU
e 0 BDA previamente autoclavados foram emplacados em placas de Petri (20 mL)
sob fluxo laminar, inoculado o fungo A. alternata e incubado em camara BOD a 25
°C. A partir do dia 0 até o dia 10, o crescimento micelial foi aferido com o auxilio de
uma régua, medindo o halo em quatro eixos diferentes e seu resultado foi obtido em
centimetros (cm) e transformado em porcentagem (%). Para analise estatistica foi
realizado um teste ANOVA seguido do teste de Tukey, utilizando o software
GraphPad Prism.

Caracteristicas micro e macroscopicas - Microcultivo

O meio de cultura BDA e MRU foram cortados em quadrados de 1x1 cm e
colocados em lamina de vidro previamente autoclavadas. Uma laminula foi colocada
sob o meio de cultura e inoculado A. alternata. A lamina foi incubada em camara
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BOD por aproximadamente 3 dias. Apds, foi separado as laminas das laminulas e o
meio de cultura foi removido, sobrando apenas o fungo aderido no vidro. Em uma
lamina nova foi adicionado aproximadamente 3 gotas de lactofenol e sobre ela foi
colocado a laminula com fungo aderido. Apds secagem, a lamina foi lida em
microscoépio 6ptico Nikkon Eclipse E-200 (Tékio, Japao) e a morfologia foi analisada.

Resultados e Discussao
Cultivo do fungo

Todas as concentragdes utilizadas para o desenvolvimento do meio de cultura
a atividade de agua entre 0,95 a 0,99 séo ideais para crescimento fungico. Atraves
desses testes preliminares, as concentragbes selecionadas e consideradas ideias
para continuidade do trabalho foram de 100; 200; 300 e 400 g/L, ou seja, 10, 20, 30
e 40%, respectivamente. Nessas concentragdes, foram obtidos meios de cultura
mais homogéneos e de melhor estabilidade ap6s autoclavagem.

Avaliagéo do crescimento micelial — caracteristicas macroscépicas

Os dados obtidos com o crescimento micelial revelaram que o controle, o qual
foi utilizado meio de cultura BDA, apresentou um crescimento menor que 0S meios
de cultura contendo residuo de uva. Através do teste de Tukey, todos os meios em
gue foi utilizado o residuo de uva quando comparado com o controle apresentou um
p< 0,05; ou seja, apresentou um resultado significativo. O residuo de uva
incorporado em agar mostrou-se capaz de melhorar o crescimento micelial do fungo
A. alternata.

Em estudo realizado por Prendes e colaboradores (2021), foi verificado que
uvas de vinho para confeccdo do meio de cultura favoreceu o crescimento do fungo
A. alternata, onde foi aplicado analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-
Walls, adicionando analise de comparacdo multipla, para encontrar diferenca
significativa (p > 0,05).

Avaliacdo da morfologia — caracteristicas microscopicas

Os conidios e hifas foram verificados por microscopia 6ptica na objetiva 10x-
40x. Tanto o controle em meio BDA quanto o meio de cultura MRU, apresentaram
conidios no formato de pera invertida, ovoides ou elipsoides, com a presenca de 2-6
septos transversais e 1-5 septos longitudinais. Resultados semelhantes foram
apresentados no trabalho de Muniz e colaboradores (2018),mensurado 0s conidios
da A. alternata, foi observado que possuiam dimensées com média de 18,6 x 8,8
pum, 70% dos bicos dos conidios de média 4,7 um, formato de pera invertida, pode
ser ovoides ou elipsoides cor marrom clara, com septos longitudinais e transversais,
indicando que o fungo presente nos testes € a A. alternata. Foi verificado ainda, que
0 meio de cultura MRU né&o alterou a morfologia do fungo quando comparado com o
meio BDA, mostrando que esse meio MRU favorece o crescimento e proliferacédo
normal do fungo.
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Conclusodes

Dessa forma quando comparado com o controle contendo apenas 0 meio
BDA verificou-se que o MRU foi estatisticamente significante (p < 0,05) indicando
gue este meio de cultura pode auxiliar nos estudos cientificos uma vez que a
A. alternata apresenta uma certa dificuldade em proliferar em meio de cultura BDA.
Mostrando que o meio de cultura MRU foi eficaz para o crescimento flngico.
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