Efeito da Temperatura e Disponibilidade de
Agua sobre Leveduras Aplicadas no Controle
de Podridoes Pds-colheita em Uva

Effect of Temperature and Water Availability
on Yeasts Applied to Control Post-harvest
Decay of Grapes

Abstract

Biocontrol became an alternative to control of post-harvest decay of grape, however due to the minimal
handling in the packing-houses its application is limited to field. Therefore, biocontrol agents tolerance to
climate must be included in its selection process, mainly considering climate changes impact on
temperature and humidity. In this work we evaluated the yeast isolates L9, L7K, LF e L10, which were
previously selected for control of post-harvest decay of grapes, were evaluate about natural tolerance to
temperature and water potential. In the first experiment, isolates were incubated in growth chamber in
temperature range from 20 to 40 °C. All isolates showed tolerance to 30 2C and negligible growth from 35
oC onward. In the second experiment, the isolates were inoculated in culture media added with
polyethylene glycol 6000 in order to achieve osmotic potential from 0 to -20 MPa. Isolate L10 showed
highest resistance to osmolite addition, maintaining a high cell number up to -5 MPa. The other isolates
showed growth reduction even from the lowest osmolite concentration. In the third experiment, isolate
L10 was grown under condition of low water potential and increasing temperature. Results showed that
variables evaluated showed an additive effect strongly reducing its growth.
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Introdugao

O controle bioldgico utilizando-se antagonistas microbianos tem emergido como uma abordagem
promissora para o controle de podriddes, seja aplicado isoladamente ou como parte de uma estratégia de
controle integrado para reduzir o uso de fungicidas sintéticos (FRAVEL, 2005). Entre as alternativas
propostas para o controle bioldgico, as leveduras destacam-se como potenciais agentes de biocontrole. As
leveduras ocorrem naturalmente sobre a superficie de frutos e tém sido eficazes como agentes de controle
biolégico (NALLY et al., 2013) e possuem varios mecanismos de acdo como a competicdo por nutrientes e
espaco, a antibiose, a producdo de enzimas hidroliticas, parasitismo, formacdo de biofilme e inducdo de
resisténcia em plantas (LUTZ et al., 2013).
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A aplicacdo pré-colheita de agentes de controle bioldgico permite que o antagonista tenha mais interagao
com o agente patogénico e colonizem tecidos antes da chegada do patégeno e, no caso da videira, torna-se
a Unica opc¢ao, ja que os cachos sofrem pouca ou nenhuma manipulagao pds-colheita. Na cadeia produtiva
de frutas, as maiores perdas sdao causadas por patdgenos que infectam residuos florais e outros que sao
capazes de produzir infecgdes quiescentes (SNOWDON, 2010; VIRET et al., 2004), ambos requerendo
aplicacoes pré-colheita dos ACB's e expondo-os aos efeitos deletérios de varidveis climaticas como UV,
temperatura e UR. A tolerancia as condigdes ambientais desfavordveis torna-se, entao, uma caracteristica

importante na selecdo de agentes microbianos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar isolados de levedura quanto a tolerancia a dessecagao (baixo potencial
osmotico) e temperatura que, em estudos anteriores, apresentaram potencial para o controle de

patégenos pds-colheita em uva.

Material e Métodos

Os isolados de leveduras LF, L9, L7K L60K, L7, L8, L3A e L10 utilizados nos experimentos foram obtidos a
partir de isolamento de frutas cultivadas no Submédio Sdo Francisco e sdo mantidos na colecdo de micro-
organismos do Laboratdrio de Controle Bioldgico da Embrapa Semiarido.

No inicio dos estudos, as leveduras foram cultivadas em meio de cultura liquido SD-Y (Peptona 2,0%,
extrato de levedura 1,0% m/v) em agitador orbital a 120 rpm por 72 horas, a 27 °C e fotoperiodo de 12
horas. Apds o periodo de crescimento, o caldo de cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos, e
ressuspendido em NaCl 0,8% (m/v) por duas vezes para a eliminagdo de residuos do meio de cultura. Em
seguida, foi retirada uma aliquota de 100 pl da suspensdo e diluida em dgua estéril (1:10 v/v) para a

contagem em cadmara de Neubauer. As suspensdes foram padronizadas a 10% céls.mL™.

A avaliacdo da tolerancia a baixo potencial osmatico (PO) foi realizada pelo cultivo dos isolados em meio de
cultura em um gradiente de concentracgdes de Polietilenoglicol (PEG) 6000: 0, 119,6 g/L, 202,2 g/L, 295,7
g/L, 380,53 g/L e 428,38 g/L, equivalentes aos potenciais osméticos de 0 MPa, -2 MPa, -5 MPa, -10 MPa, -15
MPa, -20 MPa. As diferentes massas de PEG 6000 foram adicionadas a meio BSM+Y (basal salt medium)
(Glucose 30 g/L, K2HPO4 1,0 g L™, KCI 0,5 g L™, MgS04.7H20 0,5 g L™, NaNO3 3,0 g L™, FeSO4.7H20 0,01

g L™, extrato de levedura 5,0 g L. Em seguida, os frascos contendo o meio de cultivo foram inoculados
com suspensdes de leveduras de forma a alcangar 103 cels.mL™.

No segundo experimento, apds a inoculagdo em meio BSM+Y, os isolados L7K, L9, L10 e LF foram incubados
em estufa BOD com diferentes temperaturas: 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C. O periodo de crescimento
foi de 72 horas para os isolados, exceto para LF, que foi incubado por 96 horas, ja que seu crescimento é
mais lento. O experimento foi realizado em duplicata, os dados obtidos transformados em log10; a

avalia¢do do crescimento das leveduras foi realizada em contagem em camara de Neubauer.

Em um terceiro experimento, o isolado L10 foi exposto a condigdes com variacdo de temperatura e

potencial osmético pelo cultivo em meio BSM+Y, conforme descrito anteriormente.



Resultados e Discussao

De modo geral, os isolados L10, L7K e LF apresentaram faixa étima de crescimento em torno de 25 °C a 30
°C, tolerando até 35 °C e decaindo rapidamente até 40 °C. Ja o isolado L9 apresentou crescimento 6timo
em torno 20 °C e o mais rapido crescimento nas condicdes de cultivo. No entanto, apresentou reducao do
numero de células vidveis em temperaturas superiores a 30 °C (Figura 1a). De forma similar, os isolados
apresentaram diferentes comportamentos quando cultivados em meio com diferentes aW a temperatura
de 25 °C (Figura 1b).
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Figura 1. Avaliagdo da tolerdncia dos isolados de leveduras LF, L7K, L9 e L10 a estresses abidticos em meio
de cultivo com diferentes condigdes de temperatura (a) e diferentes potenciais hidricos do meio (b).

O isolado L10 apresentou elevado nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) até -5 Mp e redugdo
da contagem a potencial osmatico (PO) mais baixos. Os isolados LF e L7K sofreram redugdo constante do
numero de UFC a partir das primeiras alteragdes no potencial osmoético do meio. O isolado L9, apesar de
obter maior crescimento em meio de cultivo, também apresentou rdpida diminui¢cdao no nimero de UFC

com o aumento da concentragdo do osmdlito e, consequente, queda da atividade de agua do meio (aW).

Resultados similares foram observados por Sperandio (2012) ao avaliar isolados de leveduras para o
controle de podriddo causada por Penicillium digitatum em laranja. Wang et al. (2008) relataram que a
levedura Rhodosporidium paludigenum conseguiu inibir a atuacdo do patdgeno A. alternata em tomate-
cereja(Lycopersicon esculentum Mill) apresentando melhor tratamento com incidéncia de apenas 13%. Em
estudos posteriores, o mesmo grupo relatou que cinco isolados de leveduras avaliadas para o controle do
mofo-cinzento (Botrytis cinerea) em trabalho similar a este, reduziram significativamente a incidéncia de

podridées em tomates-cereja (WANG et al., 2010).

A avaliacdo da tolerancia a estresses multiplos (Figura 2) mostrou efeito significativo da interacdo das
variaveis temperatura e disponibilidade de agua no meio (PO) sobre o crescimento do isolado L10. De

modo geral, apesar da maior tolerancia de L10 as varidveis quando testadas isoladamente, verificou-se que



com o aumento da temperatura houve reducao da tolerancia ao potencial osmético. Embora hajam poucos
estudos relativos ao efeito da combinacdo de fatores abidticos sobre a sobrevivéncia e crescimento

microbiano, a interacdo desses fatores altera o funcionamento de macromoléculas e organelas,

provavelmente em funcdo de uma possivel alteracdao da permeabilidade das membranas e a insuficiéncia
dos mecanismos de reparo existentes (FOLCH-MALLOL et al., 2004).
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Figura 2. Culturabilidade relativa dos isolados L10 em condigdes de cultivo variando a temperatura
e o potencial osmotico do meio. O termo culturabilidade relativa refere-se ao nimero de col6nias obtidos a

partir da contagem de células vidveis para cada combinagdo de tratamentos em comparagdo a um tratamento
controle a 25 °C.

Os cenarios desenhados a partir das mudancgas climaticas globais em curso indicam que as condicbes de
temperatura e disponibilidade de dgua, seja esta a umidade relativa do ar (UR) e a pluviosidade, serdo
afetadas significativamente. Nas condig¢des atuais, a radiacdo UV, a UR e a temperatura ja interferem

significativamente na eficiéncia de controle de agentes microbianos aplicados em campo.

Até o momento, sdo poucos os estudos a respeito da interagdo entre as alteracdes climaticas estimadas
sobre a eficiéncia de agentes de controle bioldgico e a dindmica do crescimento das populacdes
microbianas associadas as plantas (SABER, 2010), e menos ainda os estudos envolvendo a interacdo entre
diferentes variaveis climaticas. No entanto, os micro-organismos possuem um conjunto de mecanismos de
tolerancia que poderao resultar na coloniza¢do de superficies das bagas de videira pelos agentes de
controle apds sua aplicagdo em campo. O isolado L10, por exemplo, apresentou a formacao de flocos em

condicBes de baixo PO, caracteristica anteriormente relatada para Zygosaccharomyces rouxii, e controlada
por uma familia de genes denominada FLO (WATANABE et al., 2013).



Conclusoes

Os isolados L9, L7K, LF e L10 mostraram tolerancia até a temperatura de 30 °C, com rdpido decréscimo a
partir da temperatura de 35 °C.

O isolado L10 mostrou maior tolerancia ao baixo potencial osmético do meio, mantendo nimero de células
vidveis elevado até -5 Mpa, enquanto os demais apresentaram reducao do nimero de células viaveis

mesmo nas concentracdes mais baixas do osmolito.

O crescimento do isolado L10 foi reduzido em condicdes de estresse conjunto de temperatura e baixo
potencial osmético no meio de cultivo, com redugao da tolerdncia a baixa disponibilidade de d4gua com o

aumento da temperatura.
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