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1 INTRODUCAO

Os frutos, por estarem dispostos no ambiente, ficam expostos a varios
micro-organismos causadores de doengas, como fungos e bactérias, que os
atingem mesmo apoés a colheita. Portanto, reduzir as perdas na pos-colheita
tem se tornado um desafio, visto que as frutas contém elevado conteado de
agua e de nutrientes. O morango, por exemplo, estd em constante atividade
biologica até atingir a senescéncia, o que facilita o aparecimento de doengas e
lesGes mecanicas, gerando muitas perdas e prejuizos aos produtores (SILVEI-
RA, 2005).

/
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Dentre os frutos, o morango pode ser considerado altamente suscetivel ao
aparecimento de doengas, principalmente apds a colheita, como é o caso da do-
enca do mofo cinzento, causada pelo fungo B. cinerea, que deteriora o tecido.
Entretanto, alguns micro-organismos, e mesmo o B. cinerea, podem acometer o
fruto ainda na planta, o que dificulta sua cultura e o torna de elevada seu pereci-
bilidade (HENZ et al., 2008; PASINI, 2009).

As abordagens atuais para o controle de doencas pds-colheita concentram-se
em aplicacoes de fungicidas sintéticos (CALVO-GARRIDO, 2013); porém os con-
sumidores tém se mostrado preocupados com sua satde, o que leva os produtores
a uma busca por processos naturais como alternativa aos produtos quimicos.

Para que haja a conservagio dos sistemas biologicos, antagonistas realizam o
controle de toda a populagio. Na natureza, isso ocorre abertamente e é indepen-
dente da acio do homem (MOTA; CAMPOS; ARAUJO, 2003).

Nesse contexto, destaca-se o controle biologico, em que ha utilizacdo de micro-
-organismos naturais testados em laboratério, com atividade antagonista compro-
vada, como uma opg¢io ao controle de doencas. Como € o caso das leveduras, que
apresentam o fator killer, pois produzem uma toxina capaz de inibir o crescimento de
outros micro-organismos, como fungos ou mesmo leveduras de espécies diferentes.

A partir dessa premissa, o presente trabalho objetivou estudar a atividade de
leveduras como antagonistas do fungo B. cinerea, causador da doenga conhecida
por mofo-cinzento, utilizando morangos iz natura para o procedimento; espera-se,
assim, contribuir para seu controle e para o descobrimento de fungicidas naturais.

2 CONTROLE BIOLOGICO
2.1 Morango

O morango é, de fato, um pseudofruto, pois o que chamamos de fruta é “o
receptaculo floral que engrossa e se torna carnoso e doce, de formato e sabor vari-
avel de acordo com a cultivar utilizada” (MARTINS et al., 2009, p. 18). Os frutos
verdadeiros, os aquénios, sao aqueles conhecidos popularmente por sementes, e
sdo consumidos tanto pelo seu sabor e aroma, quanto pelos seus nutrientes. A
Tabela 7.1 apresenta a composi¢ao do morango.

No ano de 2012, a produ¢ao mundial de morango alcangou 4.516.810,00
toneladas, em uma area total de 241.109, 00 hectares, tendo os Estados Unidos
como destaque na producdo, com 1.366.850,00 toneladas (FAO, 2012). No mes-
mo ano, o Brasil apresentou uma area plantada de 3.718 hectares e uma produ-
¢ao de 133 mil toneladas (CRIZEL, 2012), ficando na 11° colocac¢ao dentre os
paises do continente americano (FAO, 2012); os maiores estados produtores no
pais sio Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Parana e Distrito Fe-
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deral (IBGE, 2006). Especificamente no Parana, o morango foi cultivado em 535
hectares, que produziram 14,4 mil toneladas de morango (ANDRADE, 2012).

Tabela 7.1 Composigdo de morango cru por 100 gramas de parte comestivel

Composicio Quantidade Composicio Quantidade
Umidade 21,5% Manganés 0,33 mg
Proteina 09g Fésforo 22 mg
Lipideos 0,3g Ferro 0,3 mg
Colesterol NA Potéssio 186 mg
Carboidrato 6,8g Cobre 0,06 mg
Fibra Alimentar 179 Zinco 0,2 mg
Cinzas 0,5¢ Riboflavina 0,03 mg
Cdlcio 11 mg Piridoxina 0,03 mg
Magnésio 10 mg Vitamina C 63,6 mg

Fonte: Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011).

A taxa respiratoria do morango é muito alta, e, em temperatura ambiente,
sua deterioracdo € acelerada na pos-colheita. Essa taxa pode ser aumentada de
quatro a cinco vezes quando se tem um aumento de 10 °C na temperatura, po-
dendo dobrar com uma temperatura de 20 °C e chegar a 50% com o amadure-
cimento (ALVES, 2009). Com o armazenamento, pode-se chegar a um valor de

40% em perdas (BRAGA, 2012).

O morango é considerado um fruto nao climatério com uma pés-colheita
estimada em menos de cinco dias, tendendo a uma desidrataciao acelerada, “de-
sordens fisioldgicas, hematomas, lesdes mecanicas e infecgdes causadas por varios
agentes patogénicos” (MENEL, 2012, p. 5179), como fungos, bactérias, nematoi-
des e virus (HENZ et al., 2008), os quais podem acometer a cultura durante seu
desenvolvimento (BRAGA, 2012). Isso acarreta investimentos e/ou medidas de
controle de doencas e manejo da cultura que dificultam sua produgio e a tornam
mais custosa. Segundo Henz et al. (2008), estio documentadas em torno de dez
doengas ligadas a pds-colheita de morango, podendo-se destacar como as duas
de maior importancia a do mofo cinzento, causada pelo fungo B. cinerea, e a
podridao-de-Rhizopus (Rhizopus nigricans).

Alguns cultivares de morango sdo mais suscetiveis a doengas causadas por
micro-organismos, enquanto outros apresentam maior tolerancia e, dentre os
principais cultivares plantados no Brasil, tem-se Santa Clara, Burlkey, Tangi, Cam-
pinas, Osogrande, Tudla, Selva, Camarosa, Seascape e Dover (SANTOS, 2005).
O Quadro 7.1 apresenta alguns desses cultivares e as doencas relacionadas a eles.
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Quadro 7.1  Cultivares de morango versus doengas a eles relacionadas
Cultivar Suscetibilidade Tolerdncia Resisténcia
mancha de micosfarela
haerell
antracnose My c?sp aerera
. fragariae), mancha
(Colletotrichum .
) f . de diplocarpon
Santa Clara ragariae) e . .
. (Diplocarpon earliana) e
mofo cinzento (B.
cinerea) mancha de dendrofoma
(Dendrophoma
obscurans)
mancha de micosfarela
mancha de .
: (M. fragariae), murcha
. diplocarpon o e
mofo cinzento (B. . de verticilium (Verticillium
Burlkey . (D. earliana) e
cinereq) alboa-trum) e mancha
antracnose (C.
. de dendrofoma (D.
fragariae)
obscurans)
Tanai mofo cinzento (B. antracnose (C. mancha de micosfarela
J cinereaq) fragariae) (M. fragariae)
rizoctoniose
(Rhizoctonia),
mancha angular
Campinas anfracnose (Xanthomonas -
P (Colletotrichum sp) e fragariae)
murcha de verticilium g
(V. albo-atrum)
mancha de
micosfarela
. '
Osoarand M. fragariae) mofo cinzento (B. ~
grande e antracnose cinerea)
(C. fragariae e
Colletotrichum
acutatum)
mancha de
micosfarela (M.
Tudla fragariae) e & mofo cinzento (B.
cinereq)

antracnose (C.
fragariae e C.
acutatum)
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Cultivar Suscetibilidade Tolerdncia Resisténcia
mofo cinzento (B. mancha de micosfarela
Vila Nova cinerea) e podridao antracnose (C. (M. fragariae) e &
do colo e rizoma fragariae) mancha de dendrofoma
(Phytophtora cactorum) (D. obscurans)
mancha de

micosfarela (M.
fragariae), antracnose

Camarosa ) - -
(C. fragariae e C.
acutatum) e mofo
cinzento (B. cinereaq).
Susceptivel as
Selva P - -

principais doengas

Fonte: adaptado de Santos (2005).

2.2 Botrytis cinerea

A doenca do mofo-cinzento é causada pelo patogeno B. cinerea, um fungo
filamentoso da familia Sclerotiniaceae, capaz de infectar uma ampla variedade de
hospedeiros (CALVO-GARRIDO, 2013), estimada em 230, segundo Mcfeeters e
Mcfeeters (2012). Afeta, sobretudo “flores e frutos, porém também pode causar
manchas foliares, apodrecimento de brotos, tombamento em plantulas, cancros
em caules, peciolos e hastes, bem como, podridées em bulbos, colmos, rizomas,
tubérculos e raizes” (TOFOLI et al., 2011), que podem acontecer por infeccio
direta ou lesdes oriundas de praticas culturais (PASINI, 2009).

Santos et al. (2008), em seu estudo “Ocorréncia do mofo cinzento causado por
B. cinerea em grevilea”, descreveram o fungo a partir de observa¢oes microscopicas:

o fungo apresentou micélio com hifas ramificadas, septadas, cor marrom acinzenta-
do ou marrom oliviceo. Conidiéforos longos, com 1,33-2,80 mm de comprimento
e 10-13 pm de didmetro, eretos, de cor marrom olivaceo, ramificados no apice, com
células conidiogénicas terminais, dilatadas, formando agregados de conidios em es-
terigmas curtos. Conidios elipsdides a obovoides, asseptados, com hilo protuberante,
ligeiramente acinzentados, medindo 12,45 x 5,55 pm (SANTOS et al., 2008, p. 386).

Os sintomas da doenca, nos frutos verdes do morango, sdo, inicialmente, o
aparecimento de manchas marrons, como demonstra a Figura 7.1, que vdo se ex-
pandindo até tomar todo o fruto, que passa a apresentar uma coloracao acinzen-
tada e uma cobertura caracteristica do mofo-cinzento. Sobre os frutos maduros,
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ocorre primeiramente o surgimento de manchas descoloridas que se expandem
por todo o 6rgdo, tornando-os impréprios para o consumo, pois alteram sabor e
odor, tornando-os desagradaveis. Como os frutos verdes, os maduros também fi-
cam recobertos pelo mofo cinzento (Figura 7.2), apodrecendo rapidamente (DIAS
et al., 2005).

Fonte: Ontario Ministry Of Agriculture Food And Rural Affaris.’

Figura 7.1  Infeccio no morango verde por B. cinerea

Fonte: Tofoli et al. (2011).

Figura 7.2 Expansdo do mofo cinzento em morangos maduros

1 Disponivel em <http://www.omafra.gov.on.ca/IPM/english/strawberries/diseases-and-
-disorders/botrytis.html>. Acesso em: 08 jul. 2013.
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Esse fungo é capaz de sobreviver no solo junto a matéria organica ou como
uma massa compacta de hifas. Apos a produgdo de conidiéforos pelas hifas, em
plantas doentes, estes produzem os conidios, que viajam pelo ar infectando varios
outros hospedeiros. Sua germinacao é favorecida por temperaturas que ficam em
torno de 22 °C e 25 °C e umidade relativa de 90% a 100%. A colonizagao dos
tecidos é muito rapida apoés sua infiltragdo, apresentando ampla esporulagio e
originado outros ciclos da doenga, como na Figura 7.3 (TOFOLI et al., 2011).
Apresenta, inicialmente, a colorag¢ao cinza, para depois se tornar cinza-marrom
(BRAGA, 2012).

= _ W
';l' = Plantula Flor Pétalaes  Queimaduras Ferimenios nos
Conidicforo & senescentes  em folhas tecidos
conidios
Conididforos
| ofginam-se
do micélo
1. Germinacho e conidos, X i
51 ! Germinagie penetracio e Colapeo & desintegracio Apodrecimento de tecidos
dos colonizagio dos tecidos die ciulas
esclerddios
" Mofo cinzento sobre
Mictio \ tecidos infectados
i
g S
Micélio @ esclerddios
associados a planta - 1
martas e solo = i
Tombamentio £

Apodrecimenio
Podiidic P de frutos
He foyes de bulbos ooane

Fonte: Tofoli et al. (2011).

Figura 7.3  Ciclo das doencas causadas por B. cinerea

A Figura 7.4 mostra o ciclo de vida do fungo B. cinerea, especificamente
durante a infec¢ao do morango. Como ja mencionado, os conidiéforos (A)
sdo fontes de conidios (B), que viajam através do ar e podem infectar flores
e folhas de uma planta jovem de morango (C). A infec¢dao direta pode acon-
tecer durante a maturagdo ou mesmo com o fruto ja maduro (D). Depois de
completo todo seu desenvolvimento, o fungo B. cinerea hiberna em materiais
em decomposi¢ao (E) para voltar a crescer quando as condicoes lhe forem
favoraveis. Sao as hifas (F) que ddo origem aos conidiéforos (MCFEETERS;
MCFEETERS, 2012).
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Fonte: Mcfeeters e Mcfeeter (2012).

Figura 7.4 Ciclo de vida de B. cinerea durante a infecgdo de morango

Para evitar a podridao pos-colheita, utiliza-se habitualmente a pulverizacio
com fungicidas por repetidas vezes sobre as plantas de morango, desde o surgi-
mento das flores até a colheita. Porém, alguns isolados de B. cinerea expostos a
constantes aplicagoes de fungicidas no campo tém demonstrado certa resisténcia
(FELIZIANI, 2013). Em relagdo a esses fungicidas, devem-se limitar suas aplica-
¢Oes justamente para impedir o surgimento de espécies resistentes e utilizar pro-
dutos com diferentes modos de acio (TOFOLI et al., 2011). Ha de se considerar,
ainda, que o uso intensivo de fungicidas elimina a concorréncia desse patoge-
no, que seriam as leveduras, aumentando, assim, a disponibilidade de nutrientes
(MACHADO; BETIOL, 2010).

2.3 Controle biolégico em frutos

Como uma alternativa ao controle de doencas em frutos, o controle biol6-
gico pode ser realizado no periodo de desenvolvimento da cultura ou ap6s a co-
lheita. No campo, esse controle tem o intuito de evitar a infiltragio de patogenos
nos tecidos, que posteriormente, em condi¢des adequadas, poderdo se desenvol-
ver durante o armazenamento (SENHOR, 2009), como no estudo de Gouveia
(2007), que reduziu a incidéncia da doenca do mofo cinzento em morangos na
poOs-colheita com quatro diferentes tratamentos, realizados em campo, a partir
de preparacoes com Saccharomyces cerevisiae. Antoniolli et al. (2011) também
encontraram resultados positivos para o controle de podridoes pos-colheita em
framboesas com tratamentos pré-colheita utilizando Bacillus amyloliquefaciens,
Curtobacterium pusillume e Saccharomyces cerevisiae.

Ja o controle apds a colheita objetiva impedir que os patogenos em estado
latente prejudiquem a cultura, causando podridoes e novas infeccoes (SENHOR,
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2009). Platania et al. (2012) reduziram a incidéncia de Penicilium digitatum em
laranjas em até dez dias utilizando Wickerbamomyces anomalus, Wang et al.
(2010), em seu estudo sobre o controle pds-colheita de B. cinerea em tomates
cereja, mostraram que Rhodosporidium paludigenum reduziu a incidéncia da do-
enc¢a do mofo cinzento significativamente, a medida que as concentragoes das
suspensoes contendo suas células foram aumentando. Oro et al. (2014), avalia-
ram Metschnikowia pulcherrima Disva 267, Wickerbamomyces anomalus Disva
2 e S. cerevisiae Disva 599 quanto a sua atividade de controle biologico em pods-
-colheita da podridao parda em cerejas, causada principalmente por Monilinia
laxa, utilizando trés concentragoes crescentes (10%, 107 e 10 UFC/ml), onde M.
pulcherrima Disva 267 ¢ W. anomalus Disva 2 apresentaram resultados promis-
sores no controle da doenga.

Algumas caracteristicas sdo proprias da pos-colheita, e estas acabam se tor-
nando favoraveis ao desenvolvimento e aplicagio de métodos de controle bio-
l6gico com a utilizagio de micro-organismos, ja que € possivel controlar o am-
biente de armazenamento, temperatura e umidade relativa e, assim, favorecer o
micro-organismo antagonista em detrimento do agente fitopatogénico, mantendo
a conservacao do fruto (ALVES, 2007).

Pode-se utilizar um grande nimero de micro-organismos com caracteristicas
antagonicas, desde bactérias até alguns fungos, pois, devido ao fato das leveduras
estarem vinculadas a alimentos e bebidas, seu uso como controlador biolégico po-
derd ser aceito pelos consumidores. O controle a que a levedura estd associada diz
respeito a antibiose, mecanismo de competicao por espago ou nutrientes, e a “in-
troducdo de respostas de resisténcia no tecido hospedeiro” (RUSSO, 2011, p. 15).

Os fungos tém suas células envolvidas por paredes celulares rigidas que man-
tém a sua forma, fornecem prote¢do e estrutura para processos vitais, e atuam
como filtros e receptores de hormonios e toxinas (FIALHO, 2004). Elas sio com-
postas de carboidratos na forma de polissacarideos, proteinas e lipideos; por-
tanto, enzimas capazes de hidrolisar esses componentes e/ou metabdlitos toxicos
podem cumprir um papel de destaque no controle biologico (FIALHO, 2004).
A antibiose ocorre quando um micro-organismo produz substancias toxicas que
tém resultado direto sobre outro micro-organismo (PASINI, 2009). Essas subs-
tancias sao capazes de inibir o crescimento do micro-organismo patogénico e até
mesmo provocar sua morte (ALVES, 2007).

Outro mecanismo de a¢do do antagonista é a competi¢ao, onde dois ou mais
micro-organismos disputam um mesmo nutriente necessario a ambos, e um des-
ses reduz a quantidade de nutriente disponivel ao(s) outro(s) micro-organismo(s)
presente(s) no hospedeiro. Portanto, é necessario que haja escassez de um nu-
triente utilizado para que a competi¢do aconteca, ja que, do contrario, seu exces-
so acarretaria no desenvolvimento dos micro-organismos em conjunto (ALVES,



184 Tépicos em ciéncia e tecnologia de alimentos: resultados de pesquisas académicas — Volume 2

2007). H4, ainda, a competi¢ao por espago, onde a colonizac¢do rapida do fruto
pelo antagonista é crucial para o controle da doenca, assim os antagonistas devem
ter a capacidade de crescer mais rapidamente que o agente patogénico (SHARMA;
SINGH; SINGH, 2009). A atividade de biocontrole dos antagonistas aumenta de
acordo com o aumento de suas concentracgoes e o decréscimo de concentracoes de
micro-organismo patogénico nas culturas mais cultivadas (SHARMA; SINGH;
SINGH, 2009).

A resisténcia é a capacidade de um organismo se sobrepor total ou parcial-
mente a a¢do de um determinado patégeno, podendo ser da propria constituicao
do organismo, e expressa a todo o momento, ou podendo ser induzida, o que
acontece por estimulos determinados. E, € essa resisténcia induzida que parti-
cipard no controle bioldgico de um patdgeno, pois serd um micro-organismo o
responsavel pela inducao da mesma (RUSSO, 2011). Ela pode ocorrer durante “a
coloniza¢ao do hospedeiro, por moléculas eliciadoras, compostos sinalizadores
e, produgao de substancias promotoras de crescimento” (FIALHO, 2004, p. 19).

Segundo Medeiros et al. (2012), para ser considerado ideal, um antagonista
deve apresentar as seguintes caracteristicas:

estabilidade genética, eficicia em baixas concentracdes e contra uma ampla gama
de patogenos em vdrios produtos de frutas, exigéncias nutricionais simples, sobre-
vivéncia em condi¢des ambientais adversas, crescimento em substratos baratos, em
fermentadores, falta de patogenicidade para a planta hospedeira e nenhuma produ-
¢do de metabdlitos potencialmente toxicos para os seres humanos, e compatibilidade
com outros tratamentos quimicos e fisicos (MEDEIROS et al., 2012, p. 489).

2.4 Leveduras e fator killer

Leveduras sao fungos unicelulares que podem ter formas esféricas, cilindri-
cas, ovoides ou triangulares, e que necessitam de umidade menor que a maioria
das bactérias, e maior se comparadas a dos bolores. Tem uma temperatura ideal
de crescimento que varia entre 25 °C a 30 °C, sendo este favorecido pelo pH aci-
do. Sua reprodugio ocorre por brotamento ou fissdo celular (FRANCO, 2008).

A parede celular da levedura, como demonstra a Figura 7.5, é organizada
em uma camada externa, composta de manoproteinas e, uma camada interna,
formada por glucanas e quitina.

A camada externa de manoproteinas suporta as proteinas periplasmadticas e limita
a permeabilidade celular a macromoléculas, prevenindo o ataque de proteinas es-
tranhas ou a saida para o meio extracelular de compostos intracelulares. A elevada
glicosilagao das proteinas e a presenca de grupos fosfato com cargas negativas na
camada externa pode ainda contribuir para a reten¢do de dgua. Em contrapartida, na
camada interna, as glucanas entrelagadas por fibrilhas de quitina adjacente 2 mem-
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brana plasmatica mantém a rigidez e a forma celular. Sao as ligacdes covalentes e os
complexos macromoleculares formados pelas glucanas e quitina que oferecem forca
e resisténcia a levedura. Em particular, as glucanas p-(1—3) organizadas numa rede
flexivel de extensdo variada, fortalecida por multiplas ligacoes de hidrogénio, permi-
tem elasticidade, podendo a célula adaptar o seu volume em resposta as condi¢des
externas. J4 as glucanas B-(1—6) servem de dncora para a estrutura e integridade da
camada externa de manoproteinas. (BASTOS, 2013, p. 9)
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Fonte: Bastos (2013).

Figura 7.5  Parede celular da levedura S. cerevisiae

As leveduras sdo, ainda, capazes de secretar uma substancia conhecida por
toxina killer, que é de natureza proteica ou glicoproteica e de baixo peso mo-
lecular, que tém o potencial de afetar outras leveduras ou micro-organismos
sensiveis a ela (FUENTEFRIA, 2007). Esses podem ou ndo pertencer a mesma
espécie, porém a levedura é imune a propria toxina. Existem ainda, leveduras
que apresentam fator killer e sdo letais a fungos e agentes patogénicos, tais
como B. cinerea, Rhizoctonia solanii, Fusarium equiseti e Phytophthora infes-
tans (RUSSO, 2011).

Segundo Brites (2003), Bevan e Makower descreveram pela primeira vez o
fenétipo killer em 1963, e sugeriram que determinadas cepas de S. cerevisiae po-
diam ser classificadas em killer, sensivel e neutra. Células sensiveis, quando dis-
postas em um meio de cultura juntamente com células killer, em sua grande parte,
morriam. Ja as células neutras nio tinham nenhuma reagio.

185



186 Tépicos em ciéncia e tecnologia de alimentos: resultados de pesquisas académicas — Volume 2

Em geral, o mecanismo de atuacdo das leveduras killer sobre outros orga-
nismos acontece da mesma forma que em relacdo a toxina K1, produzida pela S.
cerevisiae. Ele se dd em duas etapas: o primeiro passo € a adsor¢ao da toxina killer
ao receptor da parede celular (1-6)—-B-D-glucano, que é fortemente dependente do
pH. Embora o receptor de parede de célula seja necessario para a acdo da toxina,
ele ndo parece ser o tinico componente implicado no processo. No passo seguinte,
que € dependente de energia, a toxina killer interage com um receptor na mem-
brana plasmatica, inibindo a sintese de manoproteinas e quitina, o que resulta
na permeabilidade da membrana a protons e ions de potdssio, onde a toxina age
como um ion6foro ou um protonédforo. Posteriormente, a membrana torna-se
permeavel a moléculas de massa molecular superior, tais como o ATP (MARQUI-

NA; SANTOS; PEINADO, 2002), como demonstra a Figura 7.6.

Mannoproteins
Chitin
B(1-+6)Glucans

Cell wall

Plasma
membrane

K* ATE, + MW metabolites

Fonte: Marquina, Santos e Peinado (2002).

Figura 7.6 Morte de célula mediada pela toxina killer K1 de S. cerevisiae

3 MATERIAIS E METODOS

As amostras de milho e trigo foram adquiridas em forma de doacdo por par-
te de agropecudrias e cooperativas da regido de Londrina, Parand. Os morangos
foram comprados em mercados da mesma cidade.

O fungo B. cinerea foi isolado a partir de morangos que apresentaram de-
senvolvimento da doenca do mofo cinzento. Para tanto, foram retiradas alcadas
do fungo, com al¢a de platina, de forma estéril, e inoculadas em meio agar batata
dextrose (BDA) para seu crescimento, conservagao e posterior utilizacio.

As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da Universi-
dade Tecnologica Federal do Parana — campus Londrina.
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3.1 Métodos
3.1.1 Isolamento de leveduras

Para o isolamento das leveduras, foram utilizadas amostras de trigo e milho,
previamente trituradas, onde 10 g foram diluidos em 90 ml de dgua peptonada
estéril a 0,1%, seguido de dilui¢des decimais seriadas, em tubos, até 10°. Um
volume de 0,1 ml das dilui¢des foi assepticamente pipetado e distribuido, com
o auxilio de al¢a de Drigalsky, em placas de Petri estéreis, que continham de 20
ml a 25 ml de BDA acidificado com 4cido tartarico 10%. Apds o plaqueamento,
incubaram-se a 25 °C por 120 horas para crescimento (SILVA et al., 2007). As
leveduras foram isoladas inicialmente em BDA e depois transferidas para meio
para leveduras (MPL, composto por glucose 2,0%, extrato de levedura 0,5%,
NaCl 1,0%, NaHPO, 0,3% e agar 1,8%) (COELHO, 2005).

3.1.2 Caracterizacao de fator killer
nas leveduras isoladas

Para caracterizacao do fator killer nas leveduras isoladas, uma al¢ada da
cepa sensivel cultivada em MPL foi suspensa em 3 ml de solu¢do peptonada a
0,1% e padronizada na Escala n° 1 de McFarland (3 x 107 células/ml). As cultu-
ras sensiveis (3,0 x 10° células) foram plaqueadas por profundidade em placas de
Petri contendo de 20 ml a 25 ml de agar Sabouraud adicionado de 0,03% de azul
de metileno. Apoés solidificagio do dgar, foi inoculada uma al¢ada de trés diferen-
tes leveduras teste previamente cultivadas em tubos de ensaio contendo MPL sob
forma de pequenos pontos (aproximadamente 2,0 mm de didmetro) na superficie
do meio. Ap6s incubacdo a 25 °C, foram feitas leituras, em 72 e 120 horas, para
determinacdo da presenca de fator killer, comprovada pela formacdo de zona de
inibi¢do ao redor das leveduras teste (POLONELLI et al, 1983). A levedura uti-
lizada como controle positivo para a producgio da toxina killer foi a S. cerevisiae
NCYC-738 (K+), e como linhagens padrio sensiveis foram empregadas Candida
glabrata NCYC 366 (K1), C. glabrata NCYC 388 (K8), Candida albicans 1ZA,
(K3), Pichia kluyveri CAY1S5 e S. cerevisiae NCYC 1006.

3.1.3 Antifungigrama em meio sélido
por leveduras antagonistas

Para esse procedimento, foi utilizado o método conhecido por pour plate,
onde placas de Petri contendo aproximadamente de 20 ml a 25 ml de 4gar MPL
foram inoculadas com B. cinerea a um volume correspondente ao inéculo de 10°
esporos. Apos a solidificagao do agar, procedeu-se a uma perfuracio no centro da
placa (diametro de 8 mm), com um furador de rolha de cobre, para depositar 100
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pL do cultivo de levedura teste (caldo MPL a 25 °C/24 horas). Posteriormente, as
placas de Petri foram incubadas a 25 °C e as zonas de inibi¢ao medidas nos inter-
valos de 48 horas (WALKER; MCLEOD; HODGSON, 1995; COELHO, 2005).
As leveduras teste foram padronizadas em escala de McFarland n° § (1,5 x 107
células/ml), seguida de duas diluigoes seriadas (1,5 x 10° e 1,5 x 10° células/ml).
Os indculos de cada dilui¢ao foram feitos em triplicata.

3.1.4 Identificacdo das leveduras

As leveduras que apresentaram melhores indicios de antibiose foram iden-
tificadas por meio do kit comercial Rapid™ Yeast Plus System (Remel, Lenexa,
EUA), onde as leveduras foram suspensas em meio liquido basal (KCI 0,6% e
CaCl, 0,05%), seguido de preenchimento das cipulas e incubagdo a 25 °C/4 ho-
ras. Foi analisada a alteragcdo de cor de acordo com substrato correspondente,
sendo entdo codificadas e submetidas ao sistema de identificagio computadoriza-
do (Eletronic Rapid Compendium — ERIC, Remel).

3.1.5 Antifungigrama em meio liquido
por leveduras antagonistas

Primeiramente, o extrato bruto foi preparado através de um pré-cultivo,
onde uma alcada da levedura foi transferida para um erlenmeyer contendo 25 ml
de caldo MPL e incubado a 25 °C por 24 horas. Apés esse periodo, a levedura foi
padronizada em escala n° 1 de McFarland, para entao inocular-se um volume de
100 pL (aproximadamente 3,0 x 10° células) em trés erlenmeyers contendo 50 ml
de caldo MPL. Apds 72, 96 € 120 horas a 25 °C, os cultivos foram filtrados (mem-
brana Millipore 0,20 pm) e 1,0 ml desse filtrado foi transferido para um tubo de
ensaio, onde também se adicionou um volume igual (1,0 ml) de caldo MPL. Em
seguida, foram inoculados 10° esporos do fungo teste e, para cada erlenmeyer,
foram feitos tubos em triplicata. Os tubos de ensaio foram, entido, incubados a
25 °C por 12 horas, posteriormente centrifugados (150 rpm/10 min) e analisados
em microscopio, determinando-se a porcentagem de esporos germinados. Parale-
lamente preparou-se o controle, onde inoculou-se 10’ esporos de fungo teste em
tubos de ensaio contendo 1,0 ml de caldo MPL e 1,0 ml de dgua destilada estéril
(JANISIEWICZ; TWORKOSKI; SHARER, 2000).

3.1.6 Teste de sensibilidade de B. cinerea
frente aos fungicidas sintéticos

Este experimento foi realizado utilizando-se quatro fungicidas sintéticos co-
merciais (Tabela 7.2) empregados no controle de fungos em frutos e legumes,
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formulados de acordo com as recomendacoes do fabricante, ou seja, em sua con-
centra¢cdo maxima sugerida. Cada fungicida foi misturado isoladamente ao meio
BDA acidificado, antes de se dispensar o mesmo em placas de Petri. Apods a solidi-
ficagdo, foi feito o indculo, por superficie, da suspensdo de esporos de B. cinerea
(10° esporos) e incubacio em B.O.D. a 25 °C por cinco dias. O fungicida que
apresentou melhor eficiéncia no controle do fungo teste foi submetido ao teste de
minima concentra¢ao inibitéria (C.I.M.), onde foi verificada a menor concentra-
¢do de fungicida capaz de inibir o desenvolvimento do fungo B. cinerea (LIMA
et al., 2003; LIMA et al., 2006). Formulou-se quatro concentracdes diferentes do
fungicida selecionado (Manzate® WG, Barranquilla, Colémbia, importado por
UNITED PHOSPHORUS DO BRASIL LTDA, Indian6polis-SP): 0,35% (concen-
tracao recomendada pelo fabricante), 0,175%, 0,0875% e 0,035%, correspon-
dentes, respectivamente, a 50%, 25% e 10% da concentragao inicial maxima. O
experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 7.2 Fungicidas utilizados para o teste de sensibilidade do fungo B. cinerea

Recomendaciio Concentraciio

Fungicida Composiciio de uso utilizada

Dimetyl 4-4’-(o-phenylene) bis
(3-thioallophanate) — 200 g/kg (20%

[®
Ce:;:\/opnll m/m); Tetrachloroisophthalonitrile — HZOOdg/]’OO O'|23 g(] 00
500 g/kg (50% m/m); Ingredientes fifos de.agva  mi de dgba
Inertes — 300 g/kg (30% m/m)
Manganese ethylenebis
(dithiocarbamate) (polymeric) 250 a 350
Dithane® NT  complex with zinc salt — 800 g/kg g/100 litros On;?jegg] Oc?
(80 % m/m); Ingredientes Inertes — de dgua gu
200 g/kg (20 % m/m)
Manganese ethylenebis
(dithiocarbamate) (polymeric) 250 a 350
®
Mc\;\\/z((;te complex with zinc salt — 750g/kg g/ 100 litros Onlﬂsjegé] O;)
(75%m/m); Ingredientes inertes — de dgua 9y
250g/kg (25%m/m)
Dimethyl 4,4'-(o-phenylene) bis
Mefiltiofan® (3-thicallophanate) — 700 g/I 70g/100 0,7 g/100 ml
(70% m/v); Ingredientes Inertes — litros de égua de dgua

300 g/kg (30% m/v)

Fonte: Adaptado das bulas dos respectivos fungicidas.
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3.1.7 Teste de compatibilidade com as leveduras

O fungicida selecionado no teste de sensibilidade de B. cinerea foi, entio,
analisado com relagio a compatibilidade com as leveduras. O teste verificou a
minima concentrag¢ao inibitoria (C.I.M.), ou seja, verificou-se a menor concentra-
¢do de fungicida capaz de inibir o desenvolvimento das leveduras testadas (LIMA
et al., 2003; LIMA et al., 2006). Para esse teste, utilizou-se quatro concentra-
¢oes diferentes do fungicida selecionado, a partir da recomendacdo do fabricante:
0,35% (maxima concentrac¢ao), 0,175%, 0,0875% e 0,035% (minima concen-
tragao), na presenga de 102 células de levedura teste. O experimento foi realizado
em triplicata.

3.1.8 Atividade antiféngica in vivo

Os morangos foram desinfetados por imersdo em alcool etilico a 70% durante
trinta segundos, lavados em dgua destilada estéril e transferidos para toalhas de
papel para remover o excesso de dgua na superficie do fruto. Os morangos selecio-
nados tinham, aproximadamente, 2,5 cm de largura e 4 cm de comprimento. Fo-
ram realizados cinco tratamentos que consistiram de: I) dgua destilada + B. cinerea
(controle); IT) levedura + B. cinerea; 111) fungicida (0,035%) + levedura + B. cinerea;
IV) fungicida a 0,035% + B. cinerea; e V) fungicida na concentragio recomenda
(0,35%) + B. cinerea. Para cada tratamento, foram utilizados quatro frutos.

No tratamento I, o fruto foi imerso em agua destilada estéril, seco e colocado
sobre um papel toalha tmido em um recipiente de plastico e, entdo, foi inoculada
sobre o fruto, a suspensio de esporos de B. cinerea (10° esporos), com volume
variando de 50 p a 90 p. O tratamento II consistiu da imersao do fruto, por cinco
segundos, em uma suspensdo de células da levedura selecionada, previamente
padronizada na escala de McFarland n° 0,5 (10° células/ml), em seguida, colocou-
-se 0 mesmo sobre um papel toalha umido em um recipiente de plastico, para,
entdo, receber o indculo da suspensio de esporos de B. cinerea (10° esporos).
Para o tratamento III, mergulhou-se o fruto em uma solucdo previamente prepa-
rada do fungicida Manzate WG a 0,035%, esperou-se sessenta minutos para sua
secagem e, posteriormente, fez-se a imersdo do fruto na suspensdo de células da
levedura selecionada, realizando-se os procedimentos seguintes da mesma forma
que nos tratamentos I e II. Os tratamentos IV e V consistiram na imersio do fruto
nas concentracgdes definidas de 0,035% e 0,35%, respectivamente, do fungicida
Manzate WG com posterior tempo de secagem de sessenta minutos e indculo da
suspensao de esporos de B. cinerea (10° esporos). Para cada tratamento foram uti-
lizados quatro frutos, cada fruto foi armazenado individualmente em recipientes
plasticos com tampa, previamente desinfetados com alcool etilico a 70% e incu-
bados a 25 °C em B.O.D. Apds dois, cinco e sete dias, foram analisados os frutos
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com incidéncia da doenga. O experimento foi realizado em duplicata (HUANG et
al., 2011; HUANG et al., 2012).

Segundo Lima et al. (2011), para haver um controle dos frutos deteriorados, os
mesmos foram transformados em porcentagem de eficacia (PE), como se segue: PE
= [(C-T) / C] x 100, em que C é o ntimero de frutos deteriorados no controle (dgua
+ B. cinerea) e T é o niimero de frutos deteriorados em cada um dos tratamentos (II,
I, IV e V). Foi desconsiderado o crescimento fungico nas folhas do fruto.

3.2 Tratamento dos dados

As médias dos resultados encontrados nos procedimentos foram analisadas
estatisticamente por meio de analise de variancia utilizando o teste de Tukey, pelo
programa Statistica 10.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudo realizado por Nicolau (2014), observou-se uma varia¢ao na con-
tagem total de bolores e leveduras para milho e trigo de, respectivamente, 4,0 x
102 a 1,0 x 10° UFC/g e 2,0 x 10* a 2,0 x 10° UFC/g. A partir dessa contagem,
foram isolados um total de dezoito leveduras, sendo oito culturas de amostras de
milho e dez de amostras de trigo. Neste estudo, todas as leveduras foram subme-
tidas a caracteriza¢iao de atividade killer frente as culturas sensiveis de referéncia.

A maior incidéncia de bolores e leveduras observada nas amostras de milho
pode estar relacionada com condi¢des inadequadas de armazenamento, tendo
em vista que as amostras foram obtidas de agropecudrias e cooperativas da re-
giao de Londrina. Tal fato é explicado por Dias (2012), que relata que fungos
de armazenamento podem surgir nos graos de milho mesmo antes do armazena-
mento, tendo seu desenvolvimento acelerado em condic¢des ideais de umidade e
temperatura. Segundo Botelho et al. (2013), o milho é um cereal que apresenta
maior umidade quando comparado ao trigo, sendo de 12,28 g/100 g e 11,34
g/100 g respectivamente. E, ainda, de acordo com Gasperini (2011), o milho
tem grande suscetibilidade a contaminag¢ido por fungos devido a sua composi¢ao
rica em nutrientes.

A Tabela 7.3 apresenta as leveduras caracterizadas quanto a atividade kil-
ler. Neste teste, as leveduras isoladas sio classificadas como killer quando o
indculo é cercado por uma drea onde ndo se nota nenhum crescimento das cul-
turas sensiveis e que pode ser percebido na presenca de azul de metileno (GAS-
PERINI, 2011). Em estudo realizado por Coelho et al. (2011), 44 leveduras
foram isoladas de diferentes fontes e, desse total, treze apresentaram resultado
positivo para fator killer.
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Do total de dezoito leveduras isoladas, doze (66,67%) se mostraram po-
sitivas contra ao menos uma das cepas sensiveis padrao utilizadas. A zona de
inibi¢do apresentada pelo fator killer variou de 6,0 a 28 mm (Tabela 7.3). As
leveduras Am34, T17, T19B e T24 destacaram-se das demais por terem apre-
sentado maior espectro de acdo killer, sendo selecionadas para o teste anti-B.
cinerea em meio solido.

Tabela 7.3 Determinagdo da afividade killer de leveduras isoladas de amostras de milho e trigo, frente s amostras
em leveduras sensiveis padrdo de referéncia

Levedura

Sensivel / C. glabrata C. albicans C. glabrata  S.cerevisiae P. klvyveri
(IR - NCYC 366 12A NCYC 388 NCYC 1006 CAY 15
Am17 - - - - 7.5
Am21 - - - - 9,0
Am29B 14,0* - - 11,0 -
Am31 16,0 - - - 9,0
Am34 15,0 7,0 - - 10,0
T14 - - - - 75
T17 - 20,0 14,0 28,0 -
T18 6,0 - 9,0 - 7,0
T19A - - - 8,0 11,0
T198 - 7,0 - 11,0 10,0
T19C - - - 26,0 -
124 - 20,0 6,0 24,3 -
S. cerevisiae
NCYC 12,5 11,0 - 17,0 -
738**

* Didmetro de inibicdo medido em milimetros.

** Linhagem padr&o como controle positivo contra S. cerevisiae NCYC 1006.

Como demonstra a Figura 7.7, houve inibi¢do de crescimento por antibiose
(produgao de toxina killer) e/ou competi¢ao por espago e nutrientes, o que pode
ser explicitado pelo crescimento da massa inoculada e por descoloracdo do dgar
azul de metileno. A levedura T19B, além da zona de inibicdao contra S. cerevisiae
NCYC-1006, apresentou descolora¢iao contra C. albicans 12A, ja as leveduras
T17 e T24 mostraram zona de inibi¢do e crescimento da massa inoculada contra
S. cerevisiae NCYC-1006, e a levedura Am34 apresentou descoloracdo contra C.
albicans 12A.
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Figura 7.7  Caracterizagdo de fator killer em leveduras isoladas: (A) T19B em S.cerevisiae NCYC-1006; (B) T19B C.
albicans 12A; (C) T17 em S.cerevisiae NCYC-1006; (D) T24 em S.cerevisiae NCYC-1006; (E)
Am34 em C. albicans 12A

As quatro leveduras que apresentaram melhores resultados com relagio a
producido de toxina killer foram testadas contra B. cinerea. Conforme mostrado
na Tabela 7.4, constatou-se que todas as leveduras apresentaram antagonismo
por antibiose e/ou competi¢dao por nutrientes na concentracao de 107 células/ml,
sugerindo a utiliza¢gio de um maior nimero de células para um melhor controle
fangico.

As leveduras que mostraram melhor efeito por antibiose foram a Am34
(com inibi¢do em todas as dilui¢des testadas), que também apresentou competi-
¢do por nutrientes devido ao crescimento de massa inoculada, como demonstra
a Figura 7.8, e T19B. E possivel observar na Figura 7.8, ainda, que a levedura
Am34 reduziu notadamente o crescimento micelial e desenvolvimento do fungo
no entorno de seu indéculo em comparagio com a margem da placa, onde ja
havia producio de esclerodios escuros. Oliveira et al. (2011) realizaram o teste
in vitro com 24 leveduras isoladas de morango e identificadas com fator killer
contra B. cinerea; dessas, 22 atuaram positivamente, dentre as quais quinze apre-
sentaram competi¢cdo por nutrientes e duas mostraram competi¢ao de nutrientes
e antibiose simultaneamente.

Os isolados Am34, T19B, T17 e T24 foram identificados como Candida kefyr,
S. cerevisiae, Candida rugosa e C. rugosa, respectivamente. Esses géneros de leve-
duras tém sido amplamente utilizados no controle bioldgico de doengas em frutos.
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Tabela 7.4 Antifungigrama em meio sélido

Dilviciio / Levedura Teste 10° 106 10 Controle
T17 9 - 8,5 -
T19B - - 9,5 -
T24 - - 11 -
AM34 9 14 12,5 -

* Diémetro de inibicdo medido em milimetros, apés incubagdo a 25 °C por 48 horas.

famzaa

Figura 7.8  Levedura Am34 apresentando antagonismo por antibiose e competigdo por nutrientes

Tristdo et al. (2012), em seu estudo para controle biologico pds-colheita em
abacaxis, reduziram o aparecimento de doengas empregando S. cerevisiae e Pseudo-
zyma flocculosa; Gholamnejad et al. (2009) reduziram a incidéncia de Penicillium
expansum em magas com S. cerevisiae; Antoniolli et al. (2011) constataram o po-
tencial de S. cerevisiae no controle de podridoes pos-colheita em framboesas; Ku-
pper et al. (2013) comprovaram a viabilidade do uso de S. cerevisiae para o controle
de Penicillium digitatum, onde a eficiéncia do antagonismo dependia da variedade
citrica tratada; Usall et al. (2000) controlaram significativamente a incidéncia de
P. expansum em macas, utilizando a levedura Candida sake (CPA-1) em conjunto
com atmosfera controlada; Zhang et al. (2014) identificaram uma nova espécie
de levedura, Candida pruni, que apresentou potencial de controle biolégico con-
tra Monilinia fructicola, causadora da podridao parda em péssegos; Gholamnejad;
Etebarian; Sahebani (2010) determinaram, em seu estudo, que Candida membrani-
faciens foi eficaz contra P. expansum em macas nas temperaturas de 20 °Ce 5 °C.

Para o antifungigrama em meio liquido foram selecionadas as leveduras C.
kefyr e S. cerevisiae, devido a melhor atuagao contra B. cinerea no teste anterior
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e pelo fato das cepas identificadas como C. rugosa terem apresentado menor ini-
bi¢do do fungo e dificuldade de adaptacdo ao caldo MPL. Conforme a Tabela
7.5, foram realizadas trés repeticbes com o sobrenadante obtido do cultivo de C.
kefyr e S. cerevisiae. Cada ensaio foi realizado inoculando-se o fungo no sobrena-
dante da levedura e tomando como controle apenas o in6culo do fungo em dgua
destilada estéril. O controle apresentou um grande desenvolvimento fingico, que
dificultou a contagem para determinagao da germinagio de esporos.

Pode-se observar que, no ensaio com a levedura C. kefyr, os tratamentos re-
alizados em 72 e 96 horas, ndo diferiram significativamente entre si, porém apre-
sentaram diferenca quando comparados ao ensaio de 120 horas, o que indica que
a levedura C. kefyr nao produziu a toxina killer nesse periodo, de forma a inibir a
germinagao de esporos do fungo B. cinerea. Este resultado é confirmado pelo fato
de que o tratamento de 120 horas nao diferiu significativamente de seu controle.

Para o ensaio com o sobrenadante da levedura S. cerevisiae, foram encon-
trados os mesmos resultados com relacdo aos tratamentos, onde os tratamentos
de 72 e de 96 horas nado diferiram significativamente entre si, mas diferiram do
tratamento de 120 horas. Este ultimo tratamento apresentou, ainda, diferenca
significativa quando comparado com seu controle, entdo, para a levedura S. cere-
visiae, é presumivel que a mesma produziu toxina killer, mesmo que em pequenas
quantidades, em todos os tratamentos realizados.

Neste ensaio, as duas leveduras se mostraram atuantes nos tratamentos de
72 e de 96 horas, onde se pode perceber que o menor valor encontrado para as
mesmas foi no de 96 horas, indicando que o menor valor corresponde a maior
atuagao. A Figura 7.9 exibe a porcentagem de inibi¢ao da germinagao de esporos
do fungo B. cinerea apresentando uma relacdo inversa entre inibicio e germina-
¢do de esporos, pois maior inibi¢do indica menor germinacdo, onde S. cerevisiae
apresentou inibi¢ao correspondente a 12,23% (72 horas), 11,85% (96 horas) e
4,92% (120 horas) e C. kefyr 11,48% (72 horas), 11,67% (96 horas) e 2,97%
(120 horas), respectivamente. Sugere-se aqui, devido a diferenga entre os trata-
mentos nao ter sido significativa, a utilizagio dos sobrenadantes do tratamento de
72 horas para o controle do fungo B. cinerea por motivos de ordem econdomica.

Em seu estudo, Portes (2011) realizou o controle da germinagao de esporos
e o desenvolvimento de hifas de P. expansum e Aspergillus ochraceus utilizando a
levedura killer positiva Kluyveromyces sp. (cepa PF413), isolada a partir de pol-
pas de frutas congeladas. Para cada fungo, foi sugerida a utiliza¢io dos sobrena-
dantes da levedura, de acordo com sua atuagido, para P. expansum sobrenadante
de 96 horas e para A. ochraceus 72 horas, ambos a 25 °C e com inibi¢do da ger-
minacdo de esporos acima de 80%. Este estudo se assemelha aos resultados en-
contrados aqui pelo fato de o pico de atuagio da toxina killer, das duas leveduras,
ter se encontrado no sobrenadante de 96 horas; porém, com relacdo a inibicao da
germinagdo dos esporos de B. cinerea, os valores obtidos foram muito inferiores.
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Tabela 7.5  Antifungigrama em meio liquido com sobrenadante obtido do cultivo de C. kefyr e S. cerevisiae

Incubaciio
Germinaciio de esporos (%)
Sobrenadante Sobrenadante
(horas) Controle Controle
C. kefyr S. cerevisiae

72 90,00 £ 2,16 79,67 + 7,424 83,67 + 4,52® 73,44 + 4,69
96 89,44 + 3,56°¢ 79,00 + 2,98 82,56 + 5,16 72,78 + 4,15
120 90,00 + 3,654 87,33 £ 3,26 90,22 £ 2,098 85,78 + 2,485

*Ensaio realizado em caldo MPL incubado a 25 °C/12 horas; cada valor corresponde & média + desvio pa-
drdo dos valores de nove dados para porcentagem de germinagdo de esporos (iriplicata). Letras mindsculas
iguais na mesma coluna e letras maidsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste

de Tukey (p <0,05).
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Figura 7.9  Porcentagem de inibigdio de germinaio dos esporos de S. cerevisiae (A) e C. kefyr (B). Letras iguais ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <0,05)

Para determinar a sensibilidade e/ou resisténcia do fungo B. cinerea frente
a fungicidas aplicados durante o desenvolvimento de frutos para o controle de
doengas, foram testados quatro diferentes fungicidas, preparados de acordo com
as recomendagoes dos fabricantes. Dentre estes, o que apresentou melhor resul-
tado foi o fungicida Manzate WG, pois as placas analisadas em 48 horas ndo
apresentaram desenvolvimento algum do fungo, diferentemente do que aconteceu
com os outros fungicidas. Em estudo de Angelini et al. (2013), com uvas de mesa
e morangos, foi identificado que o fungo B. cinerea é capaz de resistir a diferen-
tes niveis de fungicidas individuais e/ou, ainda, apresenta resisténcia multipla a
diferentes combinacdes de fungicidas (até seis), apresentando facil adaptagdo a
condig¢des adversas, mostrando que é um dos fungos de maior risco de resisténcia
a fungicidas.

Realizado este teste preliminar de sensibilidade do fungo, o fungicida selecio-
nado foi entdo, avaliado com relagdo a quatro diferentes concentragdes contra B.
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cinerea (0,35%, 0,175%, 0,0875% e 0,035%). O fungo apresentou sensibilidade
apenas na concentra¢do de 0,35%, porém, na concentra¢io de 0,175% houve
pouca esporulagao, como apresenta a Figura 7.10. Pode-se notar, ainda na Figura
7.10, que a medida que as concentracdes do fungicida foram diminuindo, o inver-
so com relagdo ao desenvolvimento flingico foi ocorrendo.

Em relagdo ao teste de compatibilidade do fungicida com as leveduras, ob-
servou-se que somente C. kefyr apresentou crescimento de colonias, na menor
concentracido (0,035%) do fungicida, como mostrado na Figura 7.11. Neste teste,
esperava-se o crescimento da levedura, para que, no teste iz vivo, nio ocorresse
interferéncia do fungicida.

Figura 7.10  Teste de sensibilidade, fungo B. cinerea. Da esquerda para a direita, concentragges de 0,35%, 0,175%,
0,0875% e 0,035% do fungicida Manzate WG

Figura 11 Teste de compatibilidade, levedura C. kefyr na concentragdo de 0,035% do fungicida Manzate WG

Para o experimento in vivo, foi selecionada a levedura C. kefyr, que apre-
sentou compatibilidade com o fungicida testado. As leituras foram realizadas nos
intervalos de dois, cinco e sete dias, onde foram considerados frutos deteriorados
aqueles que apresentaram crescimento fungico na superficie total do fruto. Como
se deve tomar como base o controle para o cilculo da porcentagem de eficacia
(P.E.) e ndao houve crescimento fingico em nenhum fruto em dois dias (inclusive
no controle), ndo houve resultado para as repeti¢cdes nesse periodo.
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A leitura de cinco dias mostrou uma P.E. de 0% para o controle, como mos-
tra a Figura 7.12, o que ja era esperado, pois 0 mesmo foi constituido apenas de
agua e fungo. O tratamento II, que foi composto da levedura + B. cinerea, apre-
sentou P.E. de 37,5%, uma atuacdo que pode ser considerada interessante (Figura
7.12) quando se leva em consideracdo que nao houve qualquer associa¢io com
outro mecanismo de inibi¢io do fungo. Ja para o tratamento III, acredita-se que
nio houve sinergismo entre levedura e fungicida na concentracio de 0,035%,
pois a P.E. encontrada foi de 0%, de forma que pode ter havido uma interferéncia
do fungicida na producio da toxina ou mesmo em sua atuagdo, favorecendo,
assim, o crescimento fungico. O tratamento IV apresentou uma P.E. de 25%, que
possivelmente é explicada pela perda de eficiéncia do fungicida, o qual foi apli-
cado na menor concentracdo testada inicialmente, porém, se comparado ao teste
de sensibilidade e na mesma concentragio, o fungicida teve uma pequena atuacio
quando aplicado diretamente sobre o fruto. E, finalmente, no tratamento V, onde
o fungicida foi utilizado na concentra¢iao recomendada, a P.E. obtida foi de 50%
(Figura 7.12), valor que, comparado a P.E. do tratamento II, sugere que a leve-
dura, aplicada sozinha no fruto, tem uma atuacdo relativamente parecida com
o fungicida em sua concentragao maxima, indicando que existe a possibilidade
de sua utilizagdo como controlador bioldgico do fungo B. cinerea. Com relacio
a leitura de sete dias, os morangos ja haviam atingido um grau muito grande de
deterioragao, sendo, portanto, de 0% a P.E. dos tratamentos II, III, IV e V.

{pi’

Figura 7.12  Experimento in vivo para cinco dias. Da esquerda para direita: A — Controle (dgua + B. cinerea);
B — Tratamento Il (levedura + B. cinerea) e C — Tratamento V (fungicida na concentragdo
recomendada + B. cinerea)

Os resultados encontrados neste trabalho com a levedura C. kefyr, aplicada
em morangos incubados a 25 °C por cinco dias e que apresentou uma atuagao
de 37,5%, se mostraram superiores ao trabalho de Zhang et al. (2007), que ava-
liaram a eficicia da levedura antagonista Rhodotorula glutinis na redugio do
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desenvolvimento de podridoes em morangos com armazenamento a 20 °C du-
rante trés dias ou 4 °C durante cinco dias, seguido por 20°C durante trés dias.
Para o armazenamento a 20 °C durante trés dias, o resultado indicou uma baixa
incidéncia de deterioracdo dos frutos (25%) quando comparados com o controle,
que atingiu 100% de fruta. Ja para o armazenamento a 4 °C durante cinco dias,
seguido de 20 °C durante trés dias, a deterioragao dos morangos tratados com
R. glutinis atingiu 15%, enquanto os frutos controle apresentaram 95% de inci-
déncia de podriddes. Nesse estudo concluiram, ainda, que a levedura R. glutinis
reduziu a incidéncia de B. cinerea em morangos. Huang et al. (2011), em seu
estudo, mostraram que a incidéncia e severidade da podridio de morango por
Botrytis foi reduzida por exposi¢do do fruto aos compostos organicos volateis da
levedura Candida intermedia.

A levedura C. kefyr tem como habitat natural o leite, produtos lacteos e
graos, o que esta de acordo com os resultados aqui obtidos, pois foi isolada de
milho. E uma levedura que fermenta a glicose, sacarose, lactose, galactose, porém
ndo fermenta maltose, trealose e celobiose, o que a diferencia de outras espécies
de Candida. Além disso, é capaz de crescer em temperaturas de até 45 °C (WA-
DSWORTH CENTER, 2002). Esses fatos, aliados aos resultados encontrados
neste estudo, reforcam a possibilidade da utilizacdo desta levedura em frutos,
como forma de biocontrole em temperatura ambiente.

5 CONCLUSAO

De um total de dezoito leveduras, doze (66,67 %) foram caracterizadas como
killer positivas contra ao menos uma das cepas sensiveis padrio utilizadas. Das
quatro leveduras selecionadas para o antifungigrama em meio sélido, duas (iden-
tificadas como C. kefyr Am34 e S. cerevisiae T19B) mostraram resultados satisfa-
torios contra o fungo filamentoso, com indicios de antibiose.

As duas leveduras testadas no antifungigrama em meio liquido apresentaram
pico de atuagido da toxina em 96 horas, porém com baixa porcentagem de inibi-
¢do da germinacdo de esporos. O fungo B. cinerea mostrou-se resistente a agao
dos fungicidas testados, obtendo resultado a utilizagio de apenas um fungicida
(Manzate WG) e em sua concentra¢ao maxima. Além disso, das duas leveduras
avaliadas até entdo, apenas a C. kefyr foi compativel ao fungicida. O teste in vivo
apresentou resultados promissores quanto a utilizagao da levedura C. kefyr no
controle biologico de B. cinerea em morangos, com uma porcentagem de eficién-
cia de 37,5% em cinco dias de armazenamento a 25 °C.

Sugerem-se estudos adicionais a fim de aumentar o conhecimento sobre a

levedura C. kefyr e sua utilizacao como controlador bioldgico, tanto do fungo B.
cinerea quanto de outros micro-organismos, a fim de colaborar com a diminuic¢ao
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do uso de fungicidas sintéticos. Ndao foram encontradas pesquisas de controle
bioldgico utilizando C. kefyr, portanto, acredita-se que esse pode ser o primeiro
relato do uso dessa levedura como agente de controle biologico de B. cinerea.
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