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INTRODUCAO

As principais doengas pos-colheita da manga (Mangifera indica L.) nas condig¢des de clima
quente e seco do Nordeste sfo causadas por Fusicoccum aesculi Corda (1829),
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon e Maubl. (1909) e Neofisicoccum parvum (Pennycook &
Samuels) Crus, juntamente com as espécies de Colletotrichum, sdo os principais causadores de
podriddo pos-colheita de frutos de manga no nordeste do Brasil (COSTA et al., 2010).

A estratégia usual para controlar podriddes poés-colheita tem sido o wuso de
fungicidas sintéticos, tanto em pré-colheita quanto no processamento pds-colheita, integrado ao
tratamento hidrotérmico e armazenamento refrigerado. No entanto, ha uma restricdio global
contra o uso de agrotoxicos nas cadeias produtivas de frutas, especialmente na pos-colheita,
devido a preocupagéio com residuos em produtos destinados ao consumo in natura.

O controle bioldgico de doengas pds-colheita usando espécies de levedura tem sido relatado
para uma ampla variedade de frutas e hortalicas (LIMA et al., 2014). As leveduras tém
muitas caracteristicas que as tornam atraentes agentes de controle pos-colheita, especialmente
porque ndo produzem toxinas e sdo comumente encontrados colonizando superficies de
frutas. Dada a importincia das perdas pos-colheita nas cadeias de produgdo de manga e as
restrigdes ao uso de fungicidas sintéticos, o objetivo deste estudo foi o isolamento e selegio de
estirpes de leveduras autoctones isoladas de superficies de frutos de plantas nativas e
cultivadas, contra multiplos patdégenos que afetam a pés-colheita da manga, por meio de ensaios in

vitro e in vivo.

MATERIAL E METODOS
Amostras de frutos de manga cv. “Tommy Atkins”, meldo (Cucumis melo L.), uva (Vitis
vinifera L.) cv. “Ttalia”, “Sugraone”, “Cabernet Sauvignon™ e “Petit Syrah” e cajueiro (4nacardium

occidentale 1.) foram coletados em areas experimentais da Embrapa localizadas nos municipios de

! Embrapa Semiarido; Petrolina — e-mail: carlos. gava@embrapa.br
2 Universidade de Pernambuco - UPE, Campus Petrolina
3 Universidade Estadual da Bahia - UNEB, Campus Juazeiro — Programa de Pos-graduagiio em Horticultura Irrigada -

PPGHI

1920



Petrolina (PE) e Juazeiro (BA) e transportados para o laboratorio. Frutos da espécie nativa umbu
(Spondias tuberosa Arr. Cam.), Siriguela (S. purpurea L.) e mandacaru (Cereus jamacaru DC.) foram
coletados na estagdio experimental da Embrapa Semiarido em Petrolina (PE). Os frutos foram
cuidadosamente lavados em agua estéril e armazenados em recipientes esterilizados até o
processamento e inoculagdio em meio de cultura.

A ocorréncia de antagonismo in vitro foi realizada por meio de testes de cultivo pareado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Um plugue obtido do crescimento ativo de colonias
dos fungos Colletotrichum sp., F. aesculi, N. parvum e L. theobromaes foi depositado no centro de
cada placa, e as leveduras em pontos equidistantes e incubados a 25 = 1 °C. No experimento in vivo,
os frutos foram higienizados e fragmentos de casca foram e perfurados usando um perfurador de 1
mm contendo cinco agulhas em um circulo de 5 mm. A inoculacdo das leveduras foi feita
introduzindo 20 pl de uma suspenséo de células de levedura em NaCl 0,8% (DO s90= 0,2) sobre o
circulo de perfuracdo. Uma suspensdo de propagulos dos patogenos foi aplicada sobre a puncéio duas
horas apods as leveduras. O tratamento controle recebeu apenas 0,08% de NaCl e os propagulos de
patégenos. O experimento foi realizado utilizando seis fragmentos de casca para cada tratamento. Um
ultimo experimento utilizando frutos saudaveis da cv. “Tommy Atkins™ foi realizado utilizando
procedimentos similares.

A seguir, os isolados foram avaliados quanto a tolerancia a radiagdo UV, temperatura e
disponibilidade de agua. No primeiro experimento, os isolados foram incubados em diferentes
temperaturas (6; 10; 15; 20; 25; 30; 35 e 40 °C) e o numero de coldnias crescidas avaliados. No
segundo experimento, os isolados foram inoculados em meio contendo PEG600 de forma a obter aw
de 0,999; 0,985; 0,970; 0,959; 0,925 e 0,862. No terceiro experimento, suspensdes de leveduras (10°
mL!) foram aplicadas em placas de petri secas e expostas a doses de radiagio UV de 0; 1,664; 3.32;
4,11; 8,22 e 12,34 kJ cm™. O crescimento foi convertido para as contagens de células viaveis obtidas
nas condi¢Oes 6timas T= 25 °C, aw= 0,999 e UV= 0. Os potenciais agentes de controle se destacaram
neste experimento foram identificados utilizando o sequenciamento da regifio intergénica ITS1/ITS4

e aplicados a um segundo experimento utilizando metodologia similar em frutos inteiros.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cento e oitenta e dois isolados de levedura foram obtidos de frutos coletados de espécies
cultivadas e nativas no Submediario do Vale do S&o Francisco (Figura 1). Quando co-cultivados com
os isolados de patdgenos, dezesseis das leveduras apresentaram antibiose in vitro para pelo menos
um dos patégenos nos ensaios de cultura dupla (Figura 2A) e vinte e cinco isolados ndo permitir o
crescimento dos fungos sobre suas colonias. O maior numero de isolados capaz de reduzir o

crescimento micelial de Colletotrichum sp. (41) e quatorze isolados produziram halos de antibiose
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contra . aesculi, onze a N. parvum e apenas oito inibiram o crescimento de L. theobromae. De forma
similar, apenas seis isolados foram capazes de reduzir os sintomas de podriddo produzidos pela
inoculagdo com L. theobromae e todos esses isolados também reduziram o tamanho das lesGes para
todos os fungos avaliados. Entre estes isolados, cinco produziram halos de inibicdo contra

Colletotrichum sp. in vitro, mas apenas trés reduziram o crescimento micelial de todos os fungos em
meio BDA (Figura 2B).
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Figura 3 - Incidéncia de podriddes de manga em
feridas artificiais e inoculagdo dos patdégenos
apos a aplicagfo dos agentes de controle.

A maioria das espécies identificadas pelo sequenciamento parcial Its1/Its4 pertencia ao género
Saccharomyces (Saccharomycetes, Saccharomycotina, Ascomycota, Fungi). Trés deles tiveram alta
similaridade com S. cerevisiae ESA45, ESA46 e ESA48, outro para Pichia kudriavzevii CMIAT171
e um Saccharomyces ESA47 sem confirmagfo da espécie. O ultimo teve uma alta correspondéncia
com Cystobasidium calyptogenae ESA49 (Cystobasidiomycetes; Pucciniomycotina, Basidiomycota,
Fungi).

S. cerevisiae ESA45 e Saccharomyces sp. ESA47 reduziu significativamente a incidéncia de M.

parvum em 45,0 e 35,2%, respectivamente. Ambos os isolados também reduziram a infec¢io de C.
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dianesei em 37,5 € 25,0%. Para F’ aesculi e L. theobromae, os isolados ESA45, ESA46 e CMIAT171
produziram a maior reducfo na incidéncia de podriddo dos frutos. A aplicagdo dos isolados de
levedura também reduziu significativamente a severidade da doenca reduzindo a area média dos

sintomas.
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Figura 4 - Relacgdo de crescimento proporcional de S. cerevisiae ESA45, Saccharomyces sp. ESA47
e P. kudriavzevii CMIAT171 submetidos a diferentes fontes de estresse abiotico.

Os isolados de levedura ndo cresceram em meio PDY nas temperaturas de seis e 10 °C apos trés
dias de incubagfio. No entanto, quando as placas foram transferidas para 25 °C, as colonias comegaram
a crescer e o crescimento relativo (CR) foi de aproximadamente 60%. O crescimento do ESA45 foi
fortemente reduzido pelo incremento de temperatura acima de 30 °C, apresentando PGR de 44,3 e
16,9% a 35 e 45 °C, respectivamente, enquanto CMIAT171 e ESA47 ainda apresentaram CR de 42,3
e 38.,1%, respectivamente, a temperatura mais alta testada. Os isolados ESA45 e CMIAT171 foram
altamente tolerantes ao baixo potencial hidrico com CR proximo a 40% a 0,862 aw, enquanto o ESA47
ficou abaixo de 20%. Os isolados sofreram uma forte redugfo no CR quando expostos a radiagdo UV,

mas o isolado ESA45 foi ligeiramente mais tolerante do que os outros aos 1,64 € 3,28 k] cm2 de UV.

CONCLUSOES
Ha uma populagiio autdctone de leveduras na superficie de frutos nativos e cultivos, com a
incidéncia de cepas antagonistas aos patdogenos pos-colheita de manga. A maioria dos isolados de
levedura mostrou especificidade na inibi¢do do desenvolvimento de patdégenos in vitro e in vivo, mas

seis isolados foram antagonistas iz vitro e in vivo para os quatro patégenos.
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