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ABSTRACT

Among eigtheen yeast isolates studied as potential agents for biocontrol of stem-end rot
on mango fruits caused by Lasiodiplodia theobromae, five were selected for testing in relation to
three pathogen concentrations (1x10°, 1x10* and 1x10° conidia/ml). The isolate LM-5 (Candida
maritima) showed high control level at all pathogen concentrations. When tested against five
pathogen isolates, LM-5 again demonstrated high control efficiency, and at in vitro test, highly
inhibited L. theobromae spore gemnination. The isolate LM-5 demonstrated great potential as
agent for postharvest biocontrol of mango rot.

INTRODUGAO

A mangueira (Mangifera indica L.) é infectada por diversos patégenos, em diferentes
orgéos e estagios de desenvolvimento. Na fase de pés-colheita, Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griff. & Maubl. (sin. Botryodiplodia theobromae Pat.) destaca-se como um dos patégenos mais
destrutivos, causando podriddo do pedinculo e da porgio basal do fruto, progredindo para a
Polpa, inutilizando totalmente o produto para comercializagéo (1, 2). A doenga toma-se mais séria
em pomares velhos e/ou quando programas de aplicagdo de fungicidas em pré-colheita reduzem
a incidéncia e a severidade da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides). As perdas podem
aumentar quando os frutos s3o armazenados por prolongados periodos em temperaturas
superiores a 28°C (3).

A podriddo dos frutos causada por L. theobromae constitui em doenca de dificil controle,
podendo ser iniciada na colheita, a partir de inéculo oriundo do solo, ou se desenvolver durante o
amadurecimento do fruto, a partir de infecgdes latentes iniciadas no campo (4). As medidas
preconizadas para o controle da doenga envolvem: evitar o estresse hidrico durante o
desenvolvimento dos frutos e a maturacdo; evitar a colheita de frutos imaturos; evitar ferimentos
nos frutos durante o processo de colheita; resfriar os frutos imediatamente apds a colheita;
armazenar em locais bem ventilados; efetuar a aplicagdo pré-colheita de oxicloreto de cobre e
pos-colheita de procloraz: e efetuar a imersdo pés-colheita de frutos em agua quente (52°C)
combinada com benomil por 5 minutos (3, 4). Essas medidas muitas vezes tormam-se inviaveis ou
inefetivas, sendo de fundamental importéncia o estabelecimento de um programa de controle
integrado (1).

O interesse publico e cientifico sobre a presenca de residuos de pesticidas nos alimentos
€ no ambiente tem aumentado em anos recentes. Adicionalmente, o desenvolvimento de isolados
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de patégenos resistentes a fungicidas pés-colheita tem comﬁbuido para diminuir a capacidade
para o controle pés-colheita de doengas de frutos (5). Nesse contexto, consideraveis esforgos tém
sido feitos para avaliar 0 potencial de microrganismos antagonistas como uma alternativa ao uso
de fungicidas quimicos para 0 controle de doengas pos-colheita em frutos de clima temperado (6,
7). Dentre os fatores que favorecem a utilizagdo de amagonistaé no controle de doengas pés-
colheita de frutos, destacam-se: a facilidade no manuseio do ambiente, pois 0 ambiente de
armazenamento é controlavel; a protegdo localizada, pois existe a possibilidade de adicionar 0
agente antagonista no local onde sua presenca € necessaria; e a protegdo efetiva com a duragéo
necessaria, pois alguns frutos de rapido consumo necessitam de protegdo por curto periodo (6).

As leveduras séo freqiientemente utilizadas para o controle de doengas pds-colheita por
possuirem diversas caracteristicas favoraveis, tais como: colonizagdo na superficie de frutos €
hortaligas por um periodo relativamente longo em condigdes de baixa umidade; produgdo de
polissacarideos extracelulares que contribuem para a propria sobrevivéncia, restringindo 0s locais
de colonizagdo e germinagdo dos patégenos; rapida multiplicagéo e utilizagdo de nutrientes;
raramente produzem metabolitos que podem ser danosos a saide do homem; reduzida
sensibilidade aos efeitos de fungicidas comumente utilizados em tratamentos quimicos (8). A
utilizagdo de leveduras tem propiciado resultados promissores no controle de doengas pos-
colheita, principalmente de podridoes de frutos causadas por Botrytis cinerea 5, 9,10, 11,12, 13,
14) e Penicillium expansum (11, 15, 16).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de leveduras no
biocontrole de L. theobromae em manga, pelo tratamento de frutos em pos-colheita.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de leveduras e preparo das suspensoes. Foram coletados frutos de manga em
diferentes areas de plantio do Estado de Pemambuco onde ndo ocorriam sintomas de doengas
causadas por L. theobromae. Os frutos foram lavados em agua corrente €, ap6s secagem a
temperatura ambiente, fragmentos (1 cm?) da casca foram retirados, pesados (1 g) € colocados
em tubos de ensaio contendo 9 mi de agua de torneira esterilizada. As amostras foram
submetidas a agitagdo em panho de ultra-som durante 10 minutos e, apds agitacdo em “yortex”,
foram efetuadas diluigdes (10" e 10, distribuindo-se aliquotas de 0,1 mi em placas de Petri
contendo meio patata-dextrose-agar (BDA), adicionado de tetraciclina (1 50 ppm). Apos 48 horas
de incubagdo & temperatura de 25+2°C, as coldnias isoladas foram repicadas para placas com
meio BDA. Observagdes micromorfologicas das células leveduriformes foram efetuadas
posteriormente e 0S isolados com as caracteristicas desejadas foram repicados para tubos

contendo meio BDA e conservados a temperatura de aproximadamente 5°C. As suspensdes das
leveduras utilizadas nos testes foram preparadas a partir de culturas com 48 horas de crescimento

em placas com meio BDA. Apos raspagem do crescimento, as células foram transferidas para

tubos de ensaio com agua destilada esterilizada e mantidas sob agitagdo em “yortex” por 1
minuto. A concentragdo das suspensoes foi ajustada em hemacitometro para aproximadamente
1x10® células/ml.

Fitopatogeno e preparo do inéculo. Cinco isolados de L. theobromae, originaimente obtidos de
frutos de manga (BT1/93, BT1 87/93, BT610/93, BT4494/93) e uva (BT255/93) com sintomas de
podridao, foram cedidos pelo Laborat6rio de Fitopatologia do Centro de Pesquisa Agropecuaria do
Tr6pico Semi-Arido (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Petrolina, PE). O inéculo de
L. theobromae foi obtido de culturas com 30 dias de idade, desenvolvidas em placas com meio
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BDA sobreposto por papel de filtro esterilizado e incubadas a 25+2°C sob luminosidade constante.
Os picnidios foram coletados da superficie do meio de cultura pela adigdo de &gua destilada
esterilizada e raspagem, sendo a suspensdo resultante submetida & agitagdo mecanica em
liquidificador para liberagdo dos picnidiosporos. Apds filtragem em camada dupla de gaze, a
concentragdo dos conidos foi ajustada em hemacitémetro.

Frutos. Os frutos de manga (cv. Tommy Atkins) utilizados nos bioensaios foram adquiridos da
produtora Frutifort Ltda. (Petrolina, PE). Os frutos foram colhidos no ponto de maturidade
comercial e processados conforme procedimento padréo, incluindo imersdo em tanque com agua
potavel, imersdo em agua quente (52°C, 5 minutos), secagem, classificagdo e acondicionamento
em embalagens.

Selecdo preliminar de isolados de leveduras antagonistas a Lasiodiplodia theobromae em
frutos de manga

Foram avaliados 11 isolados de leveduras obtidos da superficie de frutos de manga no
presente estudo (LM) e sete isolados obtidos da Colegdo de Culturas de Microrganismos do
Laboratério de Ecologia de Fitopatégenos (Universidade Federal Rural de Pemambuco, Recife,
PE) , originalmente isolados da superficie de frutos de pimentdo (LD) (17). Os frutos de manga
foram superficialmente desinfestados pela imersdo em NaClO 1% por 5 minutos, lavados em
agua destilada esterilizada e submetidos a secagem em camara asséptica por 30 minutos.
Posteriormente, os frutos foram feridos com estilete esterilizado (cerca de 2 mm de profundidade)
em quatro pontos eqiiidistantes e 0,05 ml da suspensao de células da levedura foi depositado no
ferimento. Duas horas apoés, os ferimentos foram inoculados com 0,01 ml da suspensdo de
esporos (1x10° conidios/ml) de L. theobromae (isolado BT4494/93). A testemunha consistiu de
frutos com ferimentos tratados com agua destilada esterilizada (sem a presenca de leveduras) e
inoculados com o patégeno. Os frutos foram colocados sobre placas de Petri contendo algoddo
hidréfilo umedecido com &gua esterilizada, sendo o conjunto envolvido em saco de polietileno
transparente e incubado & temperatura de 30+2°C. O delineamento estatistico utilizado foi
inteiramente casualizado, com oito repeticdes, cada uma constituida por um fruto com quatro

areas feridas. A avaliagdo foi efetuada 10 dias ap6s a inoculagdo de L. theobromae, pela analise

da incidéncia de lesoes.

Eficiéncia de isolados de leveduras sob diferentes concentragoes de indculo de
Lasiodiplodia theobromae

Cinco isolados de leveduras (LM-2, LM-4, LM-5, LM-6, LM-9), que demonstraram
previamente maior potencial como agentes de biocontrole de L. theobromae, e o fungicida
benomil (Benlate 500, 500 g i.a./kg, Du Pont do Brasil S.A.), utilizado como padrdo de controle
(1.000 ppm), foram avaliados no tratamento de ferimentos em frutos de manga, em relagdo a trés
concentragdes de indculo do patégeno (isolado BT4494/93): 1x10°, 1x10* e 1x10° conidios/ml. O
delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 7x3, com oito
repeticdes. Os demais procedimentos e a avaliagdo foram efetuados conforme descrito na
selegdo preliminar.

Eficiéncia do isolado LM-5 (Candida maritima) sobre diferentes isolados de Lasiodipfodia
theobromae

O isolado LM-5, considerado o melhor antagonista nos testes anteriores, foi identificado
como Candida maritima (Spiem.) van Unden et Buck. pela Fundagdo Tropical de Pesquisas e
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Tecnologia “André Tosello” (Campinas, SP). Este isolado e o fungicida benomil (1.000 ppm)
foram avaliados quanto & eficiéncia no controle da podriddo de frutos de manga em relagdo a
cinco isolados do patégeno (BT1/93, BT187/93, BT255/93, BT610/93, BT4494/93), inoculados na
concentragoes de 1x10* conidios/ml. Os procedimentos foram efetuados conforme descrito na
selegéo preliminar. O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5x3, com oito repeticdes. As avaliagbes da incidéncia de lesbes foram realizadas do
primeiro ao quinto dia apés a inoculagdo de L. theobromae e, com os dados obtidos, foram
calculadas as areas abaixo das curvas de progresso da doenga (AACPD). Os valores da AACPD
foram obtidos pela integragdo trapezoidal AACPD = X (y; + yi.1)/2 dy , onde y; € yi.1 S30 os valores
de incidéncia observados em duas avaliagdes consecutivas e d; é o intervalo de tempo entre as
avaliagoes (18).

Eficiéncia do isolado LM-5 (Candida maritima) na inibicdo da germinagdo de conidios de
Lasiodiplodia theobromae

A habilidade do isolado LM-5 para produzir substancias inibidoras a L. theobromae
(isolado BT4494/93) foi avaliada pelo método da germinagio de conidios em lamina. Sobre 0,2
ml de suspensio de conidios de L. theobromae (1x10° conidios/ml) em laminas escavadas foram
depositados 0,2 ml de suspens3o de células da levedura (1x10® células/ml). O fungicida benomil
foi utilizado na concentracdo de 1.000 ppm. A testemunha consistiu na deposigio de 0,2 ml de
&gua destilada esterilizada sobre a suspens&o de conidios do fitopatégeno. As laminas foram
colocadas em camara Umida e mantidas a temperatura de 25+2°C, em regime de luz continua.
Ap6s seis horas de incubagio, uma gota de azul de Aman foi depositada na cavidade da Idmina e
procedeu-se a contagem do nimero de conidios germinados e n3o germinados, em microscépio
6tico. Considerou-se como conidio germinado aquele que apresentava o comprimento do tubo
germinativo, com no minimo, duas vezes sua maior largura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 11 isolados de leveduras da superficie de frutos de manga coletados em
areas de plantio do Estado de Pemambuco. A presenca de leveduras na superficie de frutos de
manga confirma as observagdes de JANISIEWICZ (5), de que os frutos sdo ricos em agucares e
outros nutrientes, resultando em uma superficie favoravel ao desenvolvimento de varios
microrganismos, dentre os quais as leveduras constituem o principal componente.

Dentre os 18 isolados de leveduras testados como agentes de biocontrole de L.
theobromae em frutos de manga, cinco (LM-2, LM-5, LM-6, LM-9 e LM-11) destacaram-se como
mais promissores ao proporcionarem redugdo superior a 50% na incidéncia de podriddo (Figura
1). Esses isolados foram obtidos da superficie de frutos de manga, uma vez que os oriundos da
colecdo de culturas apresentaram baixa eficiéncia no controle da doenga. Resultados similares
foram obtidos por WISNIEWSKI ef al. (19) quando avaliaram o controle de B. cinerea em macga
com a utilizagao de leveduras, uma vez que o melhor antagonista, oriundo da superficie de frutos,
reduziu em 63% a severidade da doenga, enquanto outros isolados, oriundos de colegdes de
culturas, reduziram a doenga entre 12 e 37%.
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Figura 1. Selegdo de isolados de leveduras (LM, LD) com potencial de biocontrole sobre
Lasiodiplodia theobromae baseada na porcentagem de redugdo da incidéncia de podriddo em
frutos de manga.

Ao serem testados sob diferentes concentragdes de indculo de L. theobromae, os cinco
isolados de leveduras mais promissores evidenciaram eficiéncia varidvel no controle da podriddo
em frutos de manga (Tabela 1). A redugdo na eficiéncia dos agentes de biocontrole foi
proporcional ao incremento na concentragdo de inéculo de L. theobromae, assemelhando-se ao
verificado em estudos (20, 21) visando o biocontrole de podriddes de frutos causadas por P.
expansum e B. cinerea, com a utilizagao de leveduras. O isolado LM-5 destacou-se como o mais

efetivo, principalmente nas menores concentragdes de inoculo de L. theobromae (10° e 10°
conidios/ml), embora sem diferir significativamente dos demais isolados de leveduras. O fungicida
benomil proporcionou os niveis mais elevados de controle da doenga em todas as concentragdes
de inéculo de L. theobromae.

Tabela 1. Eficiéncia dos isolados de leveduras (LM-2, LM-5, LM-6, LM-9, LM-11) e de benomil no
controle da podridao de frutos de manga sob diferentes concentragdes de inéculo de Lasiodiplodia
theobromae.

Tratamento Concentragéo de Inéculo de L. theobromae (conidios/ml)
1x10° 1x10° 1x10°
Testemunha 656a' 938a 100,0 a
LM-2 469abB 65,6 a AB 938aA
LM-6 312abB 750aA 938aA
LM-9 281abC 62,5aB 969aA
LM-11 28,1abB 781aA 938aA
LM-5 125bC 53,1aB 875ab A
Benomil 62bB 6,2bB 50,0bA

'Porcentagem de incidéncia de podriddo por fruto. Média de 8 repeticbes. Médias seguidas pela
mesma letra mindscula na vertical e maitscula na horizontal, ndo diferem significativamente entre
si (Tukey 5%).

Quando aplicado em ferimentos de frutos de manga e confrontado com diferentes
isolados de L. theobromae, o isolado LM-5 (Candida maritima) reduziu drasticamente o progresso
da podridao em todas as situagdes (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de progresso da podriddo de frutos de manga causada por diferentes isolados
de Lasiodiplodia theobromae [BT1/93 (+), BT1 87/93 (0), BT255/93 (A), BT610/93 (X) e BT4494/93
(0)] em relaggo ao tratamento com 0 isolado antagonista LM-5 (Candida maritima).

O isolado antagonista apresentou alta eficiéncia no controle da doenga causada pelos
isolados BT187/93 e BT1/93, que demonstraram menor viruléncia e agressividade em relagéo aos
demais isolados do fitopatogeno (Tabela 2). Estes resultados indicam a alta variabilidade genética
de L. theobromae, o que pode dificultar a selecdo de um isolado antagonista com ampla gama de
atividade. O fungicida manteve alta eficiéncia no controle da doenca em relagdo a todos os
isolados do fitopatégeno.

Tabela 2. Eficiéncia do isolado antagonista LM-5 (Candida maritima) e de benomil no controle da
podriddo de frutos de manga causada por diferentes isolados de Lasiodiplodia theobromae.

Tratamento Isolados de L. theobromae

BT1/93 BT187/93 BT255/93 BT610/93 BT4494/93
Testemunha 54,7 75,0 225,0 1484 2438
LM-5 1,6 0,0 89,1 62,5 817
Benomil 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Area abaixo da curva de progresso da incidéncia de podriddo por fruto entre o primeiro e quinto
dia ap6s a inoculagdo do patégeno, calculada conforme SHANER & FINNEY (18). Média de 8
repetigdes.

Os resultados obtidos nos testes com frutos confirmam as observagdes de SMILANICK
(22), de que a utilizagio de diferentes isolados e concentragdes de inéculo do fitopatégeno
apresenta destacada importéncia entre as estratégias para a selegio de antagonistas visando o
controle de doengas pés-colheita.

O isolado antagonista LM-5, além de demonstrar eficiéncia no controle da podriddo em
frutos de manga, reduziu a germinagéo de conidios de L. theobromae em lamina, superando o
obtido com o fungicida benomil (Figura 3), assemelhando-se ao constatado por ELAD ef al. (23)
na interagdo entre células da levedura Rhodotorula glutinis e conidios de B. cinerea.
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Figura 3. Efeito do isolado antagonista LM-5 (Candida maritima) e de benomil na germinagio de
conidios de Lasiodiplodia theobromae.

A inibigdo da germinagdo de conidios de L. theobromae pode estar associada ao
mecanismo de competicdo por nutrientes, conforme verificado em varios estudos (5, 23, 24, 25),
uma vez que patégenos pés-colheita de frutos sdo principalmente necrotréficos e dependem de
nutrientes exdgenos para germinagdo e inicio do processo patogénico. Leveduras anTégonistas
podem reduzir a disponibilidade de nutrientes e rapidamenteparalisar 0 processo de infecgdo,
pois, em contraste a fungos filamentosos, podem utilizar os nutrientes disponiveis, aumentando
em namero e colonizando a superficie rapidamente (5).

Além da competicdo por nutrientes, outros mecanismos, como competicdo por espago e
indugdo de mecanismos de resisténcia no hospedeiro (23, 24, 25), podem estar envolvidos na
interagdo entre o isolado LM-5 e L. theobromae na superficie de frutos de manga, pois a
participagdo de produtos metabdlitos inibidores em interagdes antagdnicas por leveduras ndo tem
sido observado (24).

Segundo JANISIEWICZ (5), o modo de agdo de muitos agentes biocontroladores pés-
colheita ndo esta totaimente compreendido. Esse fato € atribuido a limitada compreensdo das
interagdes entre o hospedeiro, o patégeno e o antagonista, uma vez que, para o desenvolvimento
efetivo do biocontrole de doengas pos-colheita de frutos, € fundamental o entendimento da
etiologia da doenga, particularmente o periodo e os mecanismos de infecgdo do fruto e os fatores
relacionados a severidade da doenga.

Considerando as diferentes fontes de infecgdo de frutos de manga por L. theobromae, a
utilizagdo do isolado antagonista LM-5 poderia envolver duas estratégias diferentes. Na primeira,
os frutos poderiam ser imersos na suspensdo de células do antagonista ap6s a lavagem, o que
preveniria a infecgdo de ferimentos por indculo oriundo do solo. Na segunda estratégia,
considerando que L. theobromae pode permanecer como infecgdo latente até o fruto atingir o
amadurecimento, poderia ser efetuado o tratamento térmico dos frutos, resfriamento e imersdo na
suspensdo de células do antagonista, o que poderia resultar no atraso do desenvolvimento do
fitopatégeno até o biocontrolador tornar-se efetivo.

Apesar do grande potencial evidenciado pelo isolado LM-5 de C. marifima como agente
de biocontrole das podridGes de frutos de manga causadas por L. theobromae, é de fundamental
importancia a realizagdo de estudos a nivel de “packinghouse” para utilizagdo deste
microrganismo na linha de producio e estocagem comercial (5).
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