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RESUMO

As podriddes pos-colheita tém sido responsaveis por perdas pelos produtores, fato
que tem limitado a comercializag&o de produtos agricolas de consumo in natura, como
frutas e vegetais. O fungo Alternaria alternata € o causador da podriddo negra em
tomate na pos-colheita; seu controle é realizado com fungicidas, o que contribui para
a necessidade de alternativas que apresentem menor risco a saude humana. Nesse
contexto, as leveduras vém sendo estudadas como agentes de controle biolégico em
frutos. Considerando o exposto, o objetivo desta pesquisa foi determinar o potencial
das leveduras Trichosporon asahii (3S44) e Torulaspora globosa (5S55) no controle
do fungo A. alternata em frutos de tomate. A producdo de compostos organicos
volateis (COVs) foi avaliada com o uso de recipientes fechados com o fruto inoculado
com esporos de A. alternata, placas de Petri sem tampa inoculadas com células de T.
asahii ou T. globosa, e uma gaze umedecida em agua destilada estéril. Para a
avaliagao da sobrevivéncia das leveduras na ferida do fruto, formula¢cdées com T. asahii
ou T.globosa e os veiculos Tween 80, solugao salina, amido de milho, gelatina incolor
e alginato de sodio foram inoculadas nas feridas do tomate, e apos 48 horas retirou-
se a porcéao da regido ferida para diluigdo e plaqueamento. O controle do fungo pela
levedura no fruto foi avaliado inoculando-se células de T. globosa nas feridas, e apos
3 horas, esporos de A. alternata. Depois de 7 dias foram realizadas avaliagées do
diametro externo e interno e avaliagbes qualitativas. Como resultado foi observado no
teste de compostos volateis o controle interno do avango da podridao no tratamento
com a T. globosa e diminuigdo da producado de esporos na presencga da T. asahii. O
amido de milho e a levedura Torulaspora globosa apresentaram os melhores
resultados de sobrevivéncia da levedura no fruto. No teste in vivo do controle do fungo,
o tratamento com a levedura T. globosa diferiu estatisticamente do tratamento controle
tanto em relacido ao sintoma externo quanto interno, além da diminuicdo da produgao
de micélio. Portanto, os resultados observados mostraram que a levedura T. globosa
apresenta potencial para controle do fungo Alternaria alternata em frutos de tomate.

Palavras-chave: controle fungico, formula¢des de inoculantes, leveduras rizosféricas,

pos-colheita.
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1. INTRODUGAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.), se sobressai dentre as espécies oleraceas
cultivadas no Brasil, tanto por sua importancia econémica, quanto pela alta demanda
de consumo (BRITO JUNIOR, 2012). Em 2019 foram colhidas 4,1 milhdes de
toneladas em uma area de aproximadamente 58 mil hectares (IBGE, 2019).

Perdas na producéo de frutos de tomate podem ocorrer, mesmo que o transporte
e armazenamento sejam realizados de maneira correta, devido a susceptibilidade dos
frutos a contaminagdo por patdogenos que causam podriddes, os quais tém o
desenvolvimento influenciado por fatores como o ambiente, tipo de patégeno, e
hospedeiro (GOMES; SILVEIRA; MARIANO, 2005).

Os fungos filamentosos ou bolores causam enormes danos em produtos na pos-
colheita, promovendo grande desperdicio de alimentos e prejuizo aos produtores,
varejistas e consumidores, sendo responsavel por 80 a 90% das perdas (PARISI,
2015). Um exemplo s&o os fungos de podriddo do género Alternaria sp., sendo uma
das espécies a Alternaria alternata, causadora da podriddo negra em frutos de tomate
(BASURTO et al., 2017).

O método hoje em dia utilizado para tratar podridées em pos-colheita de frutos
e vegetais envolve o emprego de grandes quantidades de fungicidas (ZUCCHlI,;
MELO, 2009). O uso desses produtos quimicos prejudica o equilibrio do meio
ambiente e afeta a saude humana dos trabalhadores e consumidores. Sendo assim,
a diminuicao ou eliminagado do uso desses produtos torna-se uma questao de saude
publica (LIMA et al., 2011).

Além dos danos causados ao meio ambiente, um dos maiores problemas em
relacdo aos agrotoxicos sdo os residuos deixados nos alimentos de origem vegetal.
O contato direto com agrotoxicos pode acarretar o desenvolvimento de doengas como
0 cancer, e ainda nao se conhece todos os efeitos a longo prazo do acumulo desses
produtos quimicos no organismo humano (JARDIM; ANDRADE, 2009).

Uma alternativa ao uso dos agrotoxicos, especialmente para o controle de
patdgenos de pos colheita, € a adogdo de métodos de controle bioldgico, os quais se
destacam, sobretudo, por ndo deixarem residuos contaminantes nos frutos tratados
(COELHO; HOFFANN; HIROOKA, 2003). O controle biolégico é uma técnica natural,
baseada na aplicagdo de microrganismos especificos, antagbnicos aos patogénicos,

que interferem de maneira negativa no desenvolvimento dos organismos causadores
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de doengas em plantas (SAITO et al., 2009). Para aumentar sua eficiéncia, esse
método deve ser utilizado em conjunto com outras técnicas comumente empregadas,
como 0 manejo no campo, cuidados com a higiene durante a colheita e transporte, e
a refrigeracéo durante o periodo de armazenamento (BENDO; VIECELLI, 2009).

As leveduras tém sido estudadas como agentes de controle biologico de fungos
em frutos na pos-colheita devido a sua potencial capacidade de produzir compostos
antifungicos especificos e metabdlitos que inibem o crescimento e metabolismo de
patdégenos. Os microrganismos agentes de biocontrole impedem, inibem ou matam os
propagulos do patdégeno que se encontra em desenvolvimento nos frutos, evitando
sua deterioragédo durante o armazenamento (DUKARE et al., 2019). Para promover o
controle, empregam diferentes mecanismos, como competicdo por espago e
nutrientes, antibiose, producéo de substancias antimicrobianas, parasitismo e inducao
de resisténcia (DROBY et al., 2009; JANISIEWICZ; TWORKOSKI; SHARER, 2000).

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo uma das substancias
antimicrobianas produzidas por leveduras, fungos, e bactérias durante seu
metabolismo primario e secundario. Apresentam baixo peso molecular, baixa
polaridade e alta presséo de vapor (CONTARINO et al., 2019), podendo promover o
crescimento de plantas, induzir seu sistema de defesa, ou agir inibindo o crescimento
de patdégenos sem contato direto (ZHANG et al., 2019). A producdo dos COVs é
biologicamente dinamica e fortemente influenciada pela espécie microbiana, suas
condicdes e fase de crescimento (KORPI; JARNBERG; PASANEN, 2009), sendo
especifica para cada espécie e atuando como um sinal de comunicagao quimica entre
as células; mecanismo de liberacdo de carbono; e como promotor ou inibidor de
crescimento microbiano. A aplicagdo desses compostos pode ser muito promissora
por ndo ser necessario o contato entre o agente de biocontrole e o patégeno ou entre
o0 agente de biocontrole e alimentos para que sua atividade antimicrobiana seja
realizada (CONTARINO et al., 2019).

Visando o sucesso da comercializagdo de produtos bioldgicos para o controle
de doengas de plantas, € necessario que algumas limitagbes sejam superadas, dentre
elas a dificuldade de produgdo em massa e formulagdo contendo o microrganismo
antagonista. As formulagbes s&o basicamente compostas pelo microrganismo
(ingrediente ativo); material inerte, servindo como transportador; e adjuvantes, tais
como nutrientes e compostos que aumentam a sobrevivéncia das células. Espera-se

que estas formulagbes, ou veiculos, aumentem a vida util dos microrganismos,



13

melhorando seu desempenho sob condicdes comerciais, através da protecdo das
células contra estresses ambientais como dessecacao, tensao osmética, radiagao UV,
e extremos de temperatura (DROBY et al., 2016).

Considerando o exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a agao dos
compostos volateis produzidos pelas leveduras Trichosporon asahii (3S44) e
Torulaspora globosa (5S55) e testar diferentes formulagdes para auxiliar a agéo
antimicrobiana desses microrganismos no controle do fungo Alternaria alternata em

frutos de tomate na pds-colheita.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Alternaria

Os fungos do género Alternaria sp. séo facilmente encontrados em diversos
ambientes, como solo, ar, sementes, e matérias em decomposi¢ao, apresentando
elevada adaptabilidade a condigbes de alta e baixa temperatura. O género engloba
numerosas espécies endofiticas, saprofiticas e patdégenas (MORENO et al., 2012;
PEIXOTO, 2015).

Espécies de Alternaria sao conhecidas como patdgenos de plantas que causam
grandes perdas durante o cultivo e na pds-colheita em uma ampla gama de culturas
(WOUDENBERG et al., 2013). As alternarioses, como sao conhecidas as doencas
causadas por fungos desse género, sdo uma das doengas fungicas mais comuns em
hortalicas em diversos locais do mundo. S&do caracterizadas por danificar desde
plantulas até frutos de espécies de solanaceas, aliaceas, apiaceas, cruciferas e
cucurbitaceas, apresentando diferentes nomenclaturas de acordo com a cultura
afetada. Além de poder sobreviver entre cultivos, o patégeno pode permanecer viavel
pelo periodo de até um ano em condi¢cdes de baixa umidade, pois os conidios das
espécies de Alternaria sdo altamente resistentes a essas condigdes (TOFOLI;
DOMINGUES, 2004).

Esse género abrange fungos mitosporicos, com conidioforos que podem ser retos
ou sinuosos, com septos, e que se encontram isolados ou em grupos. Os conidios
apresentam variavel comprimento e largura, podendo ser retos ou ligeiramente
curvos; individuais, na maioria das vezes; com o corpo em formato elipsoidal ou
oblongo, que se torna mais fino conforme se aproxima do apice, formando um bico
comprido, sinuoso, e ocasionalmente ramificado. A coloragdo dos conidios desse
género pode se alterar entre parda, palha ou ouro claro, possuindo septos transversais
e pouco ou nenhum septo longitudinal (Figura 1) (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).
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Figura 1. Col6nia (A) e conidios (B) do fungo Alternaria alternata. Fonte: Site Microbe Notes.

Algumas das espécies de fungo do género Alternaria sp. podem sintetizar
metabolitos tdxicos para as plantas (fitotoxinas) e para seres humanos e animais
(micotoxinas). Estudos apontaram que essas micotoxinas tém potencial capacidade
genotdxica, mutagénica, carcinogénica e citotoxica (MORENO et al.,, 2012). O
alternariol (AL) e o éter monometilico do alternariol (AME), s&o as toxinas produzidas
em grande quantidade pela maioria das espécies de Alternaria (REDDY et al., 2000).
Para reduzir a contaminagdo, alguns paises estabeleceram regulamentos que
impdem limites a quantidade de micotoxinas presentes em seus produtos de origem
vegetal, dando especial atengdo a busca de métodos quimicos, fisicos e biolégicos
para suprimir o crescimento de bolores micotoxigénicos (BARKAI-GOLAN; PASTER,
2008).

2.2. Alternaria alternata em tomates

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), tem como centro de origem a regiao
andina, na América do Sul, pertence a familia Solanaceae, e € a segunda olericola de
maior consumo no mundo, com producdo mundial de 182 milhdes de toneladas em
2018 (FAOSTAT, 2020). Seu fruto apresenta diversos beneficios a saude, sendo fonte
de vitaminas, sais minerais, proteinas, e carotenoides como licopeno e caroteno
(PINTO, 2014).

Os frutos de tomate sio climatéricos e altamente pereciveis, podendo ter sua vida
util diminuida devido ao apodrecimento provocado por fungos. As doengas de pos
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colheita podem acarretar, durante o transporte e armazenamento, a perda de cerca
de 30% do total colhido. Um dos patégenos responsaveis por provocar tais perdas é
o fungo Alternaria alternata (ABDOLAHI et al., 2009), que pode infectar os frutos no
campo, tornando-se latente enquanto o fruto ndo amadurece, e conforme ocorre o
amadurecimento o fungo retoma seu crescimento (REDDY et al., 2000). O momento
ideal para o desenvolvimento de infec¢gdes fungicas é quando o fruto atinge a
maturidade (BASURTO et al., 2017). O fungo A. alternata é responsavel por varias
doencas do tomate, dentre elas o cancro da haste, podridao negra (Figura 2), mancha
foliar, e ferrugem precoce (AHMAD; SHAFIQUE; SHAFIQUE, 2013).

Figura 2. Fruto de tomate com podridao negra causada pelo fungo A. alternata

Além de causar a podriddo negra em pos-colheita nos frutos de tomate (REDDY
et al., 2000), o fungo A. alternata também é responsavel por doengas de pds-colheita
em culturas como pimentao e berinjela (FALLIK et al., 1994); manga (PRUSKY et al.,
2006); caqui (KOBILER et al., 2011); maca (SARAVANAKUMAR et al., 2008); pitaya
amarela (VILAPLANA; PAEZ; VALENCIA-CHAMORRO, 2017); e jujuba (YUAN et al.,
2019).

Para identificar as espécies do género Alternaria sp. ocorrentes em solanaceas,
sdo levadas em consideragéo caracteristicas morfolégicas como as dimensdes dos
conidios, comprimento do rostro, numero de septos transversais e longitudinais, e
numero de rostros apresentado por cada conidio (PEIXOTO, 2015). O fungo A.
alternata, causador da podriddo negra no tomate, caracteriza-se morfologicamente,
segundo Muniz et al. (2018), pela “producédo de um micélio de coloragdo cinza escuro
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a preto, aéreo, densamente turfado, com producdo de conidiéforos simples com

conidios escuros e multiseptais” (MUNIZ et al., 2018).

2.3. Leveduras no Controle Biolégico em Pés-Colheita

O controle biolégico de doengas de pods-colheita em frutos usando leveduras
antagobnicas é uma alternativa promissora ao uso de produtos quimicos, pois possuem
caracteristicas como tolerancia a multiplos fatores de estresse, requisitos nutricionais
simples e capacidade de colonizar superficies por longos periodos de tempo
(CONTARINO et al., 2019).

As leveduras sao microrganismos que podem agir de forma antag6nica em relagao
a outros microrganismos patogénicos. A maioria dos antagonistas microbianos séo
naturalmente encontrados na superficie de tecidos de frutas e vegetais, na filosfera,
em raizes e rizosfera, e também no solo. Existem inumeras possibilidades de
mecanismos de agdo pelos quais os antagonistas realizam o biocontrole, e para
suprimir a infecgdo por patdgenos, esses mecanismos trabalham em um sistema de
interagdo. Os principais mecanismos de biocontrole exibidos por antagonistas sao:
competicdo por nutrientes e espaco; antibiose através da producdo de antibidticos;
micoparasitismo; produgdo de enzimas liticas de parede celular; e indugdo da
resisténcia do hospedeiro (DUKARE et al., 2019).

A eficiéncia do uso de leveduras no controle de patdégenos causadores de doengas
em frutos foi atestada em diversos trabalhos. Vifas et al. (1998) obtiveram bons
resultados com a levedura Candida sake no controle de Penicillium expansum (Mofo
Azul), Botrytis cinerea (Mofo Cinza) e Rhizopus nigricans (Podriddo de Rhizopus) em
maca. No trabalho de Kalogiannis et al. (2006), a levedura filosférica Rhodotorula
glutinis Y-44 reduziu significativamente o numero de feridas infectadas com Botrytis
cinerea, causador do mofo cinza em frutos de tomate. O fungo Penicillium digitatum,
responsavel pelo mofo verde em citrus, foi controlado por linhagens das leveduras
Pichia sp. e Wickerhamomyces sp no estudo de Perez et al. (2016), onde foram
isoladas leveduras nativas, com potencial “killer” e atividade antagbnica contra fungos
causadores de doencgas na pos-colheita de liméo.
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Gomes et al. (2005) obtiveram resultados significativos no controle da podridao-
mole causada pelo patdégeno Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum em
tomate com a aplicagdo de calcio em conjunto com as leveduras Rhodotorula sp. e
Pseudomonas sp. fluorescente. Em seu trabalho de revisdo, Coelho et al. (2003)
listam diversos géneros de leveduras que apresentam o fator “killer’, um dos
mecanismos de agado capazes de inibir o crescimento de outros microrganismos. Os
géneros citados sdo: Saccharomyces spp.; Candida spp.; Cryptococcus spp.;
Debaryomyces spp.; Hansenula spp.; Kluyveromyces spp.; Pichia spp.; Torulopsis
spp.; Ustilago spp.; Rhodotorula spp.; Trichosporon spp.; Hanseniaspora spp.;

Williopsis spp.; Zygowilliopsis spp.; e Zygosaccharomyces spp.

Em seu estudo, Rosa et al. (2010) constataram que a levedura Torulaspora
globosa é micocinogénica, ou seja, produz toxinas “killer”. A levedura foi capaz de
controlar o fungo fitopatogénico Colletotrichun sublineolum, causador da antracnose
em sorgo, através de mecanismos de agdo como as toxinas “killer” e competigdo por
espaco e nutrientes. A levedura T. globosa também apresenta potencial para a
liberagao de potassio a partir de p6é de rochas (ROSA-MAGRI et al., 2012), e promogao
de crescimento vegetal (CABRINI; SALA; ROSA-MAGRI, 2019). Em relagdo a
levedura Trichosporon asahii, uma de suas potencialidades foi apresentada em um
estudo feito por Scarcella et al. (2017), apontando a capacidade da levedura para
producao de acido indolacético (AlA). Bosqueiro et al. (2020) também observaram a
producdo de compostos organicos volateis (COVs), produgdo de toxinas Kkiller,
formacédo de biofilme, e competicdo por nutrientes como mecanismos de acgao

utilizados pela levedura T. asahii no controle do fungo A. alternata.

2.4. Formulagées para Microrganismos Agentes de Controle Biolégico

O estudo com microrganismos antagonistas visando a elaboragdo de produtos
bioldgicos que sejam uma alternativa ao uso de agrotoxicos teve forte crescimento na
ultima década, porém, um grande entrave para a sua comercializagcdo é o
desenvolvimento de um produto formulado que seja estavel em prateleira, retendo a
atividade de biocontrole semelhante a das células frescas (ABADIAS et al., 2003).
Aumentar o numero de pesquisas para desenvolver formulagdes mais eficientes pode

ajudar a espalhar o uso de agentes de controle biolégico como uma alternativa real
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aos fungicidas sintéticos (CARBO et al., 2017). Uma boa formulacdo apresenta
caracteristicas como viabilidade econémica para a produc¢ao, facilidade de distribuicao
no ambiente desejado, além de extensa vida util mesmo durante o armazenamento e
em condigdes de temperatura elevada (MELIN; HAKANSSON; SCHNURER, 2006).

Diversos estudos foram publicados buscando aprimorar a adesao dos agentes de
controle biolégico, aumentando o numero de células e sua eficacia através da adicéo
de alguns revestimentos e adjuvantes (CARBO et al., 2017). Trabalhos recentes
demonstraram que ao adicionar sélidos formadores de revestimento nas células de
Candida sake foi observado melhora na sua sobrevivéncia e eficacia contra Botrytis
cinerea em uvas (MARIN et al., 2016).

Formulagdes com microrganismos agentes de controle biolégico sdo obtidas
através de diferentes métodos, podendo ser liquidas ou sélidas (AGUIRRE-GUITRON
etal., 2019), em geral, as formulagdes liquidas sdo usadas para bactérias e leveduras,
e as solidas para a maioria dos fungos. Em relagcéo a temperatura de armazenamento,
formulagbes em estado desidratado ou liofilizado podem ser armazenadas em
temperatura ambiente, ja as formulagdes liquidas precisam ser mantidas sob
refrigeragao (DROBY et al., 2016).

Os produtos de formulagéo solida sdo obtidos a partir de processos de secagem,
dentre eles a secagem por spray, considerada a mais viavel pelo baixo custo,
possibilidade de armazenamento e produgdo em grande quantidade, além da
facilidade de transporte (AGUIRRE-GUITRON et al., 2019). As formulacgdes liquidas
sao a maneira mais simples de estabilizar a viabilidade das células microbianas. O
meétodo pelo qual as formulagdes liquidas sdo obtidas envolvem o armazenamento
das células do microrganismo em solugcdo a base de agua ou 6leo com diferentes
protetores e aditivos, geralmente a baixas temperaturas. As formulagdes liquidas
foram utilizadas de forma bem sucedida nos trabalhos citados por Droby et al. (2016)
como alternativa as formulagdes solidas para os microrganismos C. sake, Rhodotorula
minuta, Pichia anomala e Cryptococcus laurentii (DROBY et al., 2016).

Ao comparar formulagdes liquidas e solidas para a producdo de um produto
biolégico com a levedura P. anomala (J121), Melin et al. (2006) concluiram em seu
estudo, que para cada tipo de formulagéo existem vantagens e desvantagens, e que
a melhor escolha depende do uso e da necessidade do produto de biocontrole,
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existindo grandes variagbes em relagdo a eficacia de acordo com cada técnica de

formulacdo dependendo da espécie do microrganismo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a agéo antifungica de compostos volateis produzidos pelas leveduras e
a aplicagado das mesmas, em diferentes formulagdes, no controle da podridao negra
em frutos de tomate na pds-colheita.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a agdo de compostos volateis produzidos pelas leveduras no controle
da podridao negra em frutos de tomate.

- Avaliar a acdo de diferentes veiculos (formulag¢des), no estabelecimento das
leveduras Torulaspora globosa e Trichosporon asahii na superficie de frutos de

tomate.

- A partir da melhor formulagao e levedura com melhor média de sobrevivéncia

na ferida do fruto, avaliar o controle do fungo A. alternata em frutos de tomate.

- Avaliar a incubagao dos frutos de tomate inoculados com a levedura T. globosa
em diferentes temperaturas (28°C e 10°C).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material biolégico

As duas linhagens de leveduras utilizadas no experimento identificadas como
Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44), foram obtidas da rizosfera
de cana-de-agucar (variedade RB867515), cultivada no Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Sdo Carlos, em Araras/SP.

Para a identificagdo foram aplicadas técnicas de biologia molecular, como o
sequenciamento da regido D1/D2 — 28S do rDNA com o uso dos primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3’). Os isolados das leveduras foram armazenados e mantidos refrigerados (8°C) até
o inicio dos testes, em tubos de ensaio inclinados, contendo o meio de cultura YEPD
(Yeast Extract Peptone Dextrose; composicao: 1% extrato de levedura; 2% peptona;
2% glicose; 2% agar) e glicerol 0,05%. Para a reativagdo, os microrganismos foram
repicados dos tubos de ensaio para tubos ‘Falcon’ contendo YEPD liquido, e
posteriormente colocados em uma incubadora Shaker a 30°C e 150 rpm.

O isolamento do fungo Alternaria alternata foi feito a partir de lesdes na
superficie de tomates que apresentavam sintomas de podriddo negra. Para confirmar
sua patogenicidade, foram inoculados esporos em tomates saudaveis. O fungo foi
mantido em placas de Petri com meio de cultura comercial BDA (Batata Dextrose
Agar), e guardado em local refrigerado para sua conservagéo. Anteriormente &
montagem dos experimentos, o fungo foi reativado a partir da repicagem para placas
com BDA e posterior incubagao a 30°C por aproximadamente 14 dias.

Os tomates (Solanum lycopersicum L.) utilizados no experimento foram obtidos
em supermercado, eram organicos, variedade ‘italiano’, enquadravam-se no grupo “lII”
em relagdo ao amadurecimento de acordo com a escala da CEAGESP (Figura 3), e
nao apresentavam sinais de lesdes ou sintomas de outras doengas. Previamente a
montagem dos ensaios, os frutos foram lavados com agua, detergente neutro, e
desinfestados através da imersdo em uma solu¢ao de hipoclorito de sédio a 1,42%
(p/p) por 20 segundos, sendo posteriormente enxaguados em agua corrente para a
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retirada do excesso de produto, e antes da alocagdo nos recipientes, foram

desinfestados com alcool 70%.

Pintando Colorido

©

I - tomate com Il - tomate com a cor Il - tomate com mais de
odpice entre o Subgrupo | 90% da cor final.
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-

Figura 3. Escala de amadurecimento do tomate (CEAGESP, 2003).

4.2. Producao de Compostos Organicos Volateis (COVs)

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia Agricola e
Molecular (LAMAM), no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sdo
Carlos, onde testes foram realizados para avaliar a producdo de COVs pelas
leveduras Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44), de acordo com
Parafati et al. (2015) e Chen, Chen & Chou (2018) com modificagdes.

Os microrganismos a serem inoculados foram previamente preparados e
encontravam-se em crescimento ativo em placa de Petri. Para a montagem dos
ensaios, placas de Petri com meio de cultura YEPD foram inoculadas com 100 pul de
uma suspensdo com concentracdo de 1x10° células de levedura/ml, ajustadas em
Camara de Neubauer. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
com 6 repetigbes para cada tratamento. Sendo os tratamentos: controle (placas de
Petri apenas com o meio de cultura YEPD); placas com a levedura T. globosa e placas
com a T. asahii.

Apos a desinfestacdo descrita no item anterior, os frutos de tomate foram
artificialmente feridos (Figura 4), sendo realizadas em cada fruto, duas feridas na
regido equatorial, em lados opostos, removendo-se a porgédo de tecido em 7 mm de
diametro e 3 mm de profundidade. Em seguida, cada ferida foi inoculada com 20 ul de

uma suspensao na concentragdo de 1x10° esporos de Alternaria alternata/ml.
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Figura 4. Exemplo do ferimento realizado artificialmente em um dos lados do fruto.

As placas de Petri e os tomates inoculados com o fungo foram alocados em
recipientes plasticos, quadrados, herméticos, e com quatro travas, que foram envoltos
com papel aluminio. Apresentando as dimensbdes de 11,5 cm de comprimento, 11,5
cm de largura e 10,5 cm de altura (volume de 1,4 litros). As placas de Petri foram
fixadas na parte interna do recipiente com o uso de uma fita adesiva dupla face. Para
evitar o deslocamento, os frutos de tomate foram colocados sobre um suporte de
papelao encapado com papel aluminio, previamente desinfestado com alcool 70%,
que foi colado no recipiente com uma fita adesiva dupla face. Em cada um dos
recipientes, entre a placa e o fruto, foi adicionada uma gaze estéril dobrada quatro
vezes, e embebida em agua destilada também estéril, até a saturagédo, para a
manutengdo da umidade no ambiente interno do recipiente (Figura 5). Depois de
prontos, os recipientes foram fechados, e entre a tampa e o pote foi passada uma
camada de plastico filme de PVC. Em seguida, os recipientes foram levados para a
incubadora, onde permaneceram por 7 dias a 28 °C. Foram realizadas 6 repeticdes
por tratamento (Figura 6), sendo o controle (placa ndo inoculada) e com a presenga

da levedura, totalizando 12 frutos por ensaio (uma levedura avaliada por ensaio).
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Figura 6. Montagem do teste com a levedura T. globosa, evidenciando as 6 repeticdes do tratamento

controle.

Apos o periodo de incubagdo, foram avaliados, com o auxilio de um
paquimetro, o didmetro da podriddo em cada lesdo (medigdo externa) e a
profundidade do sintoma interno (Figura 7). Além disso, foram pré-definidas categorias
(Quadro 1), de acordo com o trabalho de Bosqueiro (2019), para determinar a
severidade da doenca, de forma qualitativa através de notas, a partir da avaliagao do
grau de desenvolvimento do micélio e a presenga de esporos do fungo na lesao
(Figura 8), sendo estes dados apresentados em porcentagem de les6es acometidas.
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Figura 7. Avaliagdo dos sintomas externos (A) e internos (B) de um fruto do tratamento controle do

teste com a T. asahii, com o auxilio de um paquimetro.

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

presenga de micélios e esporos. (BOSQUEIRO, 2019).

ESTRUTURA CATEGORIAS DESCRICAO

0 Micélio nao visivel

Micélio 1 Pequena a média quantidade de micélio
2 Grande quantidade de micélio
0 Esporos nao visiveis

Esporos 1 Pequena a média quantidade de esporos
2 Grande quantidade de esporos

Categoria 0 Categoria 1 Categoria 2

Miceélio

Esporos

Figura 8. Exemplo das categorias para presenca de micélio e esporos nas lesées com podridao.
(BOSQUEIRO, 2019).
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4.3. Dinamica populacional das leveduras em feridas no tomate e no
controle de A. alternata

4.3.1. Sobrevivéncia da levedura inoculada no fruto sob diferentes formulagcbées

Os ensaios foram realizados de acordo com Lima et al. (2014) com modificagdes.
As leveduras T. globosa (linhagem 5S55) e T. asahii (linhagem 3S44) foram cultivadas
em tubos ‘Falcon’ contendo 10 ml do meio de cultura YEPD liquido (extrato de
levedura, peptona e dextrose) e mantidas em uma incubadora com agitacéo por 48
horas a 30 °C e 150 rpm para a multiplicagcédo. Apds o periodo de incubagao, as células
foram centrifugadas a 3.600 rpm durante 10 minutos e posteriormente retirou-se o
sobrenadante. Em seguida o veiculo foi adicionado ao tubo contendo as células das
leveduras até atingir a concentragdo de 1x108 células/ml. Foram avaliados como
veiculos (1) Tween 80, (2) amido de milho, (3) alginato de sodio, e (4) gelatina incolor,
0s quatro na concentracdo de 2%. Para o tratamento controle, utilizou-se solugéo

salina (0,85%) como veiculo.

Ap0s o processo de desinfestagdo (descrito no item ‘Material Bioldgico’), os frutos
foram feridos artificialmente em lados opostos, sendo realizada duas feridas em cada
fruto, retirando-se uma porcgao de tecido de 7 mm de didametro e 3 mm de profundidade
(cada ferimento representou uma amostra). Em seguida, foi inoculado 20 ul da
formulacdo em cada ferida e os frutos foram dispostos em uma bandeja envolta por
papel aluminio previamente desinfestado com alcool 70% e posteriormente envolvida
por um saco plastico com furos para permitir a oxigenacgéo (Figura 9). Os frutos foram
levados para a incubadora onde permaneceram por 48 horas a 28 °C. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, e utilizou-se 3 repetigdes por

tratamento.
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Figura 9. Exemplo da alocagéo dos frutos de tomate na montagem do experimento antes (A) e depois

(B) da colocagao do saco plastico.

Ap0s 48 horas, retirou-se com o auxilio de um bisturi, uma porg¢ao de 1 g da regiédo
onde o ferimento foi realizado em cada fruto, e em seguida essa fragao retirada foi
colocada em frascos ‘Erlenmeyer’ de 250 ml contendo 90 mL de solugéo salina e 1%
de Tween 80, constituindo a diluigdo 102 (Figura 10). Os frascos ficaram em agitagéo

por 30 minutos em uma incubadora shaker a 25 °C e 160 rpm.

Figura 10. Exemplo da retirada da amostra do ferimento (A) e amostras nos frascos com solugéo salina
e Tween 80 (B).

Depois de agitados, os frascos foram levados para o fluxo laminar, onde as
amostras foram novamente movimentadas com o auxilio de uma alga de platina para

que o restante das células aderidas ao tecido do fruto fossem liberados para a solugao.

A partir da solugao concentrada contida nos frascos ‘Erlenmeyer’ foram feitas
diluigbes seriadas até a diluigdo 10, e em seguida realizou-se o plaqueamento de

100 pl das diluicdes 10° e 10 em placas de Petri contendo o meio de cultura YEPD
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(extrato de levedura, peptona, dextrose e agar). Cada uma das dilui¢bes foi plaqueada
em triplicata. As placas foram identificadas de acordo com cada amostra e diluicéo, e
levadas para a incubadora onde permaneceram a 28 °C por 48 horas. Posteriormente
ao periodo de incubagao, realizou-se a contagem das col6nias presentes nas placas,
sendo a densidade populacional das leveduras expressa como log10 UFC (Unidades
formadoras de colbnias) por ferida (Figura 11). O resultado, portanto, foi dado em
UFC/g de tomate.

Figura 11. Placas de Petri com as colbénias de leveduras.

Os resultados obtidos a partir dos testes com as leveduras e as formulacdes
indicaram que a formulagdo com o amido de milho (2%) e a levedura T. globosa (5S55)
destacaram-se dentre as demais em relagcéo a sobrevivéncia das células na ferida do
fruto. A partir desse resultado, visando analisar a sobrevivéncia da levedura em
temperatura amena (condicdo de armazenamento), realizou-se um segundo teste com
as mesmas etapas descritas anteriormente, porém com temperatura de incubacao de

10 °C e plagueamento das diluigbes 102 e 103,

4.3.2. Controle do fungo pela levedura aplicada em feridas no fruto

O experimento foi realizado de acordo com Wang et al. (2008) com modificagdes.
O fungo A. alternata foi repicado em placas de Petri contendo o meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar; 42 g/L de meio comercial). Para a montagem do experimento
foi adicionado aproximadamente 10 ml de solugdo salina estéril nas placas contendo
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o fungo, e com o auxilio de uma alga de platina, as estruturas do fungo foram liberadas
(raspagem do micélio) para a solugao, que posteriormente foi transferida para tubos
‘Falcon’. Utilizando a Camara de Neubauer, a concentragcdo de esporos foi ajustada
para 1x10° esporos/ml. A levedura T. globosa (linhagem 5S55) foi cultivada em tubos
‘Falcon’ contendo 10 ml do meio de cultura YEPD liquido (extrato de levedura, peptona
e dextrose) o qual foi mantido em uma incubadora com agitagéo por 48 horas a 30 °C
e 150 rpm para a multiplicacdo. Apds o periodo de incubacgao, as células foram
centrifugadas a 3.600 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e em
seguida adicionou-se a solugdo de amido de milho (2%) ou solugdo salina (NaCl
0,85%) ao tubo contendo as células das leveduras até atingir a concentragdo de 1x108

células/ml.

Os frutos foram lavados e desinfestados, como descrito no item ‘Material
Bioldgico’, e em cada um deles foi feito um ferimento artificial com a retirada de tecido,
nas dimensdes de 7 mm de didmetro e 3 mm de profundidade. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, com 3 repeticdes
para cada tratamento, sendo eles: tratamento controle; tratamento com células de
levedura T.globosa em solugéo salina (0,85%); e tratamento com células de T.globosa

em solugdo com amido de milho.

No tratamento com a levedura e solugdo salina, em cada uma das feridas,
inoculou-se 20 pl de uma solugéo contendo 1x108 células de T. globosa/ml e solugéo
salina (0,85%). No tratamento com a levedura e o amido de milho, foi inoculado nas
feridas 20 pl de uma solugéo com a concentragéo de 108 células de T. globosa/ml e
amido de milho (2%). No tratamento controle, foi inoculado 20 pl de solug&o salina
(0,85%) contendo 1x10° esporos de A. alternata/ml em cada uma das feridas. Os
tratamentos com a levedura foram colocados na incubadora onde ficaram por 3 horas,
e apos esse periodo foram retirados e inoculou-se, em cada uma das feridas onde a
levedura ja havia sido inoculada, 20 yl de uma suspens&o com concentragéo de 1x10°

esporos de A. alternata/ml.

Os tomates foram dispostos em bandejas envolvidas em papel aluminio, as quais
foram desinfestadas com alcool 70%. As bandejas foram envolvidas em sacos
plasticos com furos para permitir a oxigenagdo (Figura 12), e em seguida foram
colocadas em uma incubadora a 28°C por 7 dias.
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Figura 12. Exemplo da alocagao dos frutos nas bandejas.

Ap0s o periodo de incubacgéo foi realizada uma avaliagao qualitativa, segundo
o trabalho de Bosqueiro (2019), anteriormente exemplificada no ‘Quadro 1’ e ‘Figura
8. Esta analise visa determinar, através de notas, o grau de desenvolvimento do
micélio e a presenca de esporos do fungo na leséo, sendo estes dados apresentados
em porcentagem de lesdes acometidas. Também foi realizada a analise quantitativa
com o auxilio de um paquimetro, com a medida do didmetro da podriddo em cada

les&o (medic&o externa) e a profundidade do sintoma interno (Figura 7 e 13).

Figura 13. Exemplo dos sintomas externos (A) e internos (B) dos frutos do tratamento com a levedura

T. globosa e amido de milho.

4.4. Analise de dados

Todos os dados quantitativos obtidos deste trabalho foram analisados através de
analise de variancia (ANOVA) e as a comparagédo das medias realizada através do
teste de Tukey a 5% de significancia. Para a analise estatistica foi utilizado o software
Statistica 6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producgao de Compostos Organicos Volateis (COVs)

A média do diametro das lesbes externas causadas pelo fungo A. alternata foi
de 2,72 cm no tratamento controle, 3,25 e 1,73 cm para os tratamentos com a T. asahii
(3S44) e T. globosa (5S55), respectivamente (Figura 14). Nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos com as leveduras e o tratamento controle. O
tratamento com a levedura Torulaspora globosa (5S55) apresentou lesbes com menor
diametro, porém, ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle, indicando que
ndo houve uma diminuigdo significativa do didmetro externo da podriddo. O tratamento
com a Trichosporon asahii (3S44) apresentou a maior média de didmetro da leséo,

também nao diferindo estatisticamente do tratamento controle.
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Figura 14. Médias do didmetro do sintoma externo da podriddo em frutos de tomate utilizados no teste
de produgdo de compostos organicos volateis (COVs) pelas leveduras T. asahii (3S44) e T. globosa
(5S55).

Em relagc&o ao sintoma interno, as médias foram de 1,45 cm para o controle,
1,25 e 0,88 cm para a 3S44 e 5S55, respectivamente (Figura 15). O didmetro da leséo
no tratamento controle apresentou a maior média dentre os tratamentos. Com a
presenca da T. asahii (3S44) houve uma reducdo no didmetro da les&o interna, porém
nao diferiu estatisticamente do tratamento controle. Ja no tratamento com a T. globosa

(6S55), ocorreu uma reducao significativa do diametro da leséo interna, evidenciando
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que apesar do diametro ndo ter reduzido externamente, a podriddo nao evoluiu

internamente na presenca da levedura.
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Figura 15. Médias do didmetro do sintoma interno da podridao em frutos de tomate utilizados no teste
de produgdo de compostos organicos volateis (COVs) pelas leveduras T. asahii (3S44) e T. globosa
(5S55).

Dentre as caracteristicas qualitativas avaliadas, em relagdo a presenca de
micélio na lesdo (Figura 16), observou-se que apenas no tratamento controle
ocorreram lesdes na categoria 2 (caracterizada pela presenga de grande quantidade
de micélio). Nos tratamentos com ambas as leveduras, todas as lesbes encontravam-
se na categoria 1, ou seja, com média quantidade de micélio.

Quanto a presenga de esporos (Figura 17), nao foi observado lesGes na
categoria 2 em nenhum dos tratamentos. No tratamento controle, a maioria das les6es
se enquadravam na categoria 1, € nos tratamentos com as leveduras, ocorreu um
aumento das lesdes na categoria 0, caracterizada pela auséncia de esporos visiveis,
indicando que a presenca das leveduras promoveu a diminuicdo da quantidade de
esporos do fungo A. alternata. A levedura que apresentou melhor resultado em

relacao a diminuigao da quantidade de esporos foi a T. asahii (3S44).
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Figura 16. Caracteristicas apresentadas pelas lesées com podridéo (%) em relagdo a presenga de

micélio.
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Figura 17. Caracteristicas apresentadas pelas lesées com podridéo (%) em relagéo a presenga de

esporos.

De acordo com os resultados observados neste ensaio, houve controle do
fungo A. alternata pela levedura T. globosa (5S55) em relagdo a evolugdo dos
sintomas internos, e diminuicdo da presenca de esporos nos sintomas da podridao na
presenca da levedura T. asahii (3S44). Em contrapartida, ndo ocorreu diminuigao
significativa das lesbes externas. Em testes in vitro realizados anteriormente pelo
nosso grupo de pesquisa, posicionando as placas de Petri de forma sobreposta,
observou-se a inibicdo de 30,2% da area micelial de A. alternata pela levedura T.
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asahii (3S544) (BOSQUEIRO, 2016), e 94,24% de inibigdo do mesmo fungo pela
levedura T. globosa (5S55) (BIZARRIA JUNIOR, 2016). Nos testes in vivo do presente
estudo, a melhor inibicdo do sintoma externo observada foi de 36,4% pela levedura T.
globosa.

Em seu trabalho, Bosqueiro (2019) utilizou caixas plasticas de dimensdes 36 x
26,5 x 10 cm (volume de aproximadamente 9,5 litros) (Figura 18-A) para a montagem
do experimento, sendo que em cada caixa foram alocadas 6 placas e 10 tomates. Os
resultados obtidos para a lesdo externa ndo foram satisfatérios, ndo havendo o
controle do fungo A. alternata pelas leveduras T. asahii (3S44) e T.globosa (5S55);
nao foi realizada a avaliagao do sintoma interno por Bosqueiro (2019). Em relagéo as
categorias descritas quanto ao desenvolvimento do micélio e presenca de esporos,
tanto no trabalho de Bosqueiro (2019) quanto neste foram observados reduc¢do das

categorias nos tratamentos com as leveduras.

Ao comparar o estudo de Bosqueiro (2019), este trabalho, e o teste in vitro com
as duas leveduras, € possivel afirmar que o resultado positivo observado no teste in
vitro pode estar relacionado ao volume do recipiente que abriga o composto volatil
produzido pela levedura. Tanto na caixa plastica utilizada por Bosqueiro (2019), como
no recipiente utilizado por nés neste estudo (dimensdes de 11,5 cm de comprimento,
11,5 cm de largura e 10,5 cm de altura, com volume de 1,4 litros) (Figura 18-B), a
atuacdo dos compostos volateis produzidos pelas leveduras pode ter sido
desfavorecida, provavelmente devido a baixa producdo dos volateis, e baixa
saturacado deste dentro do recipiente. Pois de maneira geral, os microrganismos
produzem esses compostos em muito baixa concentracdo (DI FRANCESCO et al.,
2015).

Em outro estudo envolvendo a produgdo de compostos organicos volateis por
leveduras no controle do fungo Botrytis cinerea em frutos de morango, realizado por
Chen, Chen e Chou (2018), foram utilizados cinco frutos por recipiente (Figura 18-C)
e foi avaliado duas ou quatro placas de Petri com as leveduras. Em seu resultado,

observou-se que o controle do fungo foi maior com o maior numero de placas (quatro).
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Figura 18. llustragdo dos recipientes com os testes de COVs dos trabalhos citados. (A) Bosqueiro
(2019), (B) presente trabalho, e (C) Chen, Chen & Chou (2018).

Levando em consideragao os trabalhos citados e seus resultados, a ideia
proposta no presente estudo foi a redugcado do tamanho do recipiente e a utilizagdo de
uma placa por fruto. Além disso, mais estudos sobre os compostos volateis produzidos
por ambas as espécies de levedura sdo necessarios para entender com propriedade
sua contribui¢cdo no controle do patégeno, a fim de melhor explorar o potencial desses

microrganismos antagonistas.
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5.2. Dinamica populacional das leveduras em feridas no tomate e no
controle de A. alternata

5.2.1. Sobrevivéncia da levedura inoculada no fruto sob diferentes formulagcbes

A média de unidades formadoras de colonia (UFC/g de tomate) recuperadas das
feridas do fruto apds 48 horas de incubacao foi de 4,42x107 no tratamento controle
(solugdo salina), 5,06x10” no tratamento com a gelatina incolor, 5,09x10” no
tratamento com o tween 80, 5,61x10” no tratamento com alginato de sddio, e 6,18x10’
no tratamento com o amido de milho (Figura 19). As formulagbes com os veiculos
amido de milho e alginato de sdédio destacaram-se positivamente, apresentando os
melhores resultados em relagdo a sobrevivéncia das leveduras na ferida do fruto,
diferindo-se estatisticamente do tratamento controle. Os veiculos gelatina incolor e
tween 80 nédo diferiram estatisticamente dos tratamentos com o amido e o alginato,
nem do tratamento controle. O tratamento controle, com a solugdo salina como

veiculo, apresentou as menores médias de UFC/g de tomate.
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Figura 19. Numero de unidades formadoras de colonia (UFC/g de tomate) correspondentes as

formulagbes com solugao salina (controle); gelatina, tween 80; alginato de s6dio e amido de milho.

Em relagdo as leveduras inoculadas na ferida do fruto juntamente com os
veiculos, a T. globosa (5S55) apresentou o melhor resultado, com média de 6,07x10’
unidades formadoras de colénia (UFC/g de tomate), diferindo estatisticamente da
levedura T. asahii (3S44), que apresentou médias inferiores, de 4,54x107 unidades

formadoras de colénia (UFC/g de tomate) (Figura 20).
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Figura 20. Numero de unidades formadoras de colénia (UFC/g de tomate) correspondentes aos testes
com as leveduras T. asahii (3S44) e T. globosa (5S55).

No teste realizado com temperatura de incubacdo de 10°C, a partir da
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC/g de tomate),
observou-se que nao houve aumento do numero de células na ferida do fruto. O
indculo inicial apresentava concentracdo de 1,0x108 células de levedura/ml,
correspondente a 2,0x10° unidades formadoras de coldnia (UFC), e a média apods 48
horas de incubacgéo foi de 2,66x10° unidades formadoras de col6énia (UFC/g de
tomate). Mesmo que a quantidade de unidades formadoras de coldnia tenha diminuido
quando exposta a baixas temperaturas, ainda haviam células vivas da levedura T.

globosa (5S55) na ferida do fruto apds 48 horas de incubagéo.

Em seu trabalho, Bosqueiro (2019) estudou a resisténcia da levedura T.
globosa (5S55) a estresses ambientais, incluindo baixas temperaturas. Ao incubar as
células da levedura a 10°C, foi observado que mesmo apds as 96 horas (maior tempo
de incubagao avaliado), a levedura ndo chegou a atingir sua fase estacionaria, o que
explica o resultado obtido no presente estudo, em que a levedura T. globosa, mantida
em baixas temperaturas, ndo aumentou seu numero de células, porém ainda haviam

células vivas apds o periodo de incubacéo.

Para que o microrganismo antagonista seja um bom agente de biocontrole é
necessario que apresente a capacidade de colonizacado de feridas e superficies de
frutos. Além disso, o nivel de sobrevivéncia e a taxa de crescimento nessas superficies

intactas ou danificadas deve ser grande o suficiente para evitar o estabelecimento de
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patogenos (DROBY et al., 2016). Diversos estudos tém mostrado que uma estratégia
possivel de ser usada para melhorar a eficacia e confiabilidade dos agentes de
biocontrole aplicados na pés-colheita € a adicdo de substancias estabilizantes a
formulacdo, tais como polimeros, acucares, albumina, leite, sais, mel, polidis,
aminoacidos, acidos organicos, e aditivos alimentares (DROBY et al., 2016; GOTOR-
VILA et al., 2017). Os aditivos utilizados como revestimento também podem aumentar
a toleréncia dos agentes de biocontrole as condigdes de estresse ambiental e atuar
como protetores durante a preparagao, conservacao e aplicacdo de produtos a base
de microrganismos (MARIN et al., 2016).

Como observado, os dois veiculos testados que apresentaram os melhores
resultados para a aderéncia e sobrevivéncia das células das leveduras foram o
alginato de sd6dio e o amido de milho. O alginato de sodio, amplamente utilizado nas
industrias alimenticias e farmacéuticas, € o sal de sodio de acido alginico, um
polissacarideo (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; NAVARRO DA SILVA, 2008). E um
material altamente biocompativel, possui baixa toxicidade, baixo custo e mecanismo
de gelificagdo simples (CORATO et al., 2018), além de ser um promotor de adesé&o
celular (PATINO-VERA et al., 2005). Marin et al. (2016) citam em seu trabalho estudos
que mostraram que a adicdo de revestimento a formulagdo apresentou efeito de
controle sobre patdgenos, dentre eles o alginato de sodio, que teve um leve efeito
indireto no controle de fungos em uvas e laranjas, sugerindo que as interagdes dos
veiculos, n&do apenas com 0 microrganismo, mas também com o agente infeccioso,

desempenha um papel importante no biocontrole.

O amido de milho, polissacarideo formado por ligagdes de unidades de glicose
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2015), assim como o alginato de sodio, também é
amplamente utilizado devido a sua alta disponibilidade e baixo custo. As cadeias
polissacaridicas formadoras do amido de milho possuem a capacidade de revestir as
células e preencher as lacunas entre elas (MARIN et al., 2016), sendo, portanto, um
interessante revestimento para ser aplicado em formulagdes com microrganismos
agentes de controle biolégico. De modo geral, os resultados obtidos no presente
trabalho apontam o alginato de sédio e o amido de milho, na concentragdo de 2%
como bons veiculos de revestimento para as células das leveduras Torulaspora
globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44).
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Bosqueiro (2019) testou em seu trabalho formulagdées contendo as leveduras
Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44) e os veiculos amido de
milho e gelatina incolor, ambos na concentragdo de 2% para avaliagdo da aderéncia
das células desses microrganismos na superficie de frutos de tomate. A concentragéo
da suspenséo de células das leveduras utilizadas por Bosqueiro (2019) na formulag&o
foi a mesma do presente trabalho, porém ao invés de inocular a formulagédo em feridas
artificiais no fruto, os frutos foram mergulhados na formulagdo contendo veiculo e
microrganismo. Confirmando os resultados do presente estudo, o veiculo que
apresentou melhor desempenho foi o amido de milho, com 1,74x10° UFC/g de tomate
recuperadas no teste com a levedura T. globosa, e 1,07x108 UFC/g de tomate
recuperadas no teste com a levedura T. asahii. Os tratamentos com os dois veiculos
diferiram estatisticamente do tratamento controle para as duas leveduras testadas.
Diferente do que foi observado no presente trabalho, a levedura T. asahii apresentou
uma ligeira superioridade em relagéo a T. globosa no trabalho de Bosqueiro (2019), o
que foi atribuido pela autora a capacidade da levedura Trichosporon asahii (3S44) de

formar biofilme.

Bons resultados com o veiculo amido de milho a 2% também foram observados
por Lima et al. (2014), que testaram as leveduras Wickerhamomyces anomalus
(linhagem 422) e Meyerozyma guilliermondii (linhagem 443) na pos-colheita de frutos
de mamé&o. Para ambos os microrganismos, as maiores taxas de sobrevivéncia foram
obtidas em 2% de amido, sendo que no tratamento com W. anomalus (cepa 422) e
amido de milho a incidéncia da doencga foi 48,3% menor quando comparado ao

controle.
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5.2.2. Controle do fungo pela levedura aplicada em feridas no fruto

Todas as feridas onde foi inoculado o fungo A. alternata apresentaram sintomas
da podridao negra. A média do didmetro da lesdo externa da podridédo no fruto,
causada pelo fungo A. alternata foi de 2,55 cm no tratamento controle, 2,27 cm no
tratamento com a levedura T. globosa e solugéo salina, e 1,93 cm no tratamento com
a levedura e amido de milho (Figura 21). O tratamento com a levedura e o veiculo
amido de milho obteve o melhor resultado, apresentando o menor didmetro de lesao,
diferindo estatisticamente do tratamento controle. O tratamento com a levedura
T.globosa e solugao salina ndo apresentou diferenga estatistica do controle, nem do

tratamento com a levedura e o amido de milho.
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Figura 21. Médias do didmetro do sintoma externo da podriddo em frutos de tomate utilizados no teste
de controle do fungo A. alternata pela levedura T. globosa (5S55).

Em relagdo ao sintoma interno, as médias foram de 1,09 cm para o controle,
0,73 e 0,75 cm para os tratamentos com a levedura e solugao salina e a levedura e
amido de milho, respectivamente (Figura 22). O didametro da lesdo no tratamento
controle apresentou a maior média dentre os tratamentos, diferindo-se
estatisticamente dos outros dois. Os tratamentos com a levedura nao diferiram
estatisticamente entre si, e apresentaram resultado satisfatério em relacéo ao controle

do sintoma interno no fruto.
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Figura 22. Médias do didmetro do sintoma interno da podridao em frutos de tomate utilizados no teste

de controle do fungo A. alternata pela levedura T. globosa (5S55).

Nos resultados da avaliacdo qualitativa em relacdo a presenca de micélio do
fungo na ferida do fruto (Figura 23), observou-se que apenas no tratamento controle
ocorreram lesdes na categoria 2 (caracterizada pela presenga de grande quantidade
de micélio). A maioria das lesdes no tratamento controle encontravam-se na categoria
1, com média quantidade de micélio. Nos tratamentos com a levedura, além de nao
haver lesbes na categoria 2, ocorreram lesdes na categoria 1 (pequena a média
quantidade de micélio) e categoria 0, caracterizada pela auséncia de micélio visivel.
O tratamento com a levedura T. globosa e o veiculo amido de milho destacou-se
positivamente, apresentando 50% das lesées na categoria 0.
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Figura 23. Caracteristicas apresentadas pelas lesées com podridéo (%) em relagdo a presenga de
micélio.

Quanto a presencga de esporos (Figura 24), 100% das lesdes no tratamento
controle encontravam-se na categoria 1, caracterizada por pequena a média
quantidade de esporos. No tratamento com a levedura T. globosa e solugao salina
houve lesdes nas trés categorias (0, 1 e 2), e no tratamento com a levedura e amido
de milho, as lesbes se encontravam nas categorias 1 e 2. Mesmo na presenga da
levedura n&o ocorreu diminui¢ao significativa da quantidade de esporos do fungo A.

alternata.
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Figura 24. Caracteristicas apresentadas pelas lesGes com podridéo (%) em relagéo a presenga de

esporos.
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Resultados positivos em relagdo ao controle do fungo Alternaria alternata
também foram observados no trabalho de Wang et al. (2008), que estudaram a agéo
da levedura marinha Rhodosporidium paludigenum Fell & Tallman no controle da
podridao causada pelo fungo na pos-colheita de tomates cereja. Diferente dos estudos
preliminares realizados com as leveduras Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon
asahii (3S44) utilizadas no presente trabalho, nenhum dos tratamentos com a levedura
R. paludigenum apresentaram inibigdo do fungo A. alternata nos ensaios in vitro. Os
autores, em sua discussao, atribuiram ao fato de que o mecanismo de acado da
levedura seria de competicdo por espaco e nutrientes e ndo por producido de
compostos antimicrobianos. Os testes nos frutos foram realizados com a inoculagéo
de 20 pl de cada um dos tratamentos em feridas (5 mm de didmetro e 3 mm de
profundidade) realizadas artificialmente nos tomates. Quatro horas apds a inoculagao
do tratamento com a levedura, foi inoculado 10 pl de 5x10* esporos de A. alternata/mL
e os frutos foram colocados em caixas plasticas com umidade controlada. A avaliagao
da incidéncia da doenca foi feita apos 5 dias. Também foram realizados ensaios para
verificar a melhor concentragéo da levedura no controle do fungo no fruto e testes para
avaliar o efeito do intervalo entre a aplicagdo da levedura e inoculacéo de A. alternata.
O melhor resultado no teste in vivo foi obtido no tratamento com suspenséo de 1x108
células/mL de células lavadas da levedura R. paludigenum, com diminui¢gao de 80%
da incidéncia da doenga comparado ao tratamento controle. Em relacéo ao teste que
avaliou o tempo entre a aplicagdo da levedura e do fungo na ferida do fruto, foi
observado que a aplicagdo da levedura antes do patdégeno foi melhor do que a
aplicagao simultanea ou posterior. Tal resultado concorda com a ideia do presente
estudo, de que a eficiéncia de acdo da levedura como agente de biocontrole seria
superior quando aplicada de forma preventiva e ndo como remediagdo. Outro
resultado obtido no estudo de Wang et al. (2008) mostrou que quanto maior a
concentracdo da levedura, menor a incidéncia da doenca. Bons resultados foram
observados com a concentragdo mais elevada de células avaliada, de 1x10° células
da levedura/mL. Nessa concentracdo ocorreu 52% de reducdo da incidéncia da
doenga comparado ao tratamento controle (agua destilada estéril), e
aproximadamente 15% de reducdo quando comparado ao tratamento com
concentragdo de 1x108 células de R. paludigenum/mL.
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Segundo Patifio-Vera et al. (2005), quando os microrganismos antagonistas
sdo aplicados diretamente nas feridas, o controle biolégico de doengas de frutos é
particularmente eficaz, pois as feridas sdo um ponto de entrada para os patégenos e
um ambiente rico em nutrientes, portanto, o antagonista compete com o patdégeno no
espaco limitado disponivel. Além disso, assim como foi observado no resultado do
trabalho de Wang et al. (2008), a eficacia de muitos antagonistas de patégenos de
feridas esta diretamente relacionado ao numero de células do microrganismo agente
de biocontrole aplicados (SPADARO et al., 2010). Considerando as informagdes
expostas, é possivel supor que a lesdo causada pelo fungo Alternaria alternata nos
frutos de tomate pode ser reduzida aumentando a concentragdo da suspensao das

leveduras inoculadas.

Os resultados obtidos por Bosqueiro (2019) em seu ensaio sobre o controle do
fungo Alternaria alternata pela formulagdo contendo amido de milho (2%) e as
leveduras Torulaspora globosa (5S55) e Trichosporon asahii (3S44) foram positivos,
havendo diferenga estatistica entre o tratamento com as duas leveduras e o
tratamento controle. Em relagdo ao didmetro externo da lesdo, no tratamento com a
levedura T. globosa foi observado uma inibigao de 15,7% comparado ao tratamento
controle, ja no presente trabalho essa inibigédo foi ligeiramente superior, com 24,28%
de reducgédo do didmetro da lesdo. Bosqueiro (2019) n&o avaliou o didmetro interno da
lesdo, porém, neste estudo, observamos que o controle da doenca foi maior
internamente, apresentando 31,75% de reducdo. A respeito da avaliagao qualitativa,
neste estudo observamos que na presenca da levedura T. globosa com o veiculo
amido de milho (2%) ocorreu diminuicdo da quantidade de micélio e aumento da
producao de esporos, e no trabalho de Bosqueiro (2019), que avaliou a quantidade
produzida de micélio e esporos das duas leveduras juntamente com o veiculo amido
de milho (2%), foi observado uma diminuigéo tanto da quantidade de micélio quanto
da quantidade de esporos na presenca das leveduras, com destaque positivo para a
levedura Trichosporon asahii (3S44). Em geral, a levedura Trichosporon asahii (3S44)
apresentou superioridade nos resultados obtidos por Bosqueiro (2019), e no presente
estudo o contrario foi observado, com melhores resultados nos tratamentos com a

levedura Torulaspora globosa (5S55).
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados observados neste trabalho, concluimos que a levedura
rizosférica Torulaspora globosa (5S55) apresenta atividade de biocontrole contra o

fungo Alternaria alternata em frutos de tomate na pos-colheita.

O controle da podridao foi mais eficiente quando células da levedura foram
aplicadas na ferida realizada na superficie do fruto. Pouco controle do fungo
fitopatogeno foi observado através da produgcdo de compostos organicos volateis
(COVs) produzidos pela levedura.

Foi observada influéncia do veiculo na sobrevivéncia das células de levedura na
superficie do fruto, sendo que os melhores resultados foram obtidos no emprego de

amido de milho na concentragao de 2%.
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