Tolerancia de Isolados
de Levedura a Elevadas
Temperaturas e Baixo
Potencial Osmético

Tolerance of Yeast Isolates to
High Temperature and Low
Osmotic Potential

Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a tolerancia de isolados de
levedura para aplicacdao no controle biolégico de podriddes pds-
colheita de frutos em elevadas temperaturas e baixa disponibilidade
de agua. As leveduras foram inoculadas em meio de cultivo liquido
contendo um gradiente de concentracdes de polietilenoglicol 6000
de forma a alcancar potenciais osméticos de O Mpa, -2 Mpa, -5 Mpa,
-10 Mpa, -15, -20 Mpa, e incubados em BOD nas temperaturas de
15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C. A partir da analise
das curvas de crescimento obtidas, verificou-se que os isolados
Sacharomyces sp. L10 e S. boulardi L7K apresentaram a maior
suscetibilidade aos estresses abidticos, com crescimento préximo a
zero nas condi¢des restritivas de cultivo. O isolado Sacharomyces
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cerevisiae LF apresentou a maior tolerancia a combinacao dos fatores
analisados, seguido de Pichia kudriavzevii L9, demonstrando maior
potencial para aplicacdo em condicdes de campo para a prevencao de
infeccoes de patégenos quiescentes.

Palavras-chave: controle biolégico, estresse abiético, potencial osmético.
Introducao

As podriddes pds-colheita da manga tém causado elevados
prejuizos no Submédio do Vale do Sao Francisco e as estratégias
de controle recaem no uso de fungicidas sintéticos, entretanto
héa sérias limitacoes ao uso em pés-colheita por causa do risco de
contaminacdo do consumidor. Com isso, os principais mercados
importadores vém restringindo o seu uso e registro, incentivando
a busca por alternativas eficientes que sejam indcuas ao ambiente
e ao consumidor. O controle biolégico vem mostrando potencial
no combate aos patégenos causadores de podriddes, tornando-
se uma estratégia vidvel a ser incorporada ao manejo integrado
(JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002).

Considerando que parte significativa dos patégenos pés-colheita tém
infeccao quiescente, as estratégias de manejo integrado demandam a
aplicacao preventiva de produtos ainda na fase pré-colheita, de forma
a reduzir as infeccdes por patdégenos durante o desenvolvimento dos
frutos (PRUSKY et al., 2013). Portanto, o processo de selecdo dos
agentes a serem aplicados em fruteiras no Submédio do Vale do Sao
Francisco requer uma etapa de avaliacao da tolerancia as condicdes
ambientais reinantes na regido. A sobrevivéncia dos agentes de
controle biolégico (ACB) em condicOes ambientais é um desafio,

uma vez que sao expostos a fatores abidticos tais como baixa
disponibilidade de agua, elevadas temperaturas e radiacao UV, que
podem comprometer a sua eficiéncia (SUI et al., 2015).

Neste trabalho, avaliou-se o efeito da reducao do potencial osmético
e aumento da temperatura sobre o desenvolvimento de isolados de
levedura previamente selecionados como agentes de controle de
podridoes pds-colheita.
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Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle
Bioldgico na Embrapa Semiéarido, Petrolina, PE. Os isolados de
leveduras L9 e LF foram obtidos através de isolamentos em frutos
nativos ou coletados em areas comerciais no polo Petrolina/Juazeiro.
As leveduras utilizadas no experimento sao oriundas de isolamentos
de manga e uva cultivadas no Submédio do Vale do Sao Francisco
(Tabela 1). Os isolados P. kudriavzevii L9, Sacharomyces sp. L10,
S. boulardi L7K e S. cerevisiae LF foram identificados com base nos
sequenciamento de fragmentos de DNA nas regides ITS1/ITS4 e D1/
D2.

As leveduras foram ativadas em tubos de ensaio contendo 5 mL

de caldo Sabouraud suplementado com 1% de extrato de levedura
(Difco) a 28 °C por 24h. Decorrido esse periodo, uma aliquota
contendo 1% (v/v) de inéculo foi transferida para frascos de 250 mL,
contendo 100 mL do meio de cultura incubada a 25 + 1°C, 150
rpm, em shaker orbital, por um periodo de 24 horas.

A avaliacdo da tolerancia dos isolados a baixa disponibilidade de
agua foi realizada pela adicdo de uma suspensdo contendo 10° céls
mL" em meio de cultura liqguido com gradiente de concentracoes

de polietilenoglicol 6000 (PEG6000) de O, 119,6; 202,2; 295,7;
380,53; 428,38 g.L-1, equivalentes a potenciais osméticos de O, -2,
-5, -10, -15, -20 Mpa, em meio de cultivo SDY (extrato de levedura
10,0 g/L, peptona 10,0 g/L, dextrose 10,0 g/L ).

Tabela 1. Identificacdo e origem do isolamento de leveduras
previamente selecionadas para o controle biolégico de podridoes pds-
colheita em manga.

Isolado Identificacao Origem do isolamento
L7K Sacharomyces boulardi Uva, epiderme
L9 Pichia kudriavzevii Manga, epiderme
L10 Sacharomyces sp Uva, epiderme
LF Sacharomyces cerevisiae Uva, macerado de polpa

Os isolados foram inoculados em meio de cultura contendo diferentes
concentracGes do osmdlito de forma a alcancar 10° céls mL". Os
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frascos foram transferidos para estufas de crescimento tipo BOD
ajustadas para as temperaturas de 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C,
35 °C e 40 °C, e mantidas em agitacdo em 150 rpm em shaker
orbital por 24 horas. Apds este prazo, registrou-se através de
leitura de densidade 6ptica (DO) a variacao da densidade 6ptica do
meio de cultura em relacao a uma leitura inicial tomada no inicio do
experimento.

As leituras de DO foram transformados em culturabilidade relativa
estimando-se a proporcao (%) do crescimento nas diferentes
condicdes em relacao ao tratamento referéncia, meio de cultivo
sem osmolito incubado a 25 °C. Os dados foram transformados
utilizando a equagdo X =arcoseno| X ,/100), no qual X,é o valor da
culturabilidade relativa (%), e a seguir foram analisados utilizando-
se teste F com um arranjo fatorial em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, seguido de regressao polinomial
multivariada para a obtencdo de uma superficie de resposta. O
experimento foi repetido duas vezes.

Resultados e Discussao

Neste estudo, observou-se variacao significativa dos diferentes
agentes de controle aos tratamentos. Houve a interacao significativa
entre levedura, temperatura e potencial osmético do meio de
crescimento pelo teste F. A avaliacao das superficies de resposta
mostradas na Figura 1 permite identificar que Pichia kudriavzevii L9
apresenta um plano de crescimento linear (Figura 1a), reduzindo a
taxa de crescimento logo no inicio da pressao exercida pelo meio de
cultivo, apresentando intercepto do plano maior que zero no eixo da
culturabilidade no tratamento mais restritivo (Z).

Sacharomyces sp. L10 e S. boulardi L7K (Figura 1b e 1¢) sao mais
suscetiveis a combinacao de elevada temperatura e baixa potencial
de 4gua do meio de crescimento. Em ambos os casos os planos que
descrevem os seus crescimentos declinam logo nas combinacodes
iniciais dos tratamentos e atingem zero antes da aplicacao das
condicOes mais restritivas. A andlise da resposta microbiana a
estresses multiplos é complexa, no entanto em Sacharomyces a
resisténcia a temperatura e a presenca de compostos téxicos no meio
é resultado da expressao de proteinas relacionadas a choque térmico
e acumulo de trealose (PIPER, 1993). As respostas de leveduras ao
estresse osmaotico estdao associadas ao acumulo interno de polidis,
como o glicerol, e o nivel de tolerancia pode variar significativamente
entre as espécies (TEKOLO et al., 2010).
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Nas condicdes do estudo, o isolado S. cerevisiae LF destacou-
se significativamente dos demais, com a superficie de resposta
apresentando comportamento parabélico. O isolado apresentou
tolerancia a baixa disponibilidade hidrica (Aw) nas temperaturas
6timas de crescimento e elevada tolerancia a combinacao dos fatores,
como mostrado na Figura 1d. Observou-se a formacao de grumos de
células das leveduras com o aumento da concentracao de osmdlito
no meio de cultivo a partir de -5 Mpa, uma resposta previamente
relacionada a tolerancia a estresse osmoético entre espécies do género
(JIMOH et al., 2013).
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Figura 1. Culturabilidade relativa dos isolados de levedura antagonistas a fungos causadores

de podridées da manga P. kudriavzevii L9 (a), Sacharomyces sp. L10 (b), S. boulardi L7K
L10 (c) e S. cerevisiae LF (d) em condicdes de diferentes niveis de estresse térmico e de
disponibilidade de 4&gua em meio de cultivo.
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Conclusao

O isolado Sacharomyces cerevisiae LF apresentou a maior tolerancia
a combinacao dos fatores analisados, seguido de Pichia kudriavzevii
L9, demonstrando maior potencial para a aplicacdo em condicdes de
campo para a prevencao de infeccdes de patégenos quiescentes.
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