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LEVEDURAS COMO AGENTES DE CONTROLE DE Alternaria alternata EM
TOMATES NO POS-COLHEITA: MECANISMOS, RESISTENCIA A ESTRESSES E
FORMULACAO

Autor: ARIANE SILVA BOSQUEIRO
Orientador: Profa. Dra MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

O fungo Alternaria alternata causa podriddo em diversas culturas no pos-colheita,
limitando a comercializacdo e causando prejuizo a toda cadeia produtiva agricola. A
utilizacdo de agentes de controle biolégico apresenta-se como uma alternativa,
sendo as leveduras um grupo com caracteristicas que as tornam adequadas para
esse uso. Compreender os mecanismos de acao utilizados pelas leveduras, sua
resisténcia a diferentes estresses e encontrar formulagbes que garantam sua
viabilidade e uma boa atividade de controle do fungo fitopatdgeno, sao aspectos
importantes a serem esclarecidos nesse tipo de abordagem. Os objetivos do
presente trabalho foram avaliar os mecanismos de acdo das leveduras Torulaspora
globosa (linhagem 5S55) e Trichosporon asahii (linhagem 3S44) envolvidos na
atividade de controle bioldgico, a resisténcia dessas leveduras sob diferentes fontes
de estresse e sua eficiencia em formulacdes no controle do fungo Alternaria
alternata em tomate. Para isso, as duas linhagens foram testadas em relacdo aos
mecanismos de acdo: producdo de enzimas hidroliticas (quitinase e [-1,3-
glucanase), compostos organicos volateis (COVs) em teste in vivo e formacéo de
biofilme. O cultivo das linhagens foi realizado sob condi¢cdes estressantes, incluindo
diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C), estresse osmatico (0, 3, 6 e 9% de NaCl),
estresse oxidativo (0, 10, 20, 30 e 40 mM de H,0,) e resisténcia ao fungicida
Manzate WG® a base de mancozebe (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mg/mL).
Formulacdes contendo amido de milho e gelatina a 2% foram avaliadas para
aderéncia das leveduras na superficie do fruto e, posteriormente, a formulacdo com
amido foi avaliada em tomates para controle de A. alternata. Como resultado, as
linhagens apresentaram resultados apenas na produgédo da enzima [3-1,3-glucanase,
sendo que T. asahii (3S44) também apresentou atividade para a formacdo de
biofilme no teste in vitro. T. asahii (3S44) se mostrou mais resistente que T. globosa
(5S55) em todos os testes de estresse, sendo que 0 estresse oxidativo foi o que
mais afetou a viabilidade de ambas as linhagens. Além disso, nenhuma delas
conseguiu resistir & concentragdo minima de fungicida a base de mancozebe. A
formulacdo que mostrou melhores resultado na fixacdo das células na superficie do
tomate foi a com amido de milho. Quando esta foi utilizada no controle de A.
alternata, ocorreu uma inibicdo de 15,7 e 42,5% do fungo com T. globosa (5S55) e
T. asahii (3S44), respectivamente. Diante de tais resultados, & possivel afirmar que
T. asahii (linhagem 3S44) apresentou, de modo geral, melhores resultados em
relacdo a T. globosa (linhagem 5S55) e que as ambas possuem potencial para o
controle biologico.

Palavras-chave: controle biolégico, enzimas hidroliticas, producao de COVSs,
biofilme, estresses ambientais, formulacao.
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YEASTS AS Alternaria alternata CONTROL AGENTS ON TOMATOES POST-
HARVEST: MECHANISMS, RESISTANCE TO STRESSES AND FORMULATION

Author: ARIANE SILVA BOSQUEIRO
Adviser: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

The fungus Alternaria alternata causes rot in several post-harvest crops, limiting
commercialization and causing damage to the entire agricultural production chain.
The use of biological control agents has been an alternative and the yeasts have
characteristics that make them suitable for this use. Understanding the mechanisms
of action used by these yeasts, their resistance to different stresses and finding
formulations that guarantee their viability and a good control activity of
phytopathogenic fungus, are important aspects to be clarified in this type of
approach. The objectives of the present work were to evaluate the mechanisms of
action of the yeasts Torulaspora globosa (strain 5S55) and Trichosporon asabhii
(strain 3S44) involved in the biological control activity, the resistance of these yeasts
under different stress sources and their efficiency in formulations in the control
fungus Alternaria alternata in tomato. For this, the two strains were tested for the
mechanisms of action: production of hydrolytic enzymes (chitinase and [(-1,3-
glucanase), volatile organic compounds (VOCs) in vivo test and biofilm formation.
Strains culture was evaluated under stress conditions, including different
temperatures (10, 20 and 30 °C), osmotic stress (0, 3, 6 and 9% NaCl), oxidative
stress (0, 10, 20, 30 and 40 mM H,0,) and resistance to mancozeb-based fungicide
Manzate WG® (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 and 0,5 mg/mL). Formulations containing corn
starch and gelatin at 2% were evaluated for adhesion of the yeasts on the fruit
surface and, later, the formulation with starch was evaluated in tomatoes to control A.
alternata. As a result, the strains presented results only in the production of the
enzyme [-1,3-glucanase, and T. asahii (3S44), also presented activity for the
formation of biofilm in the in vitro test. T. asahii (3S44) showed to be more resistant
than T. globosa (5S55) in all tests, being that the condition that most affected the
viability of both strains was oxidative stress. In addition, none could withstood the
minimum concentration of mancozeb-based fungicide. The formulation that showed
the best result in the fixation of the cells on the tomato surface was with corn starch.
When this was used in the control of A. alternata, it showed 15,7 and 42,5% inhibition
with T. globosa (5S55) and T. asahii (3S44), respectively. In view of such results, it is
possible to state that T. asahii (strain 3S44) presented, in general, better results in
relation to T. globosa (strain 5S55) and that both have potential for biological control.

Key words: biological control, hydrolytic enzymes, VOCs production, biofilm,
environmental stresses, formulation.



INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor de tomate, com producdo de 4,4 milhdes de
toneladas em 2017, sendo a regido sudeste a maior produtora, com
aproximadamente 2 milhdes de toneladas (IBGE, 2018). Por possuirem a pele fragil,
os frutos de tomate podem ser facilmente infectados por fungos (NOSER et al.,
2011). Um exemplo é Alternaria alternata, fungo que frequentemente causa grandes
perdas poés-colheita nessa cultura e produz micotoxinas que sdo uma ameacga a
saude humana (HEISLER et al., 1980; REDDY et al., 2000).

As perdas no pos-colheita de frutas e vegetais podem representar grande
parte da producéo total quando o manuseio e as condi¢des de armazenamento n&ao
sdo 6timas, chegando a mais de 25% nos paises industrializados e mais de 50% nos
paises em desenvolvimento (NUNES, 2012). Varios estresses bidticos e abidticos
podem contribuir para o desenvolvimento de uma doenca poés-colheita, incluindo
maturagéo, colheita e lesdes mecénicas (DUKARE et al., 2018).

A aplicacdo de fungicidas sintéticos tem sido a estratégia tradicional para o
manejo dessas doencas, porém questdes de seguranca ambiental tém tornado seu
uso uma grande preocupacgédo (SHARMA; SINGH; SINGH, 2009; SUI et al., 2015).
Além disso, ha uma forte demanda dos consumidores para que os alimentos sejam
livres de produtos quimicos que possam ser potencialmente prejudiciais a saude
(LIU et al., 2013). Portanto, existe uma tendéncia global para a busca de abordagens
alternativas mais seguras e ecologicamente corretas para controlar doencas pos-

colheita (DUKARE et al.,, 2018). Entre essas estratégias, o controle biolégico



baseado no uso de micro-organismos tem sido o mais estudado (SPADARO;
DROBY, 2016). Leveduras tém se destacado como agentes de controle biolégico no
pos-colheita. Isso se deve, porque possuem alta tolerancia as condi¢cdes ambientais
estressantes antes e apos a colheita (DROBY et al., 2016). Além disso, nédo
produzem esporos alergénicos ou micotoxinas e possuem exigéncias nutricionais
simples (SPADARO; DROBY, 2016).

No geral, os micro-organismos agentes de controle biolégico possuem uma
série de atributos que frequentemente sdo utilizados em conjunto e podem ser
responsaveis pelo o sucesso no controle do desenvolvimento da doenca
(JAMALIZADEH et al., 2011). Entender esses atributos, ou seja, os mecanismos de
acao utilizados pelos agentes de controle biolégico é um pré-requisito para o
desenvolvimento e registro de produtos (DROBY et al., 2016).

Outro aspecto importante para uso do controle bioldgico € o desenvolvimento
de uma formulacdo que permita sua aplicagdo na pratica. E a partir dela que é
garantido o fornecimento bem sucedido do micro-organismo, com prolongamento do
seu prazo de validade e garantia de estabilidade e eficacia em condicbes comerciais
(KINAY; YILDS, 2008). Para ter sucesso, a formulagdo deve manter a pureza,
estabilidade genética, viabilidade celular, capacidade de colonizacdo em superficies
de frutos e os mecanismos de agdo do micro-organismo antagonista (DROBY et al.,
2009).

Para o desenvolvimento de um produto biolégico, além do conhecimento dos
diferentes mecanismos de acdo utilizados pelo micro-organismo, conhecer sua
capacidade de resisténcia a estresses ambientais também é um atributo essencial,
pois variadas condicbes em pomares e embalagens podem afetar sua viabilidade e
eficacia, incluindo variacdo de temperatura, estresse osmaotico e estresse oxidativo
(LIU et al., 2013; SUI et al., 2015).

Em trabalho anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, as leveduras T.
asahii (linhagem 3S44) (Projeto FAPESP n. 2016/02541-7 — dados n&o publicados)
e T. globosa (linhagem 5S55) apresentaram bons resultados no controle de A.
alternata e utilizaram diferentes mecanismos frente ao patdégeno, como por exemplo,
a producdo de compostos organicos volateis que inibiram o fungo em teste in vitro.
Determinar os padrfes de resisténcia dessas leveduras a diversos fatores que
podem prejudicar sua viabilidade e eficiéncia, bem como seus mecanismos de agéo,

pode contribuir para maior compreensao do seu potencial como agentes de controle



bioldgico de A. alternata. Além disso, o desenvolvimento de uma formulacao, aliada
a tais conhecimentos, contribuira para o estabelecimento de praticas sustentaveis de

controle de doencas na agricultura convencional.



OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar os mecanismos de acao de Torulaspora globosa (linhagem 5S55) e
Trichosporon asabhii (linhagem 3S44) envolvidos na atividade de controle biolégico, a
resisténcia dessas leveduras sob diferentes fontes de estresse e sua eficiéncia em

formulag®es no controle do fungo Alternaria alternata em tomate pés-colheita.

2. Objetivos especificos

o Avaliar a producdo de enzimas hidroliticas (quitinase e B-1,3-glucanase),
compostos organicos volateis (COVs) e formacéo de biofilme pelas leveduras como
mecanismos de ac¢ao no controle biologico;

o Avaliar a resisténcia das leveduras a estresses ambientais (temperatura,
estresse osmoético e estresse oxidativo);

o Avaliar a resisténcia das leveduras a diferentes concentragbes do fungicida
Manzate WG® a base de mancozebe;

o Avaliar a adesdo das leveduras na superficie de tomates, utilizando-se
formulagc6es com amido de milho e gelatina a 2%;

o Avaliar a formulagdo com melhor resultado em teste in vivo em tomates, no

controle do fungo A. alternata.



REVISAO DA LITERATURA

1. O género Alternaria

Alternaria € um género fungico ubiquo que inclui espécies saprobicas,
endofiticas e patogénicas, encontrando-se associado a uma ampla variedade de
substratos, incluindo sementes, plantas, produtos agricolas, animais, solo e
atmosfera (WOUDENBERG et al., 2013). Espécies de Alternaria que sdo patdgenas
de plantas causam grandes perdas em uma ampla gama de culturas, sendo que
varias sao importantes patdogenos no poés-colheita (THOMMA, 2003,
WOUDENBERG et al.,, 2013). Entre as espécies patdgenas estdo inclusas:
Alternaria alternata e Alternaria solani (tomate), Alternaria brassicicola (repolho),
Alternaria tenuissima e Alternaria porri (cebola), Alternaria radicina (cenoura)
(LOGRIECO; MORETTI; SOLFRIZZO, 2009). Na infeccao por Alternaria, os tecidos
vegetais enfraquecidos, devido a estresses, senescéncia ou ferimentos, sdo mais
suscetiveis do que os tecidos saudaveis (THOMMA, 2003).

A diversidade morfologica dentro de Alternaria é grande e antes da
incorporacao de técnicas moleculares, a classificacdo de suas espécies era baseada
em caracteristicas morfologicas sob condigbes de cultivo padronizadas,
principalmente quanto aos aspectos de col6nias e conidios e padrbes de ramificagdo
das cadeias conidiais (PATRIARCA, 2016).

Os conidiéforos da maioria das espécies de Alternaria produzem esporos
assexuados (conidios) medindo entre 160 e 200 um de comprimento, pigmentados e
multicelulares, produzidos em correntes ou em formas de ramificagéo,

caracterizados por serem mais largos perto da base e afunilados gradualmente até



um bico alongado (MAMGAIN; ROYCHOWDHURY; TAH, 2013). As principais
formas de transporte desses patdgenos sdo sementes infectadas com esporos ou
micélio em seu revestimento. A disseminacdo dos esporos pode ocorrer pelo vento,
agua, ferramentas e animais (MAMGAIN; ROYCHOWDHURY; TAH, 2013).

Durante os varios estagios da patogénese, alguns desses fungos podem
produzir diferentes micotoxinas toxicas para os seres humanos e animais que as
consomem (BARKAI-GOLAN; PASTER, 2008). Alternaria spp. pode produzir uma
ampla variedade de metabdlitos pertencentes a trés grupos estruturais diferentes: (i)
os derivados de dibenzopirona, sendo elas alternariol (AOH), alternariol monometil-
éter (AME) e altenueno (ALT); (ii) as altertoxinas derivadas de perileno (ATX-1 e ll) e
(i) o derivado do acido tetramico, acido tenuazbénico (AT) (POSE et al., 2010).
Nesse sentido, € importante uma identificacdo correta das espécies e o
estabelecimento do risco toxicolégico relacionado a contaminacdo de produtos
agricolas por Alternaria (LOGRIECO; MORETTI; SOLFRIZZO, 2009).

2. Alternaria alternata em tomates

A espécie Alternaria alternata € a mais comum registrada em culturas
agricolas (BARKAI-GOLAN; PASTER, 2008). E relatada como causadora de
doencas pos-colheita em diversas culturas, incluindo manga (PRUSKY et al., 2006),
macad (SARAVANAKUMAR et al., 2008), caqui (KOBILER et al., 2011), péssego
(THOMIDIS; MICHAILIDES; KARAYIANNIS, 2007), berinjela e pimentao (FALLIK et
al., 1994), tomate (REDDY et al., 2000), entre outras.

Esse fungo entra no fruto através de feridas ou aberturas naturais, onde
permanece quiescente até que o mesmo amadureca (TRONCOSO-ROJAS;
TIZNADO-HERNANDEZ, 2014). Devido a essa caracteristica, uma infeccdo pos-
colheita pode ocorrer antes, durante ou apés a colheita, incluindo o momento de
manuseio, transporte, armazenamento e condicbes de comercializacdo, ou apds a
compra pelo consumidor (COATES; JOHNSON, 1997; TRONCOSO-ROJAS;
TIZNADO-HERNANDEZ, 2014). Nesse sentido, é de grande importancia evitar que o
fruto seja ferido em qualquer momento durante ou apos seu cultivo.

Das culturas atacadas por A. alternata, o tomate (Solanum lycopersicum L.)
destaca-se como uma das hortalicas de maior importancia econémica no mundo,
produzida em pelo menos 144 paises (DOAN et al., 2016). O Brasil também tem se

destacado em sua producéo, segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of



the United Nations), em 2016 teve uma producédo de aproximadamente 4,2 milhdes
de toneladas, ficando em nono lugar no ranking mundial.

Outro problema preocupante de A. alternata além da podriddo em frutas e
vegetais € a producdo de micotoxinas. Elas vém sendo frequentemente relatadas
em tomates e seus produtos derivados (TERMINIELLO et al., 2006; OSTRY, 2008;
NOSER et al., 2011; ZHAO et al., 2015). Os principais tipos produzidos por A.
alternata sédo AT (4cido tenuazdnico), AOH (alternariol), AME (alternariol monometil-
éter) e ATX-I (altertoxinas) (BARKAI-GOLAN; PASTER, 2008; POSE et al., 2010).

Diversos fungicidas séo utilizados antes e depois da colheita como tratamento
para prevenir o desenvolvimento de A. alternata (TRONCOSO-ROJAS; TIZNADO-
HERNANDEZ, 2014). Essa costuma ser a forma mais comum de controle, porém,
atualmente tem sido dada atencdo para outros métodos mais econémicos, seguros e
menos prejudiciais a natureza (MAMGAIN; ROYCHOWDHURY; TAH, 2013).

3. Controle bioldgico

Atualmente, estratégias naturais sédo preferidas para o controle de fungos em
frutas ou vegetais, uma vez que o uso indiscriminado de fungicidas sintéticos leva ao
desenvolvimento de cepas resistentes de patdégenos, requerendo doses mais
elevadas desses produtos, com o consequente aumento de residuos toxicos nos
alimentos (PATRIARCA, 2016).

Os residuos de agrotéxicos em frutas e vegetais frescos sdo uma das
principais preocupacdes das agéncias reguladoras e dos consumidores (LIU et al.,
2013). Um estudo realizado em 2007 analisou o residuo de agrotoxicos em 724
amostras de 46 frutas e vegetais, de oito paises da América do Sul. Foi verificado
gue em 8,4% delas haviam residuos acima do limite maximo permitido, sendo que
dos 83 diferentes agrotoxicos detectados, o fungicida tiabendazol foi encontrado
com maior frequéncia (29%) (HJORTH et al., 2011). Outro estudo, realizado no
Brasil entre os anos de 2001 a 2010, com 13556 amostras de 22 culturas, mostrou
que em 48,3% delas foram encontrados residuos de agrotoxicos, sendo que 2,7%
possuiam limites acima do permitido. Além disso, quase metade das amostras
analisadas apresentaram multiplos residuos (até dez), incluindo frutos de tomate
(JARDIM; CALDAS, 2012). Sendo assim, a reducao ou eliminacdo do uso pré e poés-

colheita de fungicidas sintéticos, através do desenvolvimento de estratégias de



gerenciamento alternativas, continua sendo uma alta prioridade de pesquisa (LIU et
al., 2013).

O controle bioloégico com a utilizagdo de micro-organismos benéficos surgiu
como alternativa aos métodos convencionais de controle de perdas em pdés-colheita
(MONTESINOS et al, 2015). O gerenciamento de doencas poés-colheita
empregando agentes microbianos demonstrou ser a estratégia mais adequada para
substituir os produtos quimicos que estdo sendo proibidos ou recomendados para
uso limitado (SHARMA; SINGH; SINGH, 2009). A utilizacdo de micro-organismos
antagonistas como leveduras, fungos e bactérias é bastante promissora e vém
ganhando popularidade, pois possui um baixo impacto ambiental, quer
isoladamente, ou como parte de uma gestdo de protecdo integrada para reduzir a
aplicacdo de fungicidas sintéticos (WISNIEWSKI; WILSON, 1992; DROBY et al.,
2009; PARAFATI et al., 2015).

Um dos primeiros trabalhos reportados com o uso de micro-organismos
antagonistas utilizou isolados de Trichoderma para controle de podriddo em
morango, causada por Botrytis cinerea e Mucor mucedo (TRONSMO; DENIS, 1977).
Atualmente esse tipo de pesquisa vem aumentando e muitos trabalhos tém sido
realizados para controle de fitopatdgenos utilizando bactérias (MA et al., 2015;
WALLACE; HIRKALA; NELSON, 2017), leveduras (HU et al., 2015; LI et al., 2017) e
fungos (VALENZUELA et al., 2015; YOU et al.,, 2016) como agentes de controle
bioldgico.

As diversas pesquisas feitas para controle biologico tém estimulado atividades
comerciais para trazer produtos ao mercado. Linhagens de micro-organismos
antagonistas sao, ou foram no passado (alguns ndo sdo mais fabricados), os
ingredientes ativos de produtos biofungicidas comerciais registrados para controle
pos-colheita em varios paises, incluindo, Cryptococcus albidus (Yieldplus), Bacillus
subtilis B426 (Avogreen), Bacillus subtilis QST713 (Serenade), Metschnickowia
fructicola 277 (Shemer), Pseudomonas syringae ESC10 (Biosave), Candida
oleophila 1-182 (Aspire), Candida oleophila O (Nexy) e Aureobasidium pullulans
DSM14941 (BoniProtect) (MONTESINOS et al., 2015).

Para o desenvolvimento de um produto comercial bem-sucedido no poés-
colheita é necessario: a) aprimorar a eficacia do controle sob condigbes comerciais;
b) desenvolver métodos econdmicos de formulacdo; ¢) manter a viabilidade celular e

eficacia do controle no produto; d) identificar antagonistas que exibam atividade



contra véarios patdgenos diferentes; e) compreender como o meio ambiente afeta as
interacdes entre o hospedeiro, o patdgeno e o agente de biocontrole (LIU et al.,
2013). Essas etapas ilustram o longo caminho necessario para se chegar a uma

formulacdo comercial de um micro-organismo antagonista.

4. Leveduras no controle biolégico em pos-colheita

Entre os micro-organismos usados como agente de controle biolégico contra
fitopatdgenos pos-colheita, um numero relativamente alto de leveduras tem sido
relatado, isto se deve a sua caracteristica de tolerar condicfes ambientais extremas,
que as tornam efetivas em produtos agricolas frescos (SPADARO; DROBY, 2016).

Leveduras que estdo naturalmente presentes em superficies de frutos
representam a maioria das utilizadas para manejar doencas poés-colheita. No
entanto, os antagonistas também tém sido isolados de outras fontes, como filosfera,
raizes, solo e agua do mar (LIU et al., 2013). Debaryomyces hansenii e
Aureobasidium pullulans, ambas isoladas da superficie de liméo, tiveram efetiva
atividade antagonista contra podriddo de Penicillium digitatum e Penicillium italicum
em citros (WILSON; CHALUTZ, 1989). Rhodosporidium paludigenum, isolada do
mar da China, apresentou atividade potencial de biocontrole contra Alternaria
alternata em tomate cereja (WANG et al., 2008). Kloeckera apiculata (linhagem 34-
9), isolada de raizes citricas, foi relatada como efetiva no controle de Penicillium
italicum e Botrytis cinerea em citros e em uvas, respectivamente (LONG; WU,
DENG, 2005). Rhodotorula glutinis (linhagem Y-44), isolada de folhas de tomate, foi
relatada no controle do fungo B. cinerea em folhas e frutos de tomate
(KALOGIANNIS et al., 2006).

Uma vantagem de se usar leveduras para controle biolégico é que elas sdo
tolerantes a condicdes ambientais extremas que prevalecem antes e depois da
colheita, como por exemplo, ampla faixa de umidade relativa, flutuacdes de pH,
baixas e altas temperaturas, dessecacao, baixos niveis de oxigénio, radiacdo UV,
além de serem tolerantes ao microambiente de frutas (alta concentracdo de acucar,
alta pressdo osmoética e baixo pH) (SPADARO; DROBY, 2016). Além disso, nao
produzem esporos alergénicos ou micotoxinas (DRUVEFORS et al., 2002) e
possuem uma forte capacidade de competir com outros micro-organismos para a
colonizacéo de nichos (MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015).
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No controle de doencas poés-colheita, leveduras podem usar diferentes
mecanismos de acdo, como por exemplo, competicdo por nutrientes (ZHANG et al.,
2011), inducéo de resisténcia nos hospedeiros (DROBY et al., 2002), secrecéo de
enzimas hidroliticas que degradam a parede celular do fungo (BAR-SHIMON et al.,
2004), formacao de biofilme (GIOBBE et al.,, 2007) e producdo de compostos
volateis (HUANG et al.,, 2011). A competicdo por nutrientes (por exemplo,
carboidratos, nitrogénio, oxigénio) e espaco tem sido considerada o principal modo
de acdo de leveduras antagonistas contra patdgenos fungicos pos-colheita
(SPADARO; DROBY, 2016).

5. Producéo de enzimas hidroliticas

A parede celular atua como uma barreira inicial que esta em contato com
ambientes hostis encontrados pelo fungo e, quando removida ou enfraquecida, pode
causar a morte desse micro-organismo (LATGE, 2007). Essa funcdo protetora da
parede é devido a composicado de sua estrutura que contém polissacarideos, como
quitina e glucano, em associacdo com proteinas, que fornecem integridade e
resisténcia mecanica aos fungos (DUKARE et al., 2018). A quitina se apresenta
disposta em camadas ordenadas regularmente e o (-1,3-glucano, principal tipo de
glucano encontrado na parede como material de preenchimento, € disposto de
maneira amorfa (SPADARO; DROBY, 2016).

A rigidez da parede celular protege as hifas fungicas e é considerada a
principal barreira contra a lise microbiana (MASIH; PAUL, 2002). Por esse motivo, a
parede celular tem sido considerada um alvo para agentes antifingicos, devido a
sua importancia para a sobrevivéncia do fungo (BOWMAN; FREE, 2006). Para que
sua decomposicao ocorra sao necessarias diferentes enzimas, especialmente 3-1,3-
glucanase e quitinase, mas também proteases, que estdo direta ou indiretamente
envolvidas no mecanismo de leveduras no controle de patégenos pos-colheita
(SPADARO; DROBY, 2016).

A quitina € um biopolimero sintetizado por varios organismos vivos, sendo
considerado o mais abundante depois da celulose (RINAUDO, 2006). Além da
composi¢cdo em paredes fungicas, pode ser encontrado em insetos, invertebrados
marinhos e algas, o que faz dela um recurso renovavel (PATIL; GHORMADE;
DESHPANDE, 2000). E um homopolimero linear, insollvel, composto de

subunidades do acucar N-acetilglucosamina unidas por ligacdes glicosidicas do tipo
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B-1,4 (SPADARO; DROBY, 2016), sendo tipicamente menos abundante do que as
porcBes de glicoproteina ou glucano da parede celular (BOWMAN; FREE, 2006).
Sua hidrdlise ocorre por meio das enzimas quitinases que quebram a ligacéo
glicosidica B-1,4 de N-acetilglucosamina presente na sua estrutura, produzindo
mono e oligdbmeros (STOYKOV; PAVLOV; KRASTANOV, 2015).

A parede celular fungica também possui glucano em sua composic¢ao, sendo
seu principal polissacarideo estrutural, constituindo aproximadamente 50-60% de
seu peso seco (SPADARO; DROBY, 2016; BOWMAN; FREE, 2006). O glucano é
composto de residuos repetidos de glicose que sdo conectados em cadeias através
de uma variedade de ligacbes quimicas (BOWMAN; FREE, 2006). Dentro desse
grupo, o B-1,3-glucano é o principal constituinte estrutural, onde outros componentes
da parede celular sdo covalentemente ligados, fornecendo a parede celular
integridade mecanica e forga (SPADARO; DROBY, 2016).

As glucanases podem hidrolisar os glucanos por dois mecanismos possiveis:
(1) exo-B-1,3-glucanase que hidrolisa os B-glucanos clivando sequencialmente os
residuos de glicose da extremidade nao redutora, e (2) endo-B-1,3-glucanase que
cliva as ligacdes B em locais aleatdrios ao longo da cadeia polissacaridica, liberando
oligossacarideos menores e glicose (SPADARO; DROBY, 2016).

Ha diversos trabalhos que relatam a producdo das enzimas quitinase e B-1,3-
glucanase por antagonistas microbianos como, por exemplo, o realizado por Lopes
et al. (2015), que avaliou seis isolados da levedura Saccharomyces cerevisiae para
controle de Colletotrichum acutatum em citros pré-colheita, e concluiu que a
producdo dessas enzimas pelas leveduras pode ser um dos mecanismos utilizados
no controle do fungo. Zhang et al. (2011) também constataram que a producéo de
tais enzimas é um dos possiveis mecanismos de acao utilizado pela levedura Pichia

guilliermondii para controle de Botrytis cinerea em macas.

6. Producdo de compostos organicos volateis (COVs)

Os compostos organicos volateis (COVs) possuem baixo peso molecular e
podem vaporizar e entrar na fase gasosa em temperaturas e pressdes atmosféricas
normais (HUNG; LEE; BENNETT, 2015). Aléem das plantas, micro-organismos
também podem produzi-los como parte de seu metabolismo (MARI; BAUTISTA-
BANOS; SIVAKUMAR, 2016). Entre esses micro-organismos se encontram o0s
fungos, que sao capazes de produzir COVs antifungicos com potencial de serem
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usados como biofumigantes e agentes de biocontrole de doencas pdés-colheita
(SPADARO; DROBY, 2016).

COVs produzidos por micro-organismos com acao antimicrobiana tém sido
introduzidos como uma boa alternativa de controle biolégico, por ndo terem contato
com o alimento, tendo como consequéncia menos manipulacdo das mercadorias
(NUNES, 2012). Ha diversos trabalhos na literatura que relatam a producdo desses
compostos por leveduras no controle de fungos fitopatbgenos em culturas pos-
colheita. Um exemplo, é o trabalho realizado por Huang et al. (2011), em que
morangos apresentaram diminuicdo da incidéncia e severidade de podriddo causada
por Botrytis cinerea, pela exposicdo aos compostos volateis produzidos pela
levedura Candida intermedia. O trabalho realizado por Arrarte et al. (2017) também
apresentou bons resultados com os COVs produzidos pela levedura Candida sake
no controle de Penicillium expansum em macas.

Nos fungos, o nimero e a quantidade de COVs produzidos por uma espécie
variam. Esta mistura de fase gasosa pode conter &cidos, alcoois, aldeidos,
aromaticos, ésteres, heterociclos, cetonas, terpenos, tidis, etc., variando com a
temperatura, substrato e condicdes ambientais (HUNG; LEE; BENNETT, 2015). No
trabalho de Fialho et al. (2010), o efeito inibitério da levedura Saccharomyces
cerevisiae no desenvolvimento de Guignardia citricarpa, causador da mancha preta
em citros, foi devido a producdo de uma mistura com diferentes COVs, sendo eles,
3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, &lcool feniletilico, pertencentes ao grupo dos
alcoois e octanoato de etila e acetato de etila, pertencentes ao grupo dos ésteres.
Ja Bruce et al. (2003), mostraram em seu trabalho a importancia do substrato na
producdo de COVs. As leveduras Williopsis mrakii (Y500), Saccharomyces
cerevisiae (Y1001) e Debaryomyces sp. (Y1036) apresentaram melhor inibicdo dos
fungos Ophiostoma piliferum, Sclerophoma pithyophila, Ophiostoma piceae,
Aureobasidium pullulans e Botrydiplodium theobromae que atacam madeira,
guando foram cultivadas em meio agar triptona de soja 3%, comparado com meio
malte 2% ou meio agar pobre em nutriente com a relacdo carbono:nitrogénio
semelhante & madeira.

Os micro-organismos que produzem COVS tém potencial para serem usados
diretamente na biofumigacdo ou para o uso de seus ativos de forma independente,
representando uma abordagem alternativa para o controle de doencas pos-colheita,

especialmente em mercadorias que serdo armazenadas em contéineres fechados
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(ARRARTE et al.,, 2017). A integracdo de uma ou mais estratégias diferentes para
atingir niveis maiores no controle de doencas e a inclusdo de compostos organicos
volateis derivados de micro-organismos podem contribuir para o sucesso do
tratamento de doencas pdés-colheita (MARI; BAUTISTA-BANOS; SIVAKUMAR,
2016).

7. Producéo de biofilme

Biofilmes podem ser definidos como comunidades de micro-organismos que
estdo ligados a uma superficie e encapsulados em uma matriz polimérica
(OTOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; PETROVA; SAUER, 2016). Os micro-
organismos tendem a formar tais matrizes quando estdo aderidos em superficies
(MATTILA-SANDHOLM; WIRTANEN, 1992). A formacdo de biofilme permite que
eles sobrevivam em ambientes hostis, com fisiologia e comportamento
significativamente diferentes de suas formas planctnicas (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010).

Além de ser responsavel pela adesao, a matriz € um material extracelular que
também é responsavel pela coesédo no biofilme, consistindo na conglomeracédo de
diferentes tipos de biopolimeros conhecidos como substéncias poliméricas
extracelulares (SPE). As SPE imobilizam as células do biofilme e as mantém em
estreita proximidade, permitindo assim intera¢des intensas, incluindo a comunicacao
célula-célula e a formacdo de micro consorcios sinérgicos (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010).

No caso das leveduras, a adesédo é conferida por proteinas especializadas na
superficie celular, chamadas "adesinas" ou "floculinas", que se ligam a aminoacidos
especificos ou residuos de acucar na superficie de outras células ou promovem a
ligacdo a superficies abioticas (VERSTREPEN; KLIS, 2006). A atividade de controle
de fungos pés-colheita por leveduras pode apresentar melhor resultado quando as

mesmas se encontram na forma de biofilme (CHI et al., 2015).

8. Resisténcia a estresses ambientais

A capacidade de leveduras para o controle de patdogenos fungicos esta
grandemente relacionada a sua viabilidade (CHEN et al., 2015). Porém, quando séo
utiizadas para manejar doencgas poés-colheita encontram uma variedade de

condicdes estressantes, incluindo temperaturas extremas, baixa umidade, estresse
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oxidativo, falta de nutrientes e pH adverso, que podem afetar sua eficacia (LIU et al.,
2013). A baixa tolerancia a condigbes ambientais flutuantes reflete em dificuldades
para o desenvolvimento de um produto formulado estavel (PALAZZINI et al., 2009).
Dessa forma, resistir a esses estresses ambientais € de grande importancia para
gque uma levedura antagonista possa ter sucesso em sua atividade de controle
biolégico.

O estresse pelo frio € uma adversidade comum, a qual leveduras usadas para
gerenciar doencas pos-colheita sdo expostas (HU et al., 2015). Tais condi¢cdes sao
frequentemente enfrentadas quando legumes e frutas sdo armazenados em
camaras frigorificas, com o objetivo de prolongar a sua vida comercial (SUI et al.,
2015).

As hortalicas, por exemplo, apresentam uma menor vida util quando estao
sob temperaturas mais elevadas, uma vez que ocorre um aumento na velocidade de
suas reacdes bioquimicas e o aceleramento na reproducdo e desenvolvimento de
micro-organismos, gerando uma deterioracdo maior do que quando estdo sob
armazenamento refrigerado, o que ressalta a necessidade dessa pratica (LUENGO
et al., 2007). No caso do tomate, as temperaturas ideais para seu armazenamento
estdo em torno de 13 °C para frutos verdes, 10 °C os parcialmente maduros e 8 °C
para os maduros (BRACKMANN et al., 2007).

A capacidade de colonizar e se desenvolver em um hospedeiro sob baixas
temperaturas € uma caracteristica importante em leveduras que serdo utilizadas
para controle biol6égico em pdés-colheita. Testes sdo necessarios para avaliar sua
tolerancia a tais condi¢ces. Um exemplo de trabalho nesse sentido é o realizado por
Spadaro et al. (2013). Os autores avaliaram a eficacia de trés leveduras antagbnicas
contra Penicillium expansum em magas armazenadas a baixas temperaturas (1 £ 1
°C) e observaram que mesmo sob tal condicdo de estresse, elas conseguiram
manter sua atividade de controle, reduzindo significativamente o diametro da leséao
do fungo, sendo que uma das linhagens apresentou desempenho similar a acado dos
fungicidas imazalil e pirimetanil. Além desse, é possivel encontrar outros trabalhos
gue realizaram testes similares (ROBIGLIO et al., 2011; LUTZ et al., 2013).

Outro tipo de estresse que micro-organismos antagonistas podem estar
sujeitos quando aplicados no pés-colheita é o estresse osmatico, caracterizado pela
baixa atividade de agua (aw). O nivel de estresse hidrico encontrado por micro-

organismos em ambientes naturais € um parametro fisico importante que influencia
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em sua capacidade de crescimento e de competir com sucesso por um determinado
habitat (PALAZZINI et al., 2009). Assim, 0 uso de antagonistas microbianos com
maior tolerdncia ao estresse osmaotico € importante para manter a viabilidade
necessaria para a atividade de controle (IPPOLITO et al., 2005). Testes para avaliar
a resisténcia de leveduras a situacdes de estresse osmoético vém sendo realizados
em diversos trabalhos de controle biolégico pds-colheita (ABADIAS et al., 2000;
FREDLUND et al., 2002; WANG et al., 2010).

Um terceiro tipo de estresse a que leveduras antagonistas estao sujeitas € o
oxidativo, que constitui um dos maiores desafios para a atividade destas no controle
de doencas pré e pos-colheita (ZHANG et al., 2017). Ele esta intimamente associado
a um aumento no nivel de EROs (espécies reativas de oxigénio), como o peroxido
de hidrogénio (H,O,) e anions superéxido (O,") que tém efeitos negativos sobre as
células e tecidos (CASTORIA et al., 2003; CHEN et al., 2015).

Normalmente, os niveis de EROS no interior da célula sdo mantidos baixos
por mecanismos de protecdo que usam isoenzimas compartimentadas de catalase,
superéxido dismutase ou peroxidase. Em alguns casos, especialmente sob
condicdes de estresse, essa acdo protetora € anulada pela explosdo oxidativa,
caracterizada pela producdo rapida e transitéria de altos niveis de EROs
(BOLWELL; WOJTASZEK, 1997). Um exemplo € a producdo desses compostos em
plantas como resposta inicial a micro-organismos patogénicos e nao patogénicos
(MACARISIN et al., 2010; SPADARO; DROBY, 2016). Assim, além dos patégenos,
as leveduras antagonicas também podem agir como um indutor de EROs no tecido
do hospedeiro (ZHANG et al., 2017). Além do ataque por micro-organismos, feridas
no tecido vegetal também estdo associadas com aumento da atividade de espécies
reativas de oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e anion superdéxido (O,")
(CASTORIA et al., 2003).

Diversos trabalhos tém sido realizados para verificar a influéncia do estresse
oxidativo na atividade de biocontrole de leveduras com potencial de atuacdo no
controle de doencas pos-colheita (LIU et al., 2012; CHEN et al., 2015; ZHANG et al.,
2017). Castoria et al. (2003) investigaram a relacdo entre a eficiéncia de leveduras
antagonicas como agentes de controle biolégico pos-colheita e a resisténcia ao
estresse oxidativo e sugeriram que a capacidade de uma levedura tolerar os altos
niveis de EROs, produzidas em macieiras em resposta a ferimentos, pode ser uma

caracteristica essencial de um agente de controle bioldgico eficaz.



16

9. Resisténcia a fungicidas

Nem sempre leveduras antagonistas serdo utilizadas de forma exclusiva no
controle do fungo, tendo muitas vezes que interagir com fungicidas que também
poderdo ser aplicados de forma complementar no controle de podridées. Assim, o
uso comercial bem-sucedido de agentes de biocontrole depende de sua
compatibilidade com préticas de pos-colheita, sendo o uso de fungicidas uma delas
(QIN; TIAN, 2004). Para essa situacdo é importante que 0s antagonistas apresentem
resisténcia aos fungicidas utilizados para que consigam manter sua viabilidade e
atividade de controle.

Trabalhos tém relatado a resisténcia de leveduras agentes de controle
bioldgico a fungicidas, como, por exemplo, o realizado por Perez et al. (2017). Os
autores relataram que as linhagens de leveduras Clavispora lusitaniae (linhagem
146) e Pichia fermentans (linhagem 27) apresentaram resisténcia aos fungicidas
imazalil e tiabendazol. Como conclusdo, sugeriram que estas podem ser utilizadas
em combinag&o com os fungicidas no controle de Penicillium digitatum em lim&o, o
gue possibilitaria uma reducéo nas doses dos mesmos e nos impactos no ambiente
e na saude humana.

Micro-organismos  sozinhos nem sempre fornecem um controle
comercialmente aceitavel de podridées em frutas, porém sua atividade pode ser
aumentada pela integracdo do controle biolégico com outros métodos, como 0 uso
de baixas doses de fungicidas (QIN; TIAN, 2004). Um argumento para 0 uso em
conjunto de fungicidas em baixas concentracdes (isto é, 10% da taxa rotulada ou
mMenos) e micro-organismos antagonistas, é que o controle da doenca, semelhante
aguele obtido pela acdo do fungicida sozinho, pode ser obtido com uma reducao
significativa no uso do mesmo, gerando menores niveis de residuos e menor
impacto sobre o meio ambiente (BUCK, 2004). Alguns trabalhos mostraram bons
resultados no uso de leveduras antagonistas combinadas com fungicidas, na maioria
das vezes com controle da podriddo superior ao uso destes dois métodos
isoladamente (CHAND-GOYAL; SPOTTS, 1996; BUCK, 2004).

10. Formulagdes para micro-organismos agentes de controle biologico
Em geral, a implementacdo no mercado de produtos de controle biolégico
pos-colheita tem sido limitada devido a varios fatores, entre eles, o desempenho

inconsistente destes sob condigdes comerciais (DROBY et al., 2016). O sucesso de
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um produto para controle biolégico é obtido quando este funciona efetivamente em
tais condicOes, apresentando controle consistente da doenca alvo (DROBY et al.,
2009).

As formulac¢des podem influenciar a sobrevivéncia e atividade de agentes de
controle biolégico em superficies de frutas e em feridas (JANISIEWICZ; KORSTEN,
2002). Geralmente, um produto formulado consiste em um micro-organismo
antagbnico (o ingrediente ativo), um material inerte que serve como veiculo e
adjuvantes, como nutrientes e/ou compostos que aumentam a sobrevivéncia das
células antagonistas ou ajudam a protegé-las de estresses encontrados no meio
ambiente (baixas e altas temperaturas, dessecacdo, estresse osmatico, radiacdo
UV) (DROBY et al., 2016).

Diversas estratégias tém sido empregadas para melhorar o comportamento
dos agentes de controle biolégico em condi¢des préaticas. Uma das alternativas € a
incorporacao de agentes ativos, como por exemplo, micro-organismos antagonistas
em revestimentos comestiveis (FLORES-LOPEZ et al., 2016). Os revestimentos
comestiveis podem ser definidos como uma fina camada de material que cobre a
superficie do alimento e pode ser consumido como parte do produto (VARGAS et al.,
2008). Esses revestimentos podem atuar como protetores durante as fases de
preparacdo, conservacdo e aplicacdo de produtos a base de micro-organismos,
mantendo a viabilidade destes e promovendo sua eficacia no controle biologico
(MARIN et al., 2016).

A maioria dos revestimentos comestiveis tem como componentes
polissacarideos e proteinas (VARGAS et al., 2008; FLORES-LOPEZ et al., 2016). Os
principais polissacarideos que podem ser incluidos nas formulagcdes de
revestimentos comestiveis sdo amidos e seus derivados, derivados de celulose,
alginato, carragenina, quitosana, pectina e varias gomas (VARGAS et al., 2008). No
caso das proteinas, podem ser utilizadas aquelas de origem animal, como a
caseina, proteina do soro de leite, colageno, gelatina e queratina, e as de origem
vegetal, como a proteina de soja, o glaten de trigo, a proteina de amendoim, a zeina
de milho e a proteina da semente de algod&o (DHALL, 2013; FLORES-LOPEZ et al.,
2016).

O aumento da eficacia de agentes de controle biolégico aplicados em
combinacdo com revestimentos comestiveis foi relatado em trabalhos que utilizaram
leveduras (EL-GHAOUTH et al., 2000; MARIN et al., 2016; KHARCHOUFI et al.,
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2018). Assim, uma formulacdo constituida pela combinagdo de micro-organismos
com atividade antagonista e revestimentos comestiveis pode ser uma boa estratégia
para a preservacao das culturas, uma vez que contribui para a atividade do micro-
organismo, permitindo sua sobrevivéncia e fixacdo na superficie do fruto ou vegetal
(MARIN et al., 2016).
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CAPITULO 1. Mecanismos de ac&o utilizados por Torulaspora globosa e
Trichosporon asahii no controle de Alternaria alternata

1. Resumo

Entender as estratégias que micro-organismos agentes de controle biolégico utilizam
no controle do fungo patégeno € de grande importancia para a formulacdo de um
produto. Um antagonista pode utilizar diversos mecanismos em conjunto para sua
atividade de controle. O objetivo deste trabalho foi identificar os possiveis
mecanismos de acdo das leveduras Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon
asahii (3S44) em sua atuacdo como agentes de controle biolégico de Alternaria
alternata. As duas linhagens foram avaliadas para a producdo de enzimas
hidroliticas, sendo elas quitinase e B-1,3-glucanase, producdo de compostos
organicos volateis (COVs) com ac¢do no controle de A. alternata em teste in vivo e
producado de biofilme. Como resultado, as duas linhagens néo produziram quitinase,
mas apresentaram atividade positiva para [-1,3-glucanase, alcancando uma
producdo de 0,31 e 0,48 g de glicose/g de peso seco da levedura, para 5S55 e
3S44, respectivamente. Em relacdo a producdo de COVs, as leveduras néao
mostraram nenhuma atividade de inibicio de A. alternata, nao diferindo
estatisticamente do grupo controle em relagcéo ao diametro da podriddo. Embora n&o
tenham apresentado controle no diametro, o tratamento com as leveduras mostrou
menor desenvolvimento de micélio na podriddo. Em relagdo ao biofilme, somente
3S44 apresentou producédo. Diante dos resultados, é possivel afirmar que ambas as

leveduras foram capazes de produzir $-1,3-glucanase, e T. asahii (3S44) também foi
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capaz de formar biofilme, mecanismos de agdo que podem contribuir no controle de

A. alternata.

2. Introducéao

Agentes de controle bioldégico podem agir por meio de diferentes estratégias
de antagonismo, dependendo do patdgeno, do hospedeiro e do ambiente (DI
FRANCESCO; MARTINI; MARI, 2016), podendo utilizar mais de um mecanismo
para o controle do fitopatogeno (JAMALIZADEH et al., 2011). Uma boa
compreensdao dos mecanismos de acdo utilizados por esses agentes é essencial
para desenvolvimento de formulagcbes e métodos de aplicacdo (SPADARO;
GULINO, 2004), além de contribuir também no desenvolvimento de procedimentos
adicionais para melhores resultados ou na selecao de linhagens mais desejaveis e
eficazes (SHARMA; SINGH; SINGH, 2009).

O parasitismo € um dos possiveis mecanismos utilizados na atividade de
biocontrole e compreende a habilidade do micro-organismo antagonico de se ligar
com as hifas de patdgenos fungicos para produzir enzimas extracelulares liticas de
parede celular (DUKARE et al., 2018). A parede celular fungica é constituida por
glicoproteinas e polissacarideos, principalmente glucano e quitina, que séao
amplamente interligados para formar uma rede complexa, constituindo a base
estrutural da mesma (BOWMAN; FREE, 2006). Assim, para a quebra dessa
estrutura sdo necessarias diferentes enzimas, especialmente (-1,3-glucanases e
quitinases (ZHANG et al., 2011). A degradacao enziméatica de hifas de patégenos
fungicos resulta em deformidades celulares, incluindo danos citolégicos, lise e
distorcdo em micélios, permeabilidade alterada da membrana celular e vazamento
de conteudo citoplasmatico (DUKARE et al., 2018). Ha diversos trabalhos que
relatam que a producdo dessas enzimas por leveduras pode ser um dos possiveis
mecanismos de acdo usados no controle de fungos fitopatégenos (CASTORIA et al.,
1997; LOPES et al., 2015; FERRAZ et al., 2016).

A producao de biofilme € outro tipo de mecanismo que pode ser usado pelo
antagonista microbiano em sua atividade de biocontrole. Sua produgéo envolve um
processo no qual os micro-organismos formam uma comunidade embebida em uma
matriz complexa, o que lhes permite aumentar a resisténcia a estresses e melhorar a

adesdo em superficies (VERO et al.,, 2013). Sua estrutura forma uma barreira
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mecanica entre a superficie da ferida ou do fruto e o patdgeno, que protege o
hospedeiro (DI FRANCESCO; MARTINI; MARI, 2016).

Antagonistas microbianos também podem produzir uma ampla gama de
substancias antifingicas, que podem ser volateis ou solaveis em agua
(JAMALIZADEH et al.,, 2011). As de natureza volatil podem ser potencialmente
empregadas com sucesso como tratamentos gasosos no controle de fungos
fitopatogénicos em um processo definido como "biofumigacdo” (MARI; BAUTISTA-
BANOS; SIVAKUMAR, 2016). Os COVs (compostos organicos volateis), como sdo
conhecidos, sdo caracterizados por possuirem baixo peso molecular, alta pressao
de vapor e baixa solubilidade em &agua e sua producdo pode ser um dos
mecanismos utilizados por micro-organismos agentes de controle biolégico
(JAMALIZADEH et al., 2011).

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar os possiveis
mecanismos de acdo das leveduras Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon
asahii (3S44) em sua atuacdo como agentes de controle bioldgico de Alternaria
alternata.

3. Materiais e Métodos

3.1. Micro-organismos

Foram avaliados 2 isolados de levedura identificados como Trichosporon
asahii (linhagem 3S44) e Torulaspora globosa (linhagem 5S55), obtidos de rizosfera
de milho e de cana-de-acUcar (variedade RB867515), respectivamente, em area do
Centro de Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal de Sao Carlos campus
Araras-SP (latitude: 22° 21’ 25” S e longitude: 47° 23’ 03” W, altitude de 629 m).
Essas linhagens foram selecionadas, dentre mais de 300 isolados, como eficientes
no controle de fungos, incluindo Alternaria alternata, em ensaios preliminares in vitro
(dados néo publicados). Foram identificadas por meio de sequenciamento da regiao
D1/D2 - 28S do DNA com o wuso dos primers NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’). As linhagens foram mantidas em meio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose;
composicdo: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose; 2% agar) em tubo de
ensaio com meio inclinado com glicerol 0,5 % para sua conservacéo até o inicio dos

testes.
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O fungo Alternaria alternata foi isolado de lesdes na superficie de tomates
com sintomas de podriddo e, posteriormente, testado em relacdo a sua
patogenicidade através da inoculacdo de esporos em tomates saudaveis. Foi
mantido em BDA (Batata Dextrose Agar; 39g/L de meio comercial). Os esporos
utilizados nos experimentos foram removidos de culturas em fase de esporulagao,
apos 14 dias de cultivo. A remocéo foi realizada com a raspagem dos esporos com
alca de platina estéril, e estes foram suspensos em solucdo de agua destilada com
0,05% (v/v) Tween 20, de acordo com Zhao et al. (2008), com modificacbes. O

ajuste de concentracao foi realizado em camera de Neubauer a 1x10° esporos/mL.

3.2. Tomates para teste de producao de COVs

Os tomates (Solanum lycopersicum L.) utilizados nos ensaios foram obtidos
de uma producdo organica no municipio de Cordeirépolis/SP apresentando
maturidade comercial com tamanhos uniformes e livres de lesGes e podriddes. Para
o experimento, foram desinfetados com solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5% e
alcool 70%, sendo posteriormente lavados com agua destilada estéril. Apds
desinfeccdo, foram artificialmente feridos (3 mm de didmetro e 3 mm de
profundidade), sendo removida a porcéo de tecido.

3.3.Producéo de enzimas hidroliticas

3.3.1. Quitinase

A quitina coloidal foi utilizada como substrato nesse ensaio e foi preparada de
acordo com Liu et al. (2014). A atividade de quitinase foi determinada pela medicao
da liberacdo N-acetilglucosamina utilizando o método de ADNS de acordo com Nally
et al. (2015). As leveduras foram inoculadas (100 pL a 1x10® células/mL) em tubo
falcons de 50 mL contendo 15 mL de YNB — (Yeast nitrogen base - 6,7 g/L), tampéao
de acetato de sédio 0,1 M em pH 5,5 adicionado de quitina coloidal (10 g/L). A
concentracéo correta da quitina coloidal foi determinada por secagem de amostra a
60 °C, até atingir o peso constante, de acordo com Cattelan (1999). Os tubos foram
incubados a 160 rpm e 25 °C durante 60 horas. A cada 12 horas, amostras de 500
pL foram retiradas e centrifugadas 7000 rpm por 6 minutos. 250 uL do sobrenadante
livre de células foi misturado com 250 pyL de tampao de acetato de sodio 0,1 M
suplementado com 10g/L de quitina coloidal (pH 5,5) e a mistura foi incubada em
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banho-maria a 37 °C durante 1 hora. Apds incubacdo, as amostras foram
suplementadas com 500 uL de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) e imersas em agua
a 100°C durante 10 minutos. N-acetilglucosamina foi quantificada em
espectrofotometro a 540 nm usando uma curva padrdao. O experimento foi realizado

em triplicata e o controle foi realizado sem a presenca das leveduras.

3.3.2. B-1,3-glucanase

O ensaio foi realizado de acordo com Nally et al. (2015), com modificacdes.
Para a realizagdo da atividade de [(3-1,3-glucanase foi utilizado laminarina como
substrato indutor. As leveduras foram inoculadas (100 pL a 1x10® células/mL) em
tubos falcon de 50 mL contendo 15 mL de YNB (6,7 g/L), tampao de acetato de
sédio a 0,1 M, pH 5,5 e 2 g/L de laminarina. Os tubos foram incubados a 160 rpm a
25 °C durante 60 horas. A cada 12 horas, amostras de 500 uyL foram retiradas,
centrifugadas 7000 rpm por 6 minutos. 250 pyL do sobrenadante livre de células foi
misturado com 250 uL de tampao de acetato de sédio 0,1 M suplementado com 2
g/L de laminarina com pH 5,5 e a mistura foi incubada em banho-maria a 45 °C por
30 minutos. ApGs incubacdo, as amostras foram suplementadas com 500 pL de
acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) e imersas em agua a 100°C durante 10 minutos. A
glicose foi quantificada a 540 nm usando curva padrdo. Foi representada em g/L, de
acordo com Ferraz et al. (2016). No ultimo tempo (60 horas), foi definido o peso seco
das leveduras em g/L. O experimento foi realizado em triplicata e o controle foi

realizado sem a presenca das leveduras.

3.4. Producdo de compostos organicos volateis (COVs) com acao
antifungica

O teste para avaliar a producédo de COVS pelas leveduras T. asahii (3S44) e

T. globosa (5S55) foi realizado de acordo com Parafati et al. (2015) com

modificacdes. Placas de YEPD com as leveduras foram preparadas com 100 uL de

uma suspensao com concentracdo de 1x10® células/mL e incubadas a 25 °C por 24

horas. Os tomates foram desinfetados e preparados como descrito no item 3.2 com

3 lesBes em cada. Estas foram inoculadas com 20 pyL de suspensao de A. alternata

na concentracdo de 1x10° esporos/mL. Os tomates inoculados com o fungo e as

placas com a leveduras (sem a tampa) foram colocados em uma caixa plastica de

dimensdes 36 x 26,5 x 10 cm (volume de aproximadamente 9,5 litros), sem que
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tivessem contato (Figura 1). Foram adicionadas duas camadas de gaze estéril,
embebidas em 25 mL de agua estéril cada, colocadas na parte inferior, para hidratar
e prevenir o ressecamento do ambiente. A caixa foi fechada e incubada por 5 dias a
25 °C. O teste foi realizado em triplicata, com 10 tomates e 6 placas por replicata,
exceto para o controle que possuia apenas os frutos. Apds o periodo de incubacao
foi determinado o didmetro da podriddo em cada lesdo. Caracteristicas como a
presenca de micélio e esporos nas lesbes com podriddo também foram avaliadas,
conforme categorias (Quadro 1) representadas em porcentagem de lesdes

acometidas. As categorias estao exemplificadas na figura 2.

Quadro 1. Categorias para a descricdo da podriddo desenvolvida nas lesdes quanto

a presenca de micélio e esporos

ESTRUTURA CATEGORIAS DESCRICAO

Micélio ndo visivel

Micélio Pequena a média quantidade de micélio

Grande quantidade de micélio

Esporos nao visiveis

Esporos Pequena a média quantidade de esporos

N (R [OIN|F|O

Grande quantidade de esporos

(1 I il N

\g‘ “u
P

26,5cm |
Figura 1. Montagem do teste de COVs. (A) Caixa representando uma replicata do

10cm

tratamento. (B) Esquema lateral da caixa.
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Categoria 0 Categoria 1 Categoria 2

Micélio

Esporos

Figura 2. Exemplo das categorias para presenca de micélio e esporos nas lesdes
com podridao.

3.5. Producéo de biofilme

A capacidade de formacdo de biofilme pelas linhagens de leveduras
antagonistas foi avaliada de acordo com Vero et al. (2013) e Ruzicka et al. (2007),
com modificacdes. As leveduras foram cultivadas durante 24h a 25 °C em meio
YEPD e depois ajustadas na concentracdo de 1x10® células/mL para preparo do
indculo. Microtubos (volume de 2 mL) contendo 900 pL de meio YEPD foram
inoculados com 100 uL do da suspensao de leveduras e incubados durante 48 horas
com agitacdo de 75 rpm. O controle foi preparado apenas com meio YEPD. Apods a
incubacdo, os microtubos foram esvaziados, lavados com agua destilada por 3
vezes e secos ao ar em temperatura ambiente. A camada de biofilme aderente foi
corada com solucdo aquosa de cristal violeta a 1% (p/v) durante 20 minutos e o0s
microtubos foram enxaguados com agua destilada por 3 vezes e secos ao ar. O
corante ligado foi eluido de cada microtubo com 1 mL de etanol 95%. A absorbancia
foi medida a 620 nm. A formacao de biofilme foi considerada positiva nos pogos
onde a absorbancia foi maior que a média do controle negativo mais trés vezes o
seu erro padréo. Cada tratamento foi realizado com seis repeticdes e o teste foi

realizado duas vezes.

3.6. Analise estatistica
A analise nparLD foi realizada para o teste de producdo de enzimas

hidroliticas (item 3.3) utilizando o modelo "F1-LD-F1". Foram utilizadas analises
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Wald-type (p<0,05), seguidas de comparacfes pareadas entre curvas com modelo
disponivel no pacote nparLD (NOGUCHI et al., 2012).

Os dados obtidos nos testes de producédo de COVs (item 3.4) e producado de
biofilme (item 3.5) foram avaliados via ANOVA one-way. Os pressupostos de
normalidade e homogeneidade dos dados foram verificados pelos testes de Shapiro-
wilk e Bartlett, respectivamente. A transformacao logaritmica log (xX) dos dados foi
aplicada para atender aos pressupostos no teste de producdo de biofilme. A
comparacao das medias foi realizada pelo teste de Tukey a 5% utilizando-se o
software R v.3.3.3 (R CORE TEAM, 2017).

4. Resultados e Discussao

4.1. Producéo de enzimas hidroliticas

As enzimas foram mensuradas pela quantidade liberada de acgulcar reduzido.
Ao longo de 60 horas de cultivo, as duas leveduras ndo foram capazes de produzir a
enzima quitinase, jA que ndo houve quantificacdo de N-acetilglucosamina. Ja em
relacdo a enzima (-1,3-glucanase, ao final do periodo de incubacao, a quantificacéo
de glicose foi de 0,13 g/L com 0,41 g/L de peso seco de células para a levedura T.
globosa (5S55), enquanto que para T. asahii (3S44) a quantificacédo de glicose foi de
0,15 g/L, com peso seco de células de 0,31 g/L. Fazendo uma relacédo dessas duas
medidas a linhagem 5S55 apresentou producéo de 0,31 g de glicose/g de peso seco
da levedura, enquanto que a 3S44 produziu 0,48 g de glicose/g de peso seco. As
curvas referentes a liberacdo de glicose por parte das duas leveduras ao longo do
tempo, foram  estatisticamente diferentes, indicando uma  producédo
significativamente maior de [(-1,3-glucanase por 3S44 (Figura 3). O controle néo

apresentou nenhuma producéo, assim como esperado.
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Figura 3. Liberagao de glicose ao longo do tempo, associada com a produgéo de [3-

1,3-glucanase pelas leveduras T. globosa (5S55) e T. asahii (3S44).

A producédo de enzimas hidroliticas por micro-organismos antagonistas é um
dos mecanismos utilizados no controle do fitopatégeno, atuando na degradacdo de
sua parede celular. Ferraz et al. (2016) testaram leveduras a fim de entender seus
modos de acdo para controle do fungo Geotrichum citri-aurantii, e a producao
dessas enzimas foi um dos principais mecanismos envolvidos na atividade de
biocontrole das leveduras. Das oito leveduras testadas, seis produziram quitinase e
apenas duas produziram [(3-1,3-glucanase em 24 horas de incubacédo, sendo elas,
Rhodotorula minuta e Saccharomyces cerevisiae com producdo de 0,004 g/L e
0,039 g/L de glicose, respectivamente. Comparando os resultados deste trabalho
com o do artigo, ap6s 24 horas de incubacdo as linhagens 5S55 e 3S44 produziram
0,074 g/L e 0,13 g/L de glicose, respectivamente, apresentando uma produgao de [3-
1,3-glucanase maior. Enquanto o presente trabalho utilizou laminarina como
substrato, Ferraz et al. (2016) utilizaram a parede celular do fungo. Diversos
trabalhos tém relatado melhores resultados na producdo de enzimas hidroliticas
quando utilizam a parede celular do fungo ao invés de outras fontes de carbono
como substrato (JIJAKLI; LEPOIVRE, 1998; MASIH; PAUL, 2002; MONTEIRO;
ULHOA, 2006; SARAVANAKUMAR et al., 2009).

Com resultado diferente deste trabalho, Rosa et al. (2010) testaram a
levedura Torulaspora globosa (1S112) que ndo apresentou atividade para quitinase

e B-1,3-glucanase. Essa diferenca nos resultados pode estar relacionada ao fato das
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linhagens serem diferentes. Nally et al. (2015) testaram diversas linhagens da
espécie Saccharomyces cerevisiae e sO uma parte foi capaz de produzir tais
enzimas.

As enzimas hidroliticas podem comprometer a estrutura da parede celular,
com deformacdes morfoldgicas. Masih e Paul (2002) relataram que o micélio do
fungo Botrytis cinerea quando cultivado em placas com a levedura Pichia
membranifaciens apresentou danos extensos em sua parede celular com ruptura
completa e fragmentacdo dos filamentos de hifas, atribuindo estes efeitos
possivelmente a produgéo e agao da enzima B-1,3-glucanase. Em trabalho realizado
anteriormente com a linhagem 3S44 pela equipe de nosso laboratério, quando A.
alternata foi cultivado em placa junto com a levedura, o mesmo apresentou
deformacbes em suas hifas (BOSQUEIRO, 2016). Uma das causas para tais
deformacgbes pode estar relacionada a produgao da enzima 3-1,3-glucanase relatada
no presente trabalho.

4.2. Producdo de compostos organicos volateis (COVs) com acéo
antifungica
Os diametros das lesGes nos tratamentos com T. asahii (3S44) e T. globosa
(5S55) foram muito proximos ao do tratamento controle e ndo diferiram
estatisticamente do mesmo. Enquanto o diametro deste ultimo foi 1,96 cm, para
3S44 e 5S55 esse valor foi de 1,92 e 1,90 cm, respectivamente (Figuras 4, 5 e 6).
Embora a medida do diametro tenha variado pouco entre os tratamentos, na
presenca das leveduras as lesdes com podriddo passaram a apresentar um micélio
menos acentuado, ou seja, houve crescimento no nimero de lesdes na categoria 1,
caracterizada por uma pequena a média quantidade de micélio, em comparacao
com o controle que apresentou maior parte de suas lesdes na categoria 2,
caracterizada pela presenca de grande quantidade de micélio (Figura 7A). Além
disso, também houve aumento de lesdes na categoria 0, ou seja, que hao
apresentaram micélio visivel. Dessa forma, € possivel afirmar que a diminuicdo de
lesbes na categoria 2 com a presenca das leveduras, esta relacionada a um menor
desenvolvimento micelial em comparag¢do com o controle.
A presenca de esporos ficou mais amena no tratamento com a linhagem
3S44, que passou a ter mais lesdes na categoria 1, caracterizada por pequena a

média quantidade de esporos, comparado ao controle que apresentou maior
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quantidade de lesGes na categoria 2, caracterizada pela presenga de grande
quantidade de esporos. A linhagem 5S55 ao contrario, teve um aumento no nimero
de lesbes na categoria 2 em comparacdo ao controle, apresentando crescimento na

guantidade de esporos (Figura 7B).
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Figura 4. Diametro da podriddo causada por A. alternata em teste para verificar a
produgdo de COVs em incubacgdo durante 5 dias a 25 °C. Os tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas para analise de variancia a 5% (ANOVA one-

way). Barras indicam erro padrdo da média.

Figura 5. Podriddo nos tomates em teste de producdo de COVs provocadas por A.
alternata apés incubacao durante 5 dias a 25 °C. Os tomates estdo representando
(A) tratamento controle, (B) tratamento com T. globosa (5S55) e (C) tratamento com
T. asahii (3544).
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Figura 6. Viséo geral da replicata com tomates no teste de producao de COVs com

podriddo causada por A. alternata apds incubacdo durante 5 dias a 25 °C. (A)

Tratamento controle. (B) Tratamento com T. globosa (5S55). (C) Tratamento com T.

asahii (3S44).
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Figura 7. Caracteristicas apresentadas pelas lesdes com podridao (%) em relacao a

presenca de (A) micélio e (B) esporos.
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A producgdo de COVS por leveduras tem sido relatada no controle de fungos
fitopatdbgenos (HUANG et al.,, 2011; DI FRANCESCO et al.,, 2015; TOFFANO;
FIALHO; PASCHOLATI, 2017). No presente trabalho, ndo houve controle do fungo
A. alternata pela agao desses compostos. Em contraste com tal resultado, em teste
in vitro realizado anteriormente, utilizando-se placas sobrepostas, a levedura T.
asahii (3S44) inibiu 30,2% da area micelial de A. alternata (BOSQUEIRO, 2016),
enquanto que T. globosa (5S55) inibiu 94,24% (BIZARRIA JUNIOR, 2016).

O resultado apresentado nesse trabalho para producdo de COVs in vivo e a
discrepancia com o resultado apresentado no teste in vitro pode ter ligacdo com os
volumes dos recipientes usados. Enquanto que no presente trabalho a caixa
utilizada continha 9,5 litros, as placas de petri sobrepostas possuiam
aproximadamente 0,19 litro. Esse pequeno volume pode ter favorecido a atuacao
dos compostos volateis produzidos pelas leveduras, permitindo que ficassem mais
concentrados e tivessem maior proximidade e contato com o fungo. Além disso, a
quantidade de placas utilizadas no teste in vivo pode ter sido baixa em relagcdo ao
volume do recipiente utilizado. No trabalho de Chen, Chen e Chou (2018) foi
realizado teste in vivo de COVs com quatro (ou duas) placas contendo 100 uL de
suspensdo celular (1x10" células/mL) da levedura a ser testada e cinco morangos,
onde 100 pL de uma suspensao de B. cinerea (1x10’ conidios/mL) foi espalhada em
cada um deles. Como resultado, a atividade de controle do fungo foi menor quando
as placas foram reduzidas de quatro para duas. A levedura Galactomyces candidum,
gue com quatro placas inibiu completamente a severidade da doenca (categoria 0),
com duas placas esta alcangou a categoria 5, em uma escala que variava de 0 a 8.
No nosso caso, foram utilizados 6 placas com 100 pL de suspensao de leveduras
com 1x108 células/mL, ou seja, um nimero pequeno para 10 tomates, se comparado
com o artigo anterior, podendo ser uns dos motivos da nao inibicdo do fungo A.

alternata in vivo.

4.3. Producéo de biofilme
O valor minimo para a formacéo de biofilme foi calculado em A620 = 0,04. Os
dados indicam que T. asahii (3S44) (Figura 8C) apresentou formacgédo de biofilme
nas condigbes analisadas, diferindo estatisticamente do controle, enquanto que T.
globosa (linhagem 5S55) (Figura 8B) permaneceu estatisticamente igual ao controle

(Figura 8A), com valor de absorbancia proximo ao valor minimo (Tabela 1). Niveis
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crescentes de absorbancia e a coloracdo violeta mantida no microtubo apés a
eluicdo com alcool, refletem a capacidade do isolado de formar biofilme (Figura 8).

Tabela 1. Formagédo de biofilme pelas linhagens das leveduras (5S55 e 3S44),

medida pela absorbancia das amostras coradas com cristal violeta.

Tratamento A% (Média + Erro padréo)
Controle 0,031 + 0,003%
T. globosa (5S55) 0,043 + 0,007
T. asahii (3544) 0,421 + 0,061°

Tratamentos com letras diferentes sdo significativamente diferentes a 5% pelo teste

de Tukey.

Figura 8. Formagdo de biofilme pelas leveduras apos 48 horas de incubagédo sob
agitacdo de 75 rpm. (A) Controle sem a presenca das leveduras. (B) T. globosa
(5S55). (C) T. asahii (3S44).

A formacdo de biofilme pode ser um mecanismo de acdo utilizado por
leveduras antagonistas de grande importancia para eficiéncia no controle do fungo
patdbgeno quando sdo aplicadas sobre os frutos. Chi et al. (2015) avaliaram a
eficacia da levedura antagbnica Pichia kudriavzevii, nas formas de células Unicas e
de biofilme, no controle pos-colheita do bolor cinzento (Botrytis cinerea) e
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), em peras. Os resultados indicaram que
na forma do biofilme, a levedura obteve melhor eficacia de controle se comparada a
forma de levedura Unica para ambas as doencas, com base na incidéncia da doenca

e didametro da lesdo. Além disso, a levedura apresentou maior resisténcia ao
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estresse oxidativo na forma de biofilme, condigdo importante para que permanecam
vidveis em atividade antagonista no pos-colheita.

Embora a formacdo de biofilme tenha sido relatada como um importante
modo de acdo em controle biolégico, também pode ter um efeito negativo sobre a
saude do fruto. No trabalho de Giobbe et al. (2007), os autores relataram a formacao
de biofilme por Pichia fermentans (linhagem 726) na superficie de macéas e
péssegos. A levedura foi capaz de inibir efetivamente a infeccdo causada por
Monilinia fructicola em macas, mas quando administrada em péssegos, suas células
no biofilme apresentaram crescimento na forma de pseudo-hifas com atividade
patogénica. Um estudo posterior com essa mesma linhagem indicou que o
dimorfismo de suas células é caracterizado por mudancas na expressdo génica,
provavelmente influenciado pela cultura na qual a levedura esta crescendo (FIORI et
al., 2012).

A linhagem de T. asahii (linhagem 3S44), avaliada nesse trabalho, apresenta
crescimento em forma de pseudo-hifa, assim como a P. fermentans (linhagem 726)
relatada no trabalho acima. Porém, testes anteriores (dados ndo publicados),
realizados com sua aplicagdo em tomates feridos juntamente com esporos de A.
alternata, mostraram uma atividade de controle da podriddo de alternaria (podridao
negra) e nao de patogenicidade. Dessa forma, mesmo que uma levedura
antagonista apresente bons resultados no controle de um fungo patégeno em testes
in vitro, esse resultado pode ndo ser positivo sobre o fruto, evidenciando a
necessidade dos testes in vivo. Além disso, uma analise de risco completa do micro-
organismo antagonista € necessaria para evitar resultados imprevisiveis que podem
impactar negativamente 0 seu uso seguro como agente de controle biolégico no pés-
colheita (FIORI et al., 2012).

5. Conclusdes

Dos mecanismos de acao testados para a linhagem T. globosa (5S55), os
resultados foram positivos apenas para produgao de B-1,3-glucanase. Para T. asahii
(3S44), além da producédo da enzima, a linhagem também foi capaz de produzir
biofilme. Os mecanismos relatados podem estar contribuindo, juntamente com
outros ainda desconhecidos, para o controle de A. alternata. Em relacdo a producéo
de COVs, nao foi observado controle eficiente do fungo em lesdes nos tomates,

porém, ocorreu diminuicdo no desenvolvimento do micélio. Para confirmacdo do
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resultado, a realizacdo de novos testes em diferentes condi¢cdes € necessaria, como
por exemplo, utilizando um recipiente com menor volume.

Conhecer os mecanismos de acdo do micro-organismo antagonista € um dos
principais passos para entendimento de sua acao no controle do fungo e na criacao
de uma formulacdo comercial. Nos testes de producdo de enzimas hidroliticas e
biofilme, que foram realizados somente in vitro e sem contato com o fungo, é
importante que também sejam realizados em condi¢des in vivo, para confirmacao

dos resultados.
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CAPITULO 2. Resisténcia a estresses pelas leveduras Torulaspora globosa e

Trichosporon asahii

1. Resumo

A utilizacdo de leveduras para controle de fungos fitopatogénicos vem sendo uma
alternativa ao uso de fungicidas sintéticos. Para que tenham bom desempenho no
controle da doenca, esses micro-organismos precisam resistir a uma série de
condicBes estressantes para manterem-se viaveis e eficazes. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a viabilidade das leveduras Torulaspora globosa (linhagem 5S55)
e Trichosporon asahii (linhagem 3S44) em diversas condicfes de estresse. Para
isso, o cultivo das leveduras foi avaliado em diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C),
condicBes de estresse osmatico (0, 3, 6 e 9% de NaCl) e de estresse oxidativo (0,
10, 20, 30 e 40 mM de H,0,), além de sua resisténcia a diferentes concentracdes do
fungicida Manzate WG® a base de mancozebe (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mg/mL).
Como resultado, a temperatura de 10 °C foi a que gerou maior estresse sobre as
leveduras; em 96 horas as linhagens apresentaram aumento no namero de células
vivas/mL, porém de forma mais lenta que nas outras duas temperaturas, sendo que
T. globosa apresentou menor concentracéo de células vivas em comparag¢do com T.
asahii. Para o teste de estresse osmotico, a maior concentracao testada, com 9% de
NacCl, foi a que gerou maior estresse sobre as leveduras. Apés 96 horas de cultivo,
as linhagens apresentaram aumento no numero de células vivas/mL, porém de
forma mais lenta que o controle e as outras concentra¢cées de NacCl, sendo que T.
globosa apresentou menor concentracado de células vivas em comparacdo com T.

asahii. No teste de estresse oxidativo todas as concentracdes afetaram T. globosa e
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a de 40 mM foi a que gerou maior estresse sobre T. asahii. No tempo de 96 horas,
T. globosa apresentou queda em sua concentracdo de ceélulas vivas, chegando a ser
menor que a do in6culo inicial (1x10° células/mL) para 40 mM. J& T. asahii
apresentou, nas mesmas condicdes e no mesmo tempo, um aumento em seu
namero de células. Para o teste de fungicidas, ambas as leveduras néo resistiram a
nenhuma concentracdo. Diante de tais resultados é possivel afirmar que T. asahii
(inhagem 3S44) apresentou-se mais resistente aos estresses testados que T.
globosa (linhagem 5S55). Esta ultima apresentou bons resultados para estresse

osmatico e temperatura, mas se mostrou muito sensivel ao estresse oxidativo.

2. Introducéao

Muitos resultados positivos de controle biologico em laboratério ndo séo
alcancados em condi¢des praticas no campo (TEIXIDO; USALL; VINAS, 1999). Em
muitas situacdes, iSSO acontece porque 0s agentes antagonistas S80 expostos a
diferentes condigcbes ambientais quando sédo aplicados no campo ou em packing
houses (HU et al., 2015). Algumas dessas condicfes sdo estressantes, como baixas
temperaturas, estresse osmoético e estresse oxidativo, e podem comprometer a
viabilidade das células e, consequentemente, a sua atividade no controle biolégico.

Para prolongar sua vida util, a maioria dos frutos e hortalicas é armazenada e
transportada em baixas temperaturas, sendo o estresse pelo frio uma adversidade
comum a quais micro-organismos antagonistas usados para gerenciar doencas pos-
colheita estardo expostos (HU et al., 2015; SUI et al.,, 2015). A habilidade de
suportar 0 estresse osmaético € outro atributo importante para esses micro-
organismos. Sendo assim, a capacidade de uma levedura antagonista de crescer a
uma baixa atividade de agua (a.) deve ser considerada ao selecionar e desenvolver
uma cepa potencial para biocontrole (SUI et al., 2015).

Também € de grande importancia que esses micro-organismos tenham a
capacidade de sobreviver sobre o tecido do seu hospedeiro, ja que quando
aplicados sobre a superficie ou em lesdes em frutos, podem encontrar um ambiente
de estresse oxidativo, prejudicial para sua viabilidade (SUI et al., 2012). Isso se deve
pela interacao entre o micro-organismo e o fruto, que gera uma resposta de defesa
neste dltimo, com producéo rapida de espécies reativas de oxigénio, conhecida por
explosdo oxidativa (MACARISIN et al., 2007).
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Além de estresses ambientais, o antagonista também pode estar exposto a
outros estresses, como por exemplo, o causado pelo contato com fungicidas. Se o
cultivo ndo for organico e o antagonista nao tiver uma ampla atividade de controle
sobre diversos fungos, ele podera ser usado juntamente com fungicidas sintéticos.
Além disso, diversos trabalhos tem proposto o uso de baixas doses de fungicidas em
combinacdo com micro-organismos antagonista, para aumentar a eficdcia do
controle e também diminuir o uso de fungicida (BUCK, 2004; QIN; TIAN, 2004,
NALLATHAMBI et al., 2009). Para as situacfes acima € necessario que O
antagonista seja resistente ao fungicida que tera contato em sua aplicacao e consiga
manter sua atividade.

Considerando a importancia dos micro-organismos resistirem a diferentes
estresses para que mantenham sua viabilidade e atividade de controle, os objetivos
desse trabalho foram 1) avaliar a resisténcia das leveduras a diferentes estresses
ambientais (temperatura, estresse osmotico e estresse oxidativo) e 2) avaliar a
resisténcia das leveduras a diferentes concentracées de fungicida Manzate WG® a

base de mancozebe.

3. Materiais e métodos

3.1. Leveduras

Foram avaliados 2 isolados de levedura identificados como Trichosporon
asahii (linhagem 3S44) e Torulaspora globosa (linhagem 5S55), obtidos da rizosfera
de milho e de cana-de-acUcar (variedade RB867515), respectivamente, em area do
Centro de Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal de Sao Carlos campus
Araras-SP (latitude: 22° 21’ 25” S e longitude: 47° 23’ 03” W, altitude de 629 m).
Essas linhagens foram selecionadas, dentre mais de 300 isolados, como eficientes
no controle de fungos, incluindo Alternaria alternata, em ensaios preliminares in vitro
(dados néo publicados). Foram identificadas por meio de sequenciamento da regiao
D1/D2 - 28S do rDNA com o uso dos primers NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’). As linhagens foram mantidas em meio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose;
composicdo: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose; 2% agar) em tubo de
ensaio com meio inclinado com glicerol 0,5 % para sua conservacao até o inicio dos

testes.
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3.2. Resisténcia das leveduras a estresses ambientais

3.2.1. Temperatura

Para a realizacdo do teste, 50 puL de uma suspenséo com 1x10° células/mL
das leveduras foram inoculados em frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
de meio BD (Batata Dextrose). Nessas condi¢cdes, a concentragdo inicial de cada
frasco foi de 1x10° células/mL. A incubacéo foi realizada nas temperaturas de 10, 20
e 30 °C sob agitacdo de 160 rpm. Apés 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, uma
amostra foi retirada de cada frasco e com o auxilio da cAmara de Neubauer foi
realizada a contagem de células vivas e mortas. Para verificar as células mortas, a
amostra foi corada durante 10 minutos com corante azul de metileno 0,01% (p/v),
utilizado na proporcdo de 1:1 (corante/amostra). Foram realizadas cinco repeticoes

para cada tratamento, sendo cada repeti¢cao constituida por um frasco.

3.2.2. Estresse osmotico

Para a realizacdo do teste, 50 uL de uma suspenséo com 1x10° células/mL
das leveduras foram inoculados em frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
de meio BD (Batata Dextrose) suplementado com 0 (controle), 3, 6 e 9% de NacCl.
Nessas condicdes, a concentraco inicial de cada frasco foi de 1x10° células/mL. Os
tratamentos foram incubados sob agitacéo de 160 rpm a 25 °C. Apos 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 e 96 horas, uma amostra foi retirada de cada frasco e com o auxilio da
camara de Neubauer foi realizada a contagem de células vivas e mortas, como
descrito no item 3.2.1. Foram realizadas cinco repeticdes para cada tratamento,

sendo cada repeticdo constituida por um frasco.

3.2.3. Estresse oxidativo

O teste foi realizado de acordo com Chen et al. (2015) com modificacdes.
Aliquotas de 50 uL de uma suspensdo com 1x10° células/mL das leveduras foram
inoculadas em frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio BD (Batata
Dextrose) suplementado com 0 (controle), 10, 20, 30 e 40 mM de H,0O,. Nessas
condicbes, a concentracdo inicial de cada frasco foi de 1x10° células/mL. Os
tratamentos foram incubados sob agitacdo de 160 rpm a 25 °C. Apos 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 e 96 horas, uma amostra foi retirada de cada frasco e com o auxilio da

camara de Neubauer foi realizada a contagem de células vivas e mortas como
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descrito no item 3.2.1. Foram realizadas cinco repeticdes para cada tratamento,
sendo cada repeti¢cdo constituida por um frasco.

3.3. Resisténcia das leveduras a diferentes concentracfes de fungicida a

base de mancozebe

A sensibilidade das leveduras ao fungicida Manzate WG® a base de
mancozebe, foi avaliada de acordo com Vero et al. (2013) com modificacdes. O teste
foi realizado em placas de meio YEPD suplementado com as concentracoes de 0,1,
0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mg/mL de fungicida. 100 pL de uma suspensao das leveduras
com concentracdo 1x10° células/mL foram espalhados sobre as placas e estas
foram incubadas por 48 horas a 30 °C. Apés incubacédo, a contagem do namero de
colénias foi realizada. O controle foi realizado sem a adicao do fungicida. O teste foi

realizado com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa.

3.4. Analise estatistica
A analise nparLD foi realizada para os testes utilizando-se o modelo "F1-LD-
F1". Foram utilizadas analises Wald-type (p<0,05), seguidas de comparacdes
pareadas entre curvas com modelo disponivel no pacote nparLD (NOGUCHI et al.,
2012).

4. Resultados e Discussao
4.1.Resisténcia das leveduras a estresses ambientais

4.1.1. Temperatura

Em relacdo as células vivas de T. globosa (linhagem 5S55), as curvas de
crescimento nas trés temperaturas foram consideradas estatisticamente diferentes
entre si, o que indica um comportamento diferente em cada tratamento (Figura 1A).
A temperatura de 30 °C, mais apropriada para o crescimento de leveduras em geral,
possibilitou que T. globosa atingisse sua fase estacionaria rapidamente em 24 horas,
enquanto que a 20 °C, ela s6 a atingiu em 48 horas. Na temperatura de 10 °C tal
fase ndo chegou a ser atingida ao final do teste (96 horas). Os tratamentos de 20 e
30 °C apresentaram, ao final do teste, concentracdo celular superior a 1x108

células/mL, enquanto que a 10 °C esse niimero nao atingiu 1x10° células/mL.



52

Em relacdo a mortalidade, nas temperaturas de 20 e 30 °C, T. globosa
apresentou uma taxa de células mortas baixa, ndo ultrapassando 4%, mostrando
boa resisténcia nessas condi¢des (Figura 1B). Na temperatura de 10 °C, as células
foram bem menos resistentes nos primeiros tempos, chegando a 41% de
mortalidade em 24 horas, porém com o passar do tempo houve queda nesse
namero, que ao final das 96 horas decresceu para 8,42%. Isso mostra que a
principio a levedura sofreu com estresse da temperatura mais baixa, mas com o

passar do tempo a linhagem conseguiu se estabelecer no meio.
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Figura 1. Cultivo de T. globosa (linhagem 5S55) em temperaturas de 10, 20 e 30 °C.
(A) Curva de crescimento das células vivas. Barras indicam erro padrdo da média.

(B) Porcentagem de células mortas.
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Para células vivas de T. asahii (linhagem 3S44), as curvas de crescimento
nas trés temperaturas foram consideradas estatisticamente diferentes entre si, o que
indica um comportamento diferente em cada tratamento (Figura 2A). Para o
tratamento a 30 °C a levedura atingiu sua fase estacionaria em 36 horas de cultivo,
enquanto que a 20 °C isso ocorreu em 48 horas. Na temperatura de 10 °C, tal fase
nao chegou a ser atingida ao final do teste (96 horas). Os tratamentos de 20 e 30 °C
apresentaram, no tempo de 96 horas, nimero superior a 1x10% células/mL, enquanto
que a 10 °C esse nimero foi de 1,92x10° células/mL.

Em relagdo a mortalidade, as taxas foram baixas para as temperaturas de 30
e 20 °C com méaximo de 8,5% e 2,22%, respectivamente. Ja na temperatura de 10
°C, as taxas foram maiores no inicio do teste, chegando a 23% entre 36 e 48 horas
com queda ao final, chegando a apenas 4,76% em 96 horas (Figura 2B).

Os resultados mantiveram um padrao semelhante para as duas leveduras. No
caso das células vivas, foi possivel observar que com a queda da temperatura as
leveduras se multiplicaram mais lentamente, influenciando a curva de crescimento,
levando mais tempo para atingirem a fase estacionaria. Em relacdo a mortalidade, a
mesma se apresentou baixa nas temperaturas de 20 e 30 °C, porém em 10 °C teve
aumentos do inicio até mais ou menos a metade do tempo e, apds isso, sofreu
guedas atingindo taxas menores que 10% para T. globosa e menores que 7% para
T. asahii. Isso mostra que, embora o nimero de células tenha sido influenciado pela
baixa temperatura, as linhagens conseguiram se estabelecer no meio e ter um
aumento de sua viabilidade ao final de 96 horas, se comparadas com o inéculo

inicial.
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Figura 2. Cultivo de T. asabhii (linhagem 3S44) em temperaturas de 10, 20 e 30 °C.
(A) Curva de crescimento das células vivas. Barras indicam erro padrdo da média.
(B) Porcentagem de células mortas.

Além de manter a sua viabilidade, é importante que os agentes de controle
biolégico também consigam manter a atividade de controle do fitopatdbgeno sob
baixas temperaturas, as quais poderdo ser expostos quando forem aplicados no
ambiente ou estiverem em frutos armazenados. Trabalhos testando a toleréncia a
baixas temperaturas de leveduras com potencial antagonista vém sendo realizados.
O trabalho realizado por Robiglio et al. (2011) avaliou 75 culturas de leveduras,

isoladas de peras na Patagonia, para controle de fungos patégenos nessa mesma
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fruta armazenada a baixas temperaturas. Os autores realizaram um teste prévio “in
vitro” em placas para avaliar o crescimento das linhagens em temperatura de -1/0 °C
(temperatura utilizada para armazenamento de frutas na Patagbnia). Como
resultado, 67% do total foram capazes de crescer nas temperaturas testadas, sendo
que seis linhagens foram selecionadas para serem aplicadas em testes “in vivo”
juntamente com o0s esporos de Penicilium expansum ou Botrytis cinerea.
Aureobasidium pululans e Rhodotorula mucilaginosa reduziram a incidéncia de
podriddo por P. expansum para 33% e o diametro da lesdo em 88% apds 60 dias de
incubacdo em temperaturas de - 1/0 °C, porém ndo apresentaram controle para B.
cinerea.

Hu et al. (2015) também realizaram testes in vivo com objetivo de verificar a
capacidade de leveduras isoladas de amostras de solo, coletadas no Tibete, contra
o fungo Penicillium expansum em peras armazenadas em frigorificos. As frutas
foram feridas e inoculadas com uma suspenséo de 1x10° células/mL de leveduras e
1x10* esporos/mL do fungo e incubadas a 4°C por 30 dias. A linhagem de
Rhodotorula mucilaginosa YC1 apresentou o melhor resultado com somente 16% de
incidéncia da doenca, comparado a 100% do tratamento controle (sem presenca da
levedura).

Mesmo apresentando grande atividade antagonista, uma levedura pode ser
inviabilizada de ser aplicada em pdés-colheita se ndo resistir a baixas temperaturas,
pois podera perder sua viabilidade. Alguns trabalhos relatam que adicéo de trealose,
um dissacarideo, como fonte de carbono no meio de cultura, pode contribuir para o
aumento da tolerdncia de micro-organismos a estresses como 0 de baixas
temperaturas. O trabalho realizado por Li e Tian (2006), investigou os efeitos da
trealose interna na viabilidade e eficacia de biocontrole da levedura Cryptococcus
laurentii sob condi¢des de baixa temperatura. O contetdo de trealose foi aumentado
na levedura pelo seu cultivo em meio suplementado a mesma. Como resultado, as
células com alto nivel de trealose interna obtiveram maior viabilidade, maior
populacdo e melhor eficacia de controle contra Penicillium expansum em frutos de
maca, se comparadas com aquelas cultivadas em meio de cultura sem adigédo do
dissacarideo. Uma das razbes para o bom resultado pode estar relacionado a
protecdo eficaz da membrana plasmatica pela trealose. Porém, seu uso ndo é
pratico e econémico, devido ao seu alto custo se comparado com a glicose. Como

solugdo, é possivel obter cepas contendo alto nivel desse dissacarideo por
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manipulacdo genética ou fisiologica, com desempenho estavel sob condi¢cdes
comerciais (LI; TIAN, 2006). Assim como a trealose, a prolina também é relatada na
protecdo de células de leveduras a baixas temperaturas (TAKAGI, 2008; HU et al.,
2017).

Esse tipo de estratégia pode ser uma solucdo para melhorar a atividade e
tolerancia das linhagens testadas nesse trabalho, que embora ao final do cultivo a
10 °C tenham apresentado baixa mortalidade, as mesmas apresentaram pouco
aumento populacional.

O teste realizado nesse trabalho foi preliminar, para observacdo de como as
leveduras se comportam. Além dele, é de grande importancia a realizacao de testes
in vivo, assim como nos trabalhos discutidos acima. Este tipo de teste ajuda a
compreender como a levedura se comportara ndo somente frente ao estresse de
baixas temperaturas, mas também na presenca do fungo A. alternaria no ambiente
do fruto de tomate, simulando condi¢cdes mais proximas da realidade que sera

enfrentada em sua atuacdo como agente de controle biologico.

4.1.2. Estresse osmaotico

Em relacdo a células vivas de T. globosa (linhagem 5S55), todas as curvas
dos tratamentos com NaCl (3, 6 e 9%) foram consideradas estatisticamente
diferentes do grupo controle (Figura 3A). Isso mostra que em todos os tratamentos,
as células sofreram com o estresse osmoético, apresentando um comportamento de
crescimento diferente das células que ndo estavam sob essa condigcdo. Com o
aumento da concentracdo de NaCl, as leveduras se multiplicaram mais lentamente,
influenciando a curva de crescimento, levando maior tempo para atingirem a fase
estacionaria. Ao final de 96 horas a concentracdo de leveduras foi de 3x108, 2,7x10°8,
1x10° e 1,17x10’ células/mL para controle, NaCl a 3, 6 e 9%, respectivamente. A
mortalidade se mostrou maior com o aumento da concentracdo de NacCl, sendo que
o tratamento com 9% foi o que obteve maiores valores, com 6,69% ao final de 96

horas, mas com pico de 8,3% em 60 horas (Figura 3B).
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Figura 3. Cultivo de T. globosa (linhagem 5S55) em meio BD suplementado com O,
3, 6 e 9% de NaCl. (A) Curva de crescimento das células vivas. Barras indicam erro
padrdo da média. (B) Porcentagem de células mortas.

Em relacdo as curvas de células vivas de T. asahii (linhagem 3S44), todas
foram estatisticamente diferentes do controle, exceto a do tratamento com 3% de
NaCl (Figura 4A). Isso indica que a concentragdo de 3% foi a que menos sofreu
influéncia do estresse osmotico em seu crescimento, inclusive ultrapassou o nimero
de células do controle no udltimo tempo (96 horas). Ao final de 96 horas a
concentracdo de leveduras foi de 1,3x10°, 1,4x10%, 9,8x10” e 8,2x10’ para controle,

NaCl a 3, 6 e 9%, respectivamente. A mortalidade apresentou-se pequena para
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todos os tratamentos. Seus picos foram atingidos nas concentracdes de 6 e 9% com
9,8 e 13%, respectivamente em 12 horas, porém terminaram com as taxas entre 2 e
2,5 % em 96 horas (Figura 4B).

De um modo geral, as duas linhagens apresentaram bons resultados, porém
T. asahii teve melhor desempenho na concentracdo de 9% de NaCl, condicdo de
maior estresse, apresentando menor taxa de células mortas e maior numero de

células vivas ao final de 96 horas se comparada com T. globosa.
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Figura 4. Cultivo de T. asahii (linhagem 3S44) em meio BD suplementado com 0, 3,
6 e 9% de NaCl. (A) Curva de crescimento das células vivas. Barras indicam erro
padrdao da média. (B) Porcentagem de células mortas.
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Diferente dos resultados deste trabalho, Abadias et al. (2000), reportaram
grande sensibilidade da levedura antagonista Candida sake ao NaCl presente no
meio de cultura. Os autores avaliaram o crescimento da linhagem sob efeito de
diferentes valores de atividade de &gua (aw) obtidos por meio da adicdo de NaCl. As
porcentagens de NaCl (p/v) utilizadas foram de aproximadamente 3,5, 7,0 e 10,3%
para modificacdo da aw para 0,96, 0,94 e 0,92, respectivamente. Como resultado, o
namero de colbnias diminuiu com o aumento do estresse. A fase estacionaria
permaneceu mais longa do que a obtida pelo controle. Enquanto este ultimo atingiu-
a em dois dias com aproximadamente 1200 ufc/mL, o tratamento com a adi¢éo de
NaCl com aw = 0,96 atingiu-a em 4 dias, com apenas 400 ufc/mL. Na menor aw
(0,92) a levedura ndo apresentou crescimento.

O aumento da atividade de biocontrole de uma levedura cultivada em meio
alterado osmoticamente foi relatado por Teixid6 et al. (1998). Os autores avaliaram
Candida sake (linhagem CPA-1) cultivada em meio de cultura com adi¢cao de solutos
organicos para alteragdo de aw, resultando em um meio com baixo estresse
osmotico. As células cultivadas em tal condicdo foram mais efetivas no controle da
doenca causada por Penicillium expansum em macas, do que aquelas cultivadas em
meio sem adi¢do dos solutos, com reducéo da infeccéo e do diametro das lesdes em
75 e 90%, respectivamente. Além disso, foi observado aumento na dinamica
populacional das leveduras cultivadas sob o estresse. Esse € um exemplo de
estratégia que poderia ser testada para a levedura T. globosa (linhagem 5S55), que
embora ndo tenha apresentado grande mortalidade, teve crescimento prejudicado se
comparado com o controle. Passar por um cultivo com baixo estresse osmatico pode
torna-la mais efetiva e gerar um aumento de sua populacdo em situacdes pouco
favoraveis, como por exemplo, a baixa atividade de agua que pode ser encontrada

na pratica.

4.1.3. Estresse oxidativo

Em relagcéo as curvas de células vivas de T. globosa (linhagem 5S55), todos
os tratamentos foram estatisticamente diferentes do controle (Figura 5A). Ao final de
96 horas a concentracdo de leveduras foi de 2,37x108, 2,1x10°, 1,78x10°, 1,6x10° e
1,62x10° células/mL para controle, 10, 20, 30 e 40 mM de H,O,, respectivamente. A
mortalidade apresentou-se alta mesmo na concentracdo mais baixa de H;Oo,

variando entre 77 e 81% para todos os tratamentos no tempo de 96 horas,
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mostrando a grande sensibilidade da linhagem 5S55 em situagbes de estresse

oxidativo (Figura 5B).
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Figura 5. Cultivo de T. globosa (linhagem 5S55) em meio BD suplementado com O,
10, 20, 30 e 40 mM de H,0,. (A) Curva de crescimento das células vivas. Barras

indicam erro padrdo da media. (B) Porcentagem de células mortas.

Para T. asahii (linhagem 3S44) todos os tratamentos apresentaram curva de
células vivas estatisticamente diferentes da do grupo controle (Figura 6A). Porém,
diferente de T. globosa, as células de T. asahii apresentaram curvas crescentes. Ao

final de 96 horas, a concentracéo de leveduras foi de 2,6x108, 1,94x108, 2,07x108,
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2x10% e 1,79x10° células/mL para controle, 10, 20, 30 e 40 mM de H,O,,
respectivamente. A mortalidade apresentou-se baixa mesmo no tratamento com
concentracdo de 40 mM de H,0O,. Nesse tratamento, embora a mortalidade tenha
alcancado taxa de 14,35% em 36 horas, ao final de 96 horas a mesma apresentava-

se abaixo de 1% (Figura 6B).
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Figura 6. Cultivo de T. asahii (linhagem 3S44) em meio BD suplementado com O,
10, 20, 30 e 40 mM de H,0,. (A) Curva de crescimento das células vivas. Barras

indicam erro padrdo da meédia. (B) Porcentagem de células mortas.
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Chen et al. (2015), tiveram resultados semelhantes aos obtidos para T.
globosa nesse trabalho. Os autores avaliaram a sensibilidade da levedura
Rhodotorula glutinis a H,O, nas concentragcdes de 0, 10, 20, 30 e 40 mM, as
mesmas utilizadas nesse trabalho, com objetivo de investigar a tolerancia da
linhagem ao estresse oxidativo induzido por H;O,. A viabilidade de R. glutinis
diminuiu de forma dependente do tempo e da dose de H,O,. A concentragédo de 30
mM foi moderadamente letal para as células (aproximademente 50%). Os autores
concluiram que o estresse oxidativo é a causa primaria que leva a diminuir a eficacia
do controle biolégico de R. glutinis contra P. expansum, causador de podriddo do
mofo azul em frutos de pessegueiro. Resultados semelhantes também foram
apresentados por Liu et al. (2012), testando a levedura Candida oleophila nas
concentracdes de 20, 50 e 100 mM de H,0,, onde a viabilidade das células também
diminuiu com o aumento da concentracédo de H,O, ao longo do tempo.

Antes de atuar no controle de A. alternata, a levedura T. globosa precisa
adquirir maior tolerancia ao estresse oxidativo, para garantir sua viabilidade e
eficiéncia quando aplicada em tomates. Nesse sentido, diferentes estratégias vém
sendo estudadas. Um exemplo € o trabalho citado anteriormente, realizado por Liu
et al. (2012). Os autores realizaram um pré-tratamento de Candida oleophila,
utilizando a dose subletal de 5 mM de H,0, durante 30 minutos. Como resultado, a
tolerancia da levedura aumentou, passando a resistir a niveis de 50 mM H,0,, que
antes eram letais. Além disso, tais células exibiram melhor controle de infec¢cdes em
macads causadas por Penicillum expansum e Botrytis cinerea, e maior dinamica
populacional em feridas na fruta. Outra estratégia que vem sendo relatada é a
adicdo de algumas substancias exdégenas durante o cultivo, que podem melhorar a
viabilidade e eficacia de leveduras na atividade de biocontrole sob estresse
oxidativo, como por exemplo, glicina betaina (SUI et al., 2012) e &cido ascoérbico (LI
et al., 2014).

4.2. Resisténcia das leveduras a diferentes concentracdes de fungicida a
base de mancozebe

As leveduras foram sensiveis as concentracdes de mancozebe testadas em

placa e ndo apresentaram crescimento. Apenas o grupo controle, que nao possuia o

fungicida, apresentou crescimento de colénias (Figura 7).
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Figura 7. Placas com adicdo de diferentes concentracdes do fungicida Manzate

WG® (mg/mL) em meio YEPD apds 48 horas de incubagéo a 30 °C.

No sistema AGROFIT do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons), nao ha
fungicidas registrados para 0 uso em tomate no controle de Alternaria alternata.
Fungicidas a base de mancozebe sé&o registrados no Brasil para controle de
Alternaria solani, porém estes séo indicados para controle de diversas espécies de
fungos, incluindo A. alternata (GULLINO et al., 2010). O mancozebe pertence ao
grupo dos fungicidas etileno-bisditiocarbamatos (EBDC) (CENGIZ; CERTEL, 2014).
Sua natureza multissitio no modo de acdo mostra atividade contra uma ampla gama
de fungos, incluindo ascomicetos, oomicetos, basidiomicetos e fungos imperfeitos,
agindo na inibicdo da germinacao de esporos (GULLINO et al., 2010).

Lima et al. (2006), apresentaram resultados semelhantes aos desse trabalho,
com leveduras que apresentaram baixa tolerancia ao mancozebe. As linhagens de
leveduras Cryptococcus laurentii (LS28), Aureobasidium pullulans (LS30),
Rhodotorula glutinis (LS11) com elevada atividade antagOnica contra varios
patégenos fungicos, foram cultivadas em meio com concentragcbes de mancozebe
que variaram entre 0 a 1600 yg/mL. Todas se mostraram bastantes sensiveis ao
fungicida com as concentragdes minimas inibitorias variando de 5 a 15 pug/mL.

A integracdo de fungicidas em baixas concentracbes e micro-organismos
antagonistas pode aumentar a eficacia do controle e também reduzir a quantidade

usada desse tipo de produto quimico. Ha diversos trabalhos que testaram pequenas
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quantidades destes aplicadas juntamente com leveduras ou fungos antagonistas e
obtiveram resultados altamente efetivos no controle do patégeno, se comparados
com o uso do micro-organismo sozinho, sendo muitas vezes superior aquele obtido
pelo fungicida (CHAND-GOYAL; SPOTTS, 1996; BUCK, 2004; QIN; TIAN, 2004;
LIMA et al., 2006; NALLATHAMBI et al., 2009).

Para as leveduras deste trabalho, é importante que concentracbes menores
do fungicida sejam testadas, ja que ambas ndo cresceram em concentracdes a partir
de 0,1 mg/mL. Posteriormente, podem ser testadas para estratégias de manejo
integrado com o fungicida, com objetivo de diminuir as quantidades usadas deste
altimo.

Testes de resisténcia a fungicidas devem ser realizados mesmo quando o
antagonista apresenta Otima atividade de controle de determinada doenca pos-
colheita e ndo héa intencdo de utilizd-lo em manejo integrado com fungicidas, isso
porque, 0 micro-organismo pode se deparar com outros fungicidas utilizados para
controle de outros patdégenos que atacam a mesma cultura e que podem afetar a

sua viabilidade.

5. Conclusdes

Com os resultados deste trabalho foi possivel observar que T. asahii
(linhagem 3S44) se mostrou mais resistente as condi¢cdes de estresses em relacéo a
T. globosa (linhagem 5S55), o que pode ser uma vantagem em sua atuacao no
controle de A. alternaria. Mesmo com desempenho inferior, a levedura T. globosa
também apresentou bons resultados, como boa toleréncia a baixas temperaturas e
condicbes de estresse osmoético, mostrando potencial para atuar em controle
biolégico pés-colheita. J& em relacdo ao fungicida Manzate WG® ambas se
mostraram pouco resistentes, sendo necessarios outros testes para estabelecimento
na concentracdo minima inibitéria.

Novos testes sdo necessarios, principalmente in vivo, para confirmar se o0s
resultados mostrados nos ensaios in vitro se mantém na interagdo das leveduras
com o hospedeiro, nesse caso o tomate, e com patégeno A. alternaria. Também é
interessante testar estratégias que possam favorecer a atuacdo das leveduras
durante a atividade de biocontrole, como por exemplo, uso de pré-tratamentos e

adicdo de substancias exdgenas no cultivo.
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CAPITULO 3. Avaliacéo de formulagbes na aderéncia das leveduras e no

controle de Alternaria alternata em tomates

1. Resumo

Para que micro-organismos agentes de controle biolégico tenham sucesso em
condi¢gbes préaticas e comerciais, devem se manter viadveis e aderidos aos frutos
qguando aplicados, de modo que consigam manter boa atividade de controle do
fungo fitopatégeno. Este trabalho teve como objetivo avaliar formulacdes com amido
de milho ou gelatina, ambos a 2%, como veiculos na aderéncia das leveduras
Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44) na superficie de tomates
e, posteriormente, no controle do fungo Alternaria alternata. Para avaliacdo da
aderéncia, as formulacdes foram preparadas com as leveduras na concentracédo de
1x10® células/mL. Apds incubacdo por 48 horas a 25 °C foram retiradas duas
porcoes de 1 g em cada fruto e realizado plagueamento para contagem de UFC
(unidades formadoras de colbnias) para determinar a presenca de células viaveis
das leveduras no fruto. A formulacdo com melhor resultado foi testada em tomates
com lesbes artificiais que receberam 20 pL de solugdo de A. alternata com 1x10°
esporos/mL. O diametro (cm) e a presenca de micélio e esporos na podridao foram
avaliados. Foram recuperadas 6,49x10? ufc/g de tomate no tratamento controle com
5S55, enquanto que com a adicdo de gelatina e amido de milho, esse namero
aumentou para 1,30x10* e 1,74x10° ufc/g de tomate, respectivamente. Para 3544, o
controle apresentou 3,81x10° ufc/g de tomate, enquanto que com os veiculos na

formulacdo, houve um aumento para 3,14x10° e 1,07x10° ufc/g de tomate com
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gelatina e o amido de milho, respectivamente. Dessa forma, o tratamento com
amido mostrou melhor resultado e foi utilizado no teste posterior para controle de A.
alternata. Neste ultimo, a média dos didmetros da podriddo no controle foi de 2,75
cm e na presenca das leveduras caiu para 2,32 e 1,58 cm para T. globosa e T.
asahii, respectivamente. Além disso, houve reducdo na quantidade de micélio e
esporos presentes nas lesbes. Como conclusdo, apesar da formulagdo com as
leveduras mostrar melhor adesdo nos tomates e apresentar uma leve inibicdo do
fungo no teste in vivo, que pode ser eficaz para prevenir o desenvolvimento da
doenca, novas formulas devem ser testadas para verificar se resultados mais

eficazes podem ser alcangados.

2. Introducéao

Nas ultimas décadas houve um crescimento no numero de trabalhos
cientificos que utilizam leveduras antagonistas para controle biolégico de doencas
pos-colheita, mas apenas uma pequena parcela das espécies chega ao mercado
como produto. Na maioria dos casos, isso se deve a inconsisténcia e baixo
desempenho desses micro-organismos em condicbes comerciais (SPADARO;
DROBY, 2016). Para que as leveduras tenham sucesso € necessario que se
mostrem eficientes em tais condicbes, o que depende grandemente de sua
formulacdo, que deve atender a certos critérios, como por exemplo, manter a
eficacia do controle em escala comercial e manter as populagfes celulares viaveis
com prolongamento de seu prazo de validade (DUKARE et al., 2018).

Revestimentos comestiveis tém mostrado boa atividade como veiculos para o
transporte de micro-organismos vivos, possibilitando melhora, por exemplo, na
viabilidade das células durante o tempo de armazenamento (GUIMARAES et al.,
2018). Sendo assim, esses revestimentos, em conjunto com 0S micro-organismos
agentes de controle biolégico, podem ser uma alternativa de formulacdo. Seus
constituintes podem ajudar a manter 0S micro-organismos Vivos, agir como
nutrientes e favorecer sua ades&o ao fruto (MARIN et al., 2016; MARIN et al., 2017).
Esse tipo de formulacdo em combinagdo com leveduras agentes de controle
bioldgico tem sido relatada em diversos trabalhos (FAN et al., 2009; ALOUI et al.,
2015; PARAFATI et al., 2016; GONZALEZ-ESTRADA et al., 2017).

Os revestimentos comestiveis podem ser feitos a partir de uma variedade de

materiais, como por exemplo, polissacarideos e proteinas. Os polissacarideos de
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maior interesse nesse processo sao 0os amidos, celuloses, gomas e quitosana, e as
proteinas sdo gelatina, proteina do soro de leite, caseina, colageno, queratina,
gluten de trigo, proteina de soja, proteina do amendoim, zeina de milho e proteina
da semente de algodao (DHALL, 2013).

Considerando a importancia da formulacdo adequada para a aplicacado de
micro-organismos agentes de controle biolégico em condi¢des reais e comerciais, 0S
objetivos deste trabalho foram (1) avaliar a aderéncia das linhagens de leveduras
Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44) na superficie de tomates
utilizando-se formulacbes a base de amido de milho (2%) e gelatina (2%) e (2)
avaliar a formulagdo com melhor resultado de aderéncia em combinagdo com as

leveduras para controle do fungo Alternaria alternata.

3. Materiais e Métodos

3.1. Micro-organismos

Foram avaliados 2 isolados de levedura identificados como Trichosporon
asahii (linhagem 3S44) e Torulaspora globosa (linhagem 5S55), obtidos da rizosfera
de milho e de cana-de-acUcar (variedade RB867515), respectivamente, em area do
Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Sao Carlos campus
Araras-SP (latitude: 22° 21’ 25” S e longitude: 47° 23’ 03” W, altitude de 629 m).
Essas linhagens foram selecionadas, dentre mais de 300 isolados, como eficientes
no controle de fungos, incluindo Alternaria alternata, em ensaios preliminares in vitro
(dados néo publicados). Foram identificadas por meio de sequenciamento da regiao
D1/D2 - 28S do DNA com o wuso dos primers NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’). As linhagens foram mantidas em meio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose;
composicao: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose; 2% agar) em tubo de
ensaio com meio inclinado com glicerol 0,5 % para sua conservacao até o inicio dos
testes.

O fungo Alternaria alternata foi isolado de lesdes na superficie de tomates
com sintomas de podriddo e, posteriormente, testado em relagdo a sua
patogenicidade através da inoculacdo de esporos em tomates saudaveis. Foi
mantido em BDA (Batata Dextrose Agar; 39g/L de meio comercial). Os esporos

utilizados nos experimentos foram removidos de culturas em fase de esporulacéo,
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apos 14 dias de cultivo. A remocao foi realizada com a raspagem dos esporos com
alca de platina estéril, e estes foram suspensos em solucdo de agua destilada com
0,05% (v/v) Tween 20, de acordo com Zhao et al. (2008), com modificacdes. O

ajuste de concentracéo foi realizado em camera de Neubauer a 1x10° esporos/mL.

3.2. Tomates
Os tomates (Solanum lycopersicum L.) utilizados nos ensaios foram obtidos
de uma producdo organica no municipio de Cordeiropolis/SP apresentando
maturidade comercial com tamanhos uniformes e livres de lesbes e podriddes. Para
os experimentos, foram desinfetados com solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% e
alcool 70%, sendo posteriormente lavados com agua destilada estéril. Apos
desinfeccao, os frutos foram artificialmente feridos (3 mm de didametro e 3 mm de

profundidade), sendo removida a porgéo de tecido.

3.3. Avaliacdo de formulacdes na aderéncia das leveduras na superficie de
tomates
O experimento foi realizado de acordo com Lima et al. (2014) e Marin et al.
(2016), com modificacbes. As leveduras foram cultivadas em YEPD liquido,
incubadas durante 24 horas a 25 °C. Antes de serem utilizadas, foram centrifugadas
a 3600 rpm durante 5 minutos, lavadas com agua destilada estéril duas vezes e
ressuspensas nas formulacdes, alcancando uma concentracdo final de 1x10°
células/mL. A formulacdo foi preparada com solucdo salina (0,85%), tween 80 a
0,01% (v/v) e gelatina comercial ou amido de milho comercial a 2% (p/v), que foram
utilizados como veiculos para as leveduras. Os tomates foram desinfetados de
acordo com o item 3.2. Depois de desinfetados, foram mergulhados na formulagéo
com a levedura, secos a temperatura ambiente e incubados a 25 °C por 48 horas.
ApoOs incubacéo, foram retiradas duas porcdes de cada tomate, em locais opostos
no fruto, com aproximadamente 1g e area superficial de 3,14 cm?. Cada porcéo foi
adicionada em um erlen com volume de 50 mL com 9 mL de solugcéo salina com
adicdo de 1% de tween, constituindo a diluicdo -1. Antes de prosseguir com as
diluicdes, o erlen foi agitado por 150 rpm durante 10 minutos, para permitir que as
células se soltassem da superficie do fruto. As diluicdes foram plagqueadas em
triplicata e incubadas a 30°C por 48 horas, e o numero de coldnias foi verificado.

Cada tratamento foi realizado com 5 frutos, totalizando 10 por¢fes de tomates. Para
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o controle, os frutos foram imersos na formulagcdo com as leveduras, mas sem

adicdo dos veiculos. O resultado foi dado em UFC/g de tomate.

3.4. Avaliacdo do controle de Alternaria alternata em tomates por
formulacéo contendo a levedura
No presente experimento utilizou-se a formulacdo de amido de milho a 2%
com as leveduras, pois foi a que apresentou melhor resultado no teste anterior. Os
tomates foram desinfetados e feridos de acordo com o item 3.2. Depois foram
imersos na formulagdo e secos durante 30 minutos. Apds secagem, 20 YL de uma
suspensdo de Alternaria alternata com concentracédo de 1x10° esporos/mL foram
inoculados em cada lesdo. O tratamento controle foi realizado da mesma forma,
porém sem a presenca das leveduras na formulacdo com amido. Os frutos foram
incubados a 25°C por 7 dias em bandejas plasticas, tampadas. Para controle da
umidade, as caixas possuiam dois montes de gaze umedecidos com 25 mL de agua
destilada estéril em cada. Os tratamentos foram realizados em triplicata, sendo
cada replicata constituida por 10 frutos, e cada fruto contendo trés feridas (total de
30 feridas por replicata). Apés o periodo de incubacgéo foi determinado o diametro da
podriddo em cada lesao. Além disso, caracteristicas como a presenca de micélio e
de esporos nas lesdes com podriddo foram avaliadas, conforme descrito no quadro
abaixo (Quadro 1).

Quadro 1. Categorias para a descricao da podridao desenvolvida nas lesdes quanto
a presenca de micélio e esporos.

ESTRUTURA CATEGORIAS DESCRICAO

0 Micélio ndo visivel

Micélio Peguena a média quantidade de micélio

Grande quantidade de micélio

Esporos nao visiveis

Esporos Peguena a média quantidade de esporos

N [P [OIN |k

Grande quantidade de esporos

3.5. Analise estatistica
Os dados obtidos nos testes foram avaliados via ANOVA one-way. Os

pressupostos de normalidade e homogeneidade dos dados foram verificados pelos
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testes de Shapiro-wilk e Bartlett, respectivamente. A transformacéo logaritmica log
(x) foi aplicada para atender aos pressupostos, para o teste do item 3.3. A
comparacao das médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5% (item 3.3.) e Skott-
knott (item 3.4.) utilizando o software R v.3.3.3 (R CORE TEAM, 2017).

4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacao de formulacdes na aderéncia das leveduras na superficie de
tomates
Neste teste observou-se que tanto a utilizacdo de amido quanto de gelatina
como veiculos, ambos na concentracdo de 2%, melhoraram a aderéncia das células
das leveduras T. globosa (5S55) e T. asahii (3S44) na superficie do tomate. Apds 48
horas de incubacdo, no tratamento controle para a linhagem 5S55 foram
recuperados 6,49x10% UFC/g de tomate, enquanto que esse nimero foi de 1,30x10*
e 1,74x10°> UFC/g de tomate, para os tratamentos com 2% de gelatina e 2% de
amido, respectivamente (Figura 1A). Esses dois Ultimos tratamentos diferiram
estatisticamente do controle e, embora o tratamento com amido tenha permitido a
fixacdo de um numero maior do que o tratamento com gelatina, eles nao diferiram
estatisticamente. Para a linhagem 3S44, no tratamento controle foram recuperados
3,81x10° UFC/g de tomate, enquanto que esse nimero foi de 3,14 x 10° UFC/g de
tomate para o tratamento com 2% de gelatina e 1,07 x 10° UFC/g de tomate para e
2% de amido. Nesse caso, os trés tratamentos foram estatisticamente diferentes
(Figura 1B).
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Figura 1. Numero de unidades formadoras de colbnia (UFC/g de tomate), em
formulacdo com amido de milho ou gelatina a 2%, recuperadas da superficie do
tomate apds incubacdo a 30 °C durante 48 horas. (A) Formulagdo com T. globosa
(5S55) e com (B) T. asahii (3S44). Tratamentos com letras diferentes séo
significativamente diferentes a 5% pelo teste de Tukey. Barras indicam erro padréo
da média.

Diante dos resultados apresentados, pode-se observar uma acao mais efetiva
por parte da formulagdo que utilizou o amido como veiculo, para as duas linhagens
de leveduras. Além disso, todos os tratamentos de T. asahii (3S44), inclusive o
controle, apresentaram resultados melhores, sendo que o tratamento com gelatina
chegou a apresentar um ciclo log a mais que em T. globosa (5S55), o que pode
gerar melhor eficacia da levedura no momento de sua aplicacdo como agente de

controle biolégico. Embora T. asahii (3S44) tenha apresentado, de modo geral, um
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resultado melhor, a eficacia das duas formulacdes foi semelhante para as duas
leveduras.

O fato de T. asahii ter mostrado melhores resultados pode ter ocorrido devido
a capacidade da linhagem em formar biofilme, como relatado no item 4.3 do capitulo
1 deste trabalho. O biofilme pode contribuir para melhores resultados nesse caso,
porque a matriz extracelular que embebe suas células é formada por um agregado
de polimeros responsaveis pela sua arquitetura tridimensional, que permite a sua
adeséao e coesao a superficies (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Assim como o resultado do presente teste, o trabalho de Marin et al. (2016)
também apresentou um maior niumero da levedura Candida sake em formulagéo
com amido quando comparado com grupo controle. O trabalho testou diversas
formulacbes da levedura C. sake, conhecida por ser um agente de controle
biologico, contendo diferentes polimeros de revestimento, sendo um deles o amido
de milho (2%), com o objetivo de controlar o fungo Botrytis cinerea em uvas. No
teste de dindmica populacional, apds 24 horas de incubacdo o numero de leveduras
em tratamento com amido de milho a 2% foi significativamente maior que o do grupo
controle.

O trabalho de Lima et al. (2014), testou diferentes veiculos, entre eles amido e
a gelatina, ambos a 2%, para formulacbes com as leveduras Wickerhamomyces
anomalus (linhagem 422) e Meyerozyma guilliermondii (linhagem 443) no controle
de antracnose em mamdes. Um dos aspectos avaliados foi a distribuicdo superficial
do antagonista nos frutos utilizando-se microscopia eletrdnica de varredura, ap6s 24
horas da aplicacdo da formulagdo. Como resultado, tanto a formulagdo com amido
guanto a com gelatina, mostraram bons resultados de adesédo das células.

A adesao da levedura apés a etapa de aplicacdo € importante para garantir a
sua colonizacdo na superficie do fruto e o efetivo controle da doenca. O resultado
desse trabalho e dos outros citados, mostra a eficiéncia desse tipo de formulacéo
gue usa os biopolimeros gelatina e amido como veiculos para antagonistas
microbianos. Além disso, formulagBes com revestimentos comestiveis, podem ser

consumidas, pois sao formados por produtos naturais e biodegradaveis.

4.2. Avaliacdo do controle de Alternaria alternata em tomates por

formulac&o contendo a levedura
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A formulagdo com amido de milho foi utilizada no teste para controle do fungo
A. alternata porque apresentou melhores resultados no teste do item 3.3. Como
resultado do presente teste, a média do diametro das lesdes nos tomates infectados
com A. alternata para o tratamento controle foi de 2,75 cm. Para o tratamento com
T. globosa (5S55) a média foi de 2,32 cm, representando uma inibicdo de 15,7% em
relacdo ao controle. Para o tratamento com T. asahii (3S44), a média foi de 1,58 cm,
com aproximadamente 42,5 % de inibicao (Figuras 2, 3 e 4). Ambos os tratamentos
com as duas leveduras foram estatisticamente diferentes do controle. Além disso,
em relagdo ao controle, os tratamentos com as leveduras apresentaram um maior
namero de lesGes com micélio na categoria 1, caracterizada por uma pequena a
média quantidade deste e, consequentemente, uma diminuicdo de lesdes na
categoria 2, caracterizada pela presenca de grande quantidade de micélio (Figura
5A).

Em relac@o a presenca de esporos, no tratamento com as leveduras também
ocorreu maior numero de lesdes na categoria 1 (presenca de pequena a média
guantidade de esporos) e categoria 0 (auséncia de esporos visiveis), com menor
namero de lesGes na categoria 2 (grande quantidade de esporos), em comparacao
com o controle (Figura 5B). O aumento de lesdes na categoria 1 e a diminuicéo de
lesbes na categoria 2, mostra que o tratamento com as leveduras na formulagéao
com amido foi capaz de afetar o desenvolvimento micelial e de esporos, 0 que pode

contribuir para o controle da podridéo.
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Figura 2. Diametro da podriddo causada por A. alternata, em frutos tratados com
formulacdo de amido de milho a 2%, incubados durante 7 dias a 25 °C. Tratamentos
com letras diferentes sdo significativamente diferentes a 5% pelo teste Skott-Knott.

Barras indicam erro padréo da média.

Figura 3. Podriddo em lesGes nos tomates revestidos com formulagcdo de amido de
milho a 2%, provocadas por A. alternata apds incubacédo durante 7 dias a 25 °C. Os
tomates estao representando (A) tratamento controle, (B) tratamento com T. globosa
(5S55) e (C) tratamento com T. asahii (3S44).



Figura 4. Visao geral da replicata de tomates revestidos com formulagdo de amido
de milho a 2%, provocadas por A. alternata apds incubacao durante 7 dias a 25 °C.

(A) Tratamento controle. (B) Tratamento com T. globosa (5S55). (C) Tratamento

com T. asahii (3S44).
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A inibicdo do fitopatdégeno utilizando-se leveduras em formulagdes contendo
amido também foi relatada por Marin et al. (2016). Em seu trabalho, uma formulacao
contendo amido de milho a 2% com adicdo de tween 85 (relacdo massa de amido:
surfactante de 1: 0,1) em conjunto com a levedura Candida sake, foi efetiva e teve
uma reducdo de mais de 80% na incidéncia do fungo Botrytis cinerea em uvas em
relacdo ao controle (sem amido e sem levedura) que teve uma incidéncia de 86%
em 7 dias de incubacao.

Em trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa por Bizarria Janior (2016),
a levedura T. globosa (5S55) foi aplicada diretamente em lesfes artificiais nos
tomates, sem adicdo de nenhum veiculo, com concentracdo de 1x10° células/mL, e
a inibicdo do diametro da podriddo causada por A. alternata foi de 35,5%,
comparado com o controle em 7 dias de incubacdo. Nas mesmas condigdes, T.
asahii (3S44) apresentou 74% de inibicdo no diametro da podriddo (BOSQUEIRO,
2016). No teste atual, houve uma queda da inibicdo do fungo quando comparado
com os resultados citados anteriormente. Isso pode ter ocorrido porque a formulacéo
pode ndo ter sido completamente eficaz, e no processo de imersdo do fruto e,
posteriormente, no de secagem, pode ter ocorrido perda de células pela ndo adesao
na superficie do mesmo. Além disso, nos trabalhos citados as leveduras e a solucéo
de esporos foram aplicadas diretamente na lesdo, o que pode ter favorecido um
melhor resultado. O processo de mergulhar os frutos na formulacdo, pode néao
garantir a mesma quantidade de células nas lesdes, contribuindo para uma inibicéo
inferior.

Embora a formulacéo tenha proporcionado uma maior aderéncia de células
em comparacdo com o controle no teste anterior (item 4.1), ndo foi possivel ter
conhecimento da eficiéncia da formulacado, ou seja, se a taxa de células aderidas foi
baixa em relagdo ao numero inicial aplicado no momento da imersdo. O valor de
células recuperadas foi de 1,07 x 10° e 1,74x10°> UFC/g de tomate para 3S44 e
5S55, respectivamente. Esse numero de células pode ter sido baixo para
proporcionar um controle mais eficiente do fungo. Nesse caso, 0 uso de uma
suspensdo com maior concentracdo das mesmas pode favorecer um melhor
resultado.

Outro fato observado é que no teste anterior (item 4.1), o niumero de células
da linhagem 3S44 que permaneceram viaveis na superficie do tomate foi maior em

comparacdo com a linhagem 5S55. Esse resultado confirmou-se no atual teste com
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a exibicao de melhor atividade no controle da podriddo por parte dessa linhagem. A
maior eficiéncia da formulacdo para esta linhagem pode estar relacionada a um
maior numero de células na superficie e, consequentemente, um melhor controle da

podridao.

5. Conclusdes

As formulacdes contendo amido de milho e gelatina a 2%, conhecidos por
serem utilizados como revestimentos comestiveis, mostraram bons resultados na
aderéncia das leveduras T. globosa (5S55) e T. asahii (3S44) na superficie dos
tomates, evidenciando a importancia desses veiculos em tal acdo. Em relacédo a
inibicdo do fungo A. alternata em tomates, houve reduc¢do no diametro da podridéao
qgquando os frutos foram tratados com a formulacdo contendo amido a 2% e
leveduras na concentracdo de 1x10® células/mL. Apesar das formulacées
apresentarem resultados positivos, a inibicdo ndo chegou a 50%. Dessa forma,
outros testes com diferentes veiculos, modos de aplicacdo e maiores concentracdes
de células, podem ser realizados com objetivo de proporcionar maior controle de A.
alternata por parte das leveduras.

Além dos testes realizados neste trabalho, para aderéncia e controle do
fungo, outros aspectos devem ser estudados para obtencdo de uma formulagéo
comercial, como por exemplo, a viabilidade das leveduras ao longo do tempo, bem

como caracteristicas fisicas, textura e aparéncia nos frutos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle biolégico é uma técnica que ainda vem sendo pouco aplicada em
condi¢cbes préticas, isso se deve a complexidade das condicbes que serdo
enfrentadas pelo micro-organismo antagonista, incluindo sua interacdo com o fruto e
o fungo, além dos diferentes estresses ambientais que podem comprometer sua
viabilidade e eficacia. Assim, conhecer 0 modo como agem esses organismos, sua
resposta frente a diferentes estresses e o desenvolvimento de uma formulagdo que
mantenha sua viabilidade e sua acdo no controle do fungo, além do uso de
estratégias que possam melhorar sua atuacdo, Sdo necessarios para a criacao de
um produto biolégico eficiente e que possa competir com os fungicidas
convencionais.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, a linhagem T. globosa (5S55),
apresentou como mecanismo de acdo a producdo da enzima [(-1,3-glucanase. A
linhagem T. asahii (3S44), além da producao da enzima B-1,3-glucanase, também
foi capaz de produzir biofiilme. Em relacdo aos estresses, embora T. asahii tenha
mostrado melhor desempenho, a levedura T. globosa também apresentou bons
resultados com potencial para atuar em controle biolégico pés-colheita.

As formulagbes contendo amido de milho e gelatina a 2% mostraram bons
resultados na aderéncia das leveduras na superficie dos tomates, e no controle do
fungo A. alternata a formulacdo com amido mostrou reducdo no diametro da
podriddo com diminuicdo de micélio e esporos em comparagcdo com o controle.

Como concluséo, as leveduras apresentaram bons resultados e podem vir a

ser usadas no combate de A. alternata. Para isso, é importante a realizacdo de

testes in vivo que confirmem os mecanismos de acdo e a resposta aos diferentes
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estresses na presenca do fungo e do tomate. Além disso, devem ser pesquisados
outros mecanismos que possam estar envolvidos na atividade de controle das
leveduras e o0 uso de pré-tratamentos para torna-las mais resistentes quando
estiverem expostas a condi¢cdes adversas. Em relacdo a formulacdo, devem ser
verificadas outras concentracdes, veiculos e modos de aplicacdo de modo a

melhorar a atuagéo dessas leveduras.



