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ESTUDO DE MECANISMOS USADOS POR LEVEDURAS NO BIOCONTROLE DE
FITOPATOGENOS CAUSADORES DE DOENCAS POS-COLHEITA DE FRUTAS

Adriane Maria da Silval; Monica Pirola Viecelli%; Daniel Terao®.

N° 14411
RESUMO: Muitos produtores ainda utilizam agrotdxicos no tratamento pds-colheita, provocando a
contaminacgdo quimica da fruta e colocando em risco a saude da populacéo. O controle biolégico é
um método alternativo que nao deixa residuos toxicos. O presente trabalho teve como objetivo
estudar os mecanismos de acgdo envolvidos no biocontrole das leveduras: Sporodiobolus
pararoseus, Pichia spp, Pichia membranifaciens, Pichia guilliermondii, Sporobolomyces roseus,
Debaryomyces hansenii e Rhodotorula mucilagenosa, sobre o crescimento micelial de Penicillium
digitatum de citros e de Fusarium pallidoroseum de meldo. Nos estudos de volateis foram usadas
placas bipartidas contendo BDA e colocado em um dos lados a suspensao de levedura e no outro,
disco de micélio do fungo. Para avaliagdo da capacidade de inibicAo ao crescimento foram
realizados dois experimentos. No primeiro, espalhou-se em placas contendo o meio BDA a
suspensdo com um fungo e apés a superficie seca foram adicionados discos estéreis de papel de
filtro, previamente imersos em suspenséo de leveduras. No segundo experimento, depositou-se em
uma extremidade da placa um disco de micélio e no outro lado fizeram-se riscos paralelos com a
suspensdo da levedura, da borda da placa até o centro. Em ambos os testes as placas foram
fechadas e mantidas em BOD a 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 h, avaliando-se, diariamente, o
crescimento da colbnia. Observou-se que, para todas as combinacdes de fungos e leveduras
avaliadas, compostos volateis ndo estdo envolvidos no biocontrole. Nos estudos sobre antibiose e
competicdo, observou-se que, ao invés do halo de inibicdo, formou-se, ao redor dos discos
embebidos com as leveduras, uma zona de crescimento, que impedia o desenvolvimento dos
fungos, diferindo significativamente da testemunha. De maneira similar, os fungos ndo conseguiram
crescer entre os riscos de leveduras e nas proximidades deles, destacando-se a levedura S.
roseus. Sugere-se que 0s principais mecanismos envolvidos no biocontrole das espécies de

leveduras avaliadas séo: a antibiose e a competicdo por nutrientes.
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ABSTRACT: Many producers still use pesticides on post-harvest treatment, causing chemical
contamination of fruit and endangering the health of the population. Biological control is an
alternative method that leaves no toxic residues. The present work aimed to study the mechanisms
of action involved in biocontrol of yeasts: Sporodiobolus pararoseus, Pichia membranifaciens Pichia
spp, Pichia guilliermondii, Debaryomyces hansenii and Rhodotorula mucilagenosa, against mycelial
growth of Penicillium digitatum of citrus and Fusarium pallidoroseum of melon. On the study of
volatile, split Petri dishes containing PDA medium were used, placing on one side the suspension of
yeast and fungus mycelium disc on the other side. About antibiosis and competition were carried
out two experiments. In the first one, it was spread on Petri dishes, containing the PDA medium, the
suspension of the fungus and after the surface was dried, sterile filter paper disks, previously
immersed in the suspension of yeast were added. In the second experiment, it was placed on one
side of the Petri dishes a mycelium disk and on the other side, parallel risks with the yeast
suspension were done, from the edge of the dish to the center. In both tests, the Petri dishes were
sealed and kept in BOD to 25 + 2° C under photoperiod of 12h, evaluating daily the mycelium
growth. It was observed that, for all combinations of fungi and yeasts evaluated, the emission of
gases probably was not the mechanism involved in biocontrol. About the studies of antibiosis and
competition, it was observed that instead of inhibition halo there was a growing zone of yeasts
around the disks soaked with them where the fungi did not developed, differing significantly from the
control. Similarly, fungi failed to grow between the risks of yeast and near them, especially the yeast
S. roseus. It can be suggested that the main mechanisms involved in biocontrol species of

evaluated yeasts are antibiosis and competition for nutrients.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma producdo que
supera os 40 milhdes de toneladas. A base agricola da cadeia produtiva das frutas abrange 2,2
milhées de hectares, gera quatro milhées de empregos diretos e um PIB agricola de US$ 11
bilhdes (IBRAF, 2012). Especificamente em relacdo as frutas tropicais, o Brasil tem se destacado
como importante produtor, consumidor e exportador, expandindo o agronegdcio e buscando
adequacéo ao mercado consumidor.

Ha muitas perdas dessas frutas devido principalmente a deficiéncia no transporte e
armazenamento refrigerado dos produtos, manipulacdo inadequada e tratamentos fitossanitarios
ineficientes, ocorrendo perdas quantitativas e qualitativas, depreciando as frutas brasileiras nas
negociagoes internacionais (VENTURA, 2007).

A moderna agricultura requer redugdo no uso de pesticidas na producédo de alimentos,
havendo uma necessidade crescente de estratégias de controle alternativas
(LAPEYREDEBELLAIRE & MOURICHO, 2000).

Microrganismos antagbnicos na poés-colheita podem interferir no ciclo de vida do
fitopatdgeno. Isso pode ocorrer atraves de parasitismo, competicdo por espaco e nutrientes,
producdo de enzimas hidroliticas (PUNJA; UTKHEDE,2003), compostos antibidticos volateis
(STROBEL,2006) e nao volateis (VINALE et al., 2006)

Pesquisas recentes tém demonstrado a eficacia do controle biolégico, através da agéo de
isolados de Bacillus subtilis e de leveduras no controle de doengas fungicas em pds-colheita
(LEELASU-HAKUL et al., 2008; CHANCHAOVIVAT et al., 2007).

O controle biolégico tem grande potencial no controle de doengas pos-colheita de frutas,
uma vez que parametros ambientais, tais como: temperatura e umidade, podem ser rigidamente
controlados de modo a favorecer o agente de biocontrole. (WISNIEWSK et al., 2007)

Dentre os antagonistas destacam-se as leveduras, que fazem parte da flora epifitica das
plantas e séo ativas competidoras de nutrientes, efetivas como colonizadoras de ferimentos e, em
alguns casos, indutoras de resisténcia do hospedeiro, além de produtoras de enzimas liticas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a capacidade de inibicdo de diversas

espécies de leveduras em fungos causadores de doencas pos-colheita de laranja e meldo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Inibic&o por compostos volateis
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Avaliaram-se in vitro as leveduras: SB=Sporodiobolus pararoseus, L4-1=Pichia spp.,
L21=Pichia membranifaciens, L29=Pichia  guilliermondii, L41=Sporobolomyces roseus,
L62=Debaryomyces hansenii e L17=Rhodotorula mucilagenosa. Os fungos estudados foram:
Fusarium pallidoroseum de meldo e Penicillium digitatum de laranja.

Em placas de poliurestano bipartidas, contendo o meio BDA, espalhou-se em um dos lados,
50 pL da suspensdo da ordem de 10° células mL™ de uma determinada levedura e em outro lado
um disco de micélio do fungo. O controle foi constituido por placas contendo o fitopatdgeno na
auséncia de levedura. As placas foram vedadas e mantidas em BOD a 25 + 2 °C sob fotoperiodo
de 12 h, sendo utilizadas seis repeticdes para cada tratamento. A avaliacdo do crescimento micelial
foi feita, quando a testemunha atingiu o bordo da placa, efetuando-se duas medicbes
diametralmente opostas.

2.2 Estudo de mecanismo de controle baseado em antibiose e competicéo.

Em placas contendo meio BDA, adicionou-se 20 uL da suspens&o de 10° conidios mL™ do
fungo, espalhando-a com um al¢a de Drigalski, aguardando-se até que a superficie estivesse seca.
Em um béquer estéril, contendo a suspensio de cada levedura na concentracdo de 10° células/
mL*, adicionaram-se discos estéreis de papel de filtro, que permaneceram durante 1 minuto, sendo
em seguida retirados e colocados sobre gaze estéril, para se retirar 0 excesso da suspensao e
transferidos para a superficie das placas contendo a suspenséo flngica.

Em outro experimento, em placas contendo meio BDA depositou-se, em um canto da
placa, um disco de micélio e no outro lado fez-se riscos longitudinais paralelos, da borda da placa
até o centro, com o auxilio de uma alga de platina contendo a suspensédo de cada levedura na
concentracdo de 10° células mL™.

Em ambos os experimentos as placas foram mantidas em BOD a 25 + 2 "C sob fotoperiodo

de 12 h. Aos seis dias de incubagéo, mediu-se o crescimento micelial do fungo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inibicdo por compostos volateis
Observou-se que a emissao de volateis, provavelmente, ndo é o responsavel pela inibicdo
ao crescimento fungico, uma vez que nao houve diferenca significativa do crescimento micelial em

relacéo as testemunhas nos testes realizados com fungos de meléo e laranja (Figura 1).
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Figura 1. Didametro médio de colbnias de Fusarium pallidoroseum (A) e Penicillium digitatum (B) quando
pareados com leveduras em condicdo de separacdo espacial para avaliagdo da producdo de compostos
volateis inibitorios. L41=Sporobolomyces roseus; SB=Sporodiobolus pararoseus; L29=Pichia guilliermondii;
L21=Pichia membranifaciens; L62=Debaryomyces hansenii; L4.1=Pichia spp. e L17=Rhodotorula
mucilagenosa.

3.2 Inibicdo por compostos difusiveis em meio de cultura e por competicao.

No primeiro experimento, em nenhum dos tratamentos, apesar de ndo se observar a
formagé@o do halo de inibi¢cdo, caracteristico da antibiose, verificou-se que, ao redor dos discos,
onde havia uma zona de crescimento da levedura, ndo havia o crescimento dos fungos.

Medindo-se essa zona de crescimento ao redor do disco verificou-se que todos os
tratamentos diferiram significativamente da testemunha, destacando-se a levedura L41 (S. roseus),
gque apresentou um didmetro maior de inibicAo do crescimento micelial dos fungos, F.

pallidoroseum e P. digitatum, significativamente maior que os demais tratamentos (Figuras 2).
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Figura 2. Comprimento da zona de crescimento ao redor de discos embebidos com as leveduras:
L41=Sporobolomyces roseus; SB=Sporodiobolus pararoseus; L29=Pichia guilliermondii; L21=Pichia
membranifaciens; L62=Debaryomyces hansenii; L4.1=Pichia spp. e L17=Rhodotorula mucilagenosa,
impedindo o desenvolvimento de Fusarium pallidoroseum (A) e Penicillium digitatum (B).
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No segundo experimento, de maneira similar, observou-se que o crescimento micelial dos
fungos, F. pallidoroseum e P. digitatum, ocorria, normalmente, até alcancar os tracados paralelos,
onde havia o crescimento das leveduras. Nao havia desenvolvimento dos fungos entre os riscos
das leveduras e nem sobre eles, sugerindo-se a presenca de algum composto difusivel no meio,
produzido pelas leveduras, capaz de inibir o crescimento flingico ou a competicdo delas por algum

nutriente essencial ao desenvolvimento desses fungos.

4.CONCLUSAO

A levedura L41=S. roseus é eficaz na inibicdo do crescimento micelial de F. pallidoroseum e
P. digitatum.

Os principais mecanismos envolvidos na restricdo ao crescimento de colb6nias de F.
pallidoroseum e P. digitatum pelas espécies de leveduras avaliadas, possivelmente sdo a

competicdo por nutrientes e a antibiose por meio de compostos difusiveis ndo volateis.
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