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RESUMO

A regido do Submédio do Vale do Sao Francisco é a maior exportadora de
uvas de mesa do Brasil. Entretanto, a ocorréncia de problemas fitossanitarios
na fase pds-colheita torna-se um fator limitante da produtividade. Dessa forma
se faz necessario a busca por alternativas sustentaveis que visem erradicar ou
minimizar os efeitos danosos, nesse sentido, as leveduras vém se
apresentando como uma alternativa promissora por atuar de maneira biolégica
sem comprometer a qualidade pos-colheita. O presente trabalho teve como
objetivo selecionar leveduras e definir uma estratégia de uso para a aplicacao
de leveduras antagonistas visando o controle biolégico e resfriamento no
manejo de podridées pds-colheita em uva causada por Alternaria alternata e
Aspergillus niger no Submédio do Vale Séo Francisco. Foram avaliados o efeito
dos isolados no controle de podridbes pos-colheita com inoculacdo de
leveduras padronizadas em 10° céls.mL™ e 24 hrs depois 10° esporos.mL do
patdgenos; A tolerancia a baixa atividade de agua (a,) em meio de cultivo
utilizando PEG6000 com potenciais osméticos (0, -2, -5, -10, -15, -20 MPa) e
diferentes temperaturas ( 20, 25, 30, 35 e 40°C); A sobrevivéncia das leveduras
a diferentes condi¢bes de UR(30, 40, 50, 60, 80%) e a eficiéncia de controle
em condi¢cdes de campo através da aplicacdo da suspensédo de leveduras, com
pulverizacdes em dois periodos: quinze dias antes da colheita e a segunda dois
dias antes da colheita; como também o numero de aplicacdes pré-colheita
realizadas em 3, 2 semanas e 1 dia antes da colheita, além das diferentes
épocas de aplicacBes dos agentes para o controle de doencas pds-colheita. Os
isolados L7K, L9, L60K e LF apresentaram elevada eficiéncia de controle de
podriddes pos-colheita causada pelo fungo Aspergillus niger, e os isolados L7K
e LF para o fungo Alternaria alternata. Os isolados L10, L7K e LF apresentaram
faixa Otima de crescimento em torno de 25 a 30°C tolerando até 35°C e o L9
com crescimento 6timo em torno de 20°C e tolerancia até 30°C. O isolado L7K
se destacou sobrevivendo a partir de 40% de Umidade Relativa, apresentando
o melhor crescimento quando exposto a umidade relativa mais elevada 60-
80%. Houve efeito significativo da aplicacao prévia de leveduras destacando-se
L7K e LF com reducdo na incidéncia e severidade de podriddes pds-colheita,
apresentando elevada eficiéncia de controle. AplicacGes pré-colheita realizada
a partir da 32 semana antes da colheita apresentaram redu¢ao na incidéncia e
severidade de podridées em condi¢Bes refrigeradas e de comercializacao, e se
tratando de épocas a floragdo apresentou melhores resultados quanto a
inibicdo da doenca.

Palavras chaves: Podridbes poOs-colheita, leveduras antagonista, estresses

abidticos, pulverizacdes pré-colheita.



ABSTRACT

The region of the Submedium of the S&o Francisco Valley is the largest
exporter of fresh fruits from Brazil. However, the occurrence of post-harvest
decay has been the limiting factor to improve commercialization. Thus the
research has been looking for sustainable alternatives to eradicate or minimize
the problems, avoiding the harmful effects of fungicides. Biocontrol applying
yeasts to fruits and vegetables have already presented promising results to
postharvest decay control. The present work aimed to select yeast and set a
strategy for using the application of antagonistic yeasts aimed at biological
control and cooling in the management of post-harvest rots grape caused by
Alternaria alternata and Aspergillus niger in the Lower Basin of the San
Francisco Valley. The effect of the isolates in the control of postharvest decay
inoculated with yeast standardized on 108 céls.mL-1 and 24 hrs after 106
esporos.mL the pathogens were evaluated; Tolerance to low water activity (aw)
in culture medium using PEG6000 with osmotic potentials (0, -2, -5, -10, -15, -
20 MPa) and different temperatures (20, 25, 30, 35 and 40 ° C); The survival of
yeast at different RH conditions (30, 40, 50, 60, 80%) and control efficiency
under field conditions by applying the yeast suspension with sprays into two
periods: two weeks before harvest and the second two days before the harvest;
as well as the number of pre-harvest applications performed on 3, 2 weeks and
1 day before the harvest, in addition to the different times of applications of
agents for the control of postharvest diseases. The L7K, L9, L60K and LF
isolates showed high efficiency control postharvest caused by the fungus
Aspergillus niger rot, and L7K and LF isolates for the fungus Alternaria
alternata. The L10, L7K and LF isolates showed optimal growth range around
25-30 © C tolerating up to 35 ° C and the L9 with optimal growth at around 20 °
C and 30 ° C. Tolerance The isolated L7K stood surviving from 40% RH,
showing the best growth when exposed to higher relative humidity 60-80%.
There was a significant effect of prior application of yeasts and LF L7K
highlighting a reduction in the incidence and severity of post-harvest rots,
showing high efficiency control. Preharvest applications made on or after the
3rd week before harvest had reduced incidence and severity of decay in
refrigerated conditions and marketing, and dealing with flowering times showed
better results regarding the inhibition of disease.

Key words: Postharvest decay, antagonistic yeasts, abiotic stresses,
preharvest sprays.



1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de frutas do mundo. Nos ultimos
anos a area plantada alcancou 82.897 hectares, com uma producdo de
1.514.768 toneladas de frutos (IBGE, 2012), tornando o pais um relevante
produtor, consumidor e exportador. O Brasil atualmente € considerado um dos
principais produtores de frutas frescas, chegando a movimentar 910 milhfes de
dolares em exportacdes no ano de 2012, superando o valor de exportacdo em
2011 (Agrostat/Mapa, 2013).

Os estados de Pernambuco e Bahia se destacam no contexto nacional
entre os grandes exportadores de uvas finas com uma area cultivada de 11.700
hectares na regido do Submédio do Vale do S&do Francisco (Cepea, 2013). A
expansdo da fruticultura regional se deu, principalmente, em fungcdo das
condi¢fes climaticas, que contribuem para melhor qualidade dos frutos, e dos
grandes investimentos governamentais resultando em oportunidades de

negocios no mercado internacional.

Um dos problemas que afeta frequentemente a producdo de frutas no
Brasil séo as podriddes causadas por patégenos, que podem ocorrer em Varias
fases da producdo, inclusive durante o processo pés-colheita. Apesar da
expansao da viticultura no Submédio do Vale Sdo Francisco, as perdas poOs-
colheita sdo expressivas e tém causado grandes prejuizos econémicos. Os
fungos se destacam por serem microrganismos responsaveis por
aproximadamente 80-90% do percentual de perdas causados por agentes

microbianos (Oliveira et al., 2006).

As podridées afetam a qualidade das uvas produzidas no Submédio do
Vale do S&o Francisco causando perdas principalmente nos periodos
chuvosos. Os principais agentes causais sdo os fungos Aspergillus niger,
Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer e Cladosporium herbarum com relatos
frequentes nos ultimos anos (Pearson & Goheen, 1988; Lima et al., 2009). O
processo infeccioso pode ter inicio em varias etapas do cultivo, ocorrendo na

forma de infec¢bes quiescentes, ou até durante os procedimentos realizados



apos a colheita como através de ferimentos e inadequacdo do transporte e
armazenamento, além de alguns fatores, como as condi¢cdes climaticas
favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno (Barkai-Golan, 2001; Cavalcanti,
2005; Oliveira et al., 2006).

Quando as condi¢cdes meteoroldgicas sao favoraveis a proliferacdo de
patogenos (geralmente com alta umidade, baixa temperatura e presenca de
chuvas), a estratégia de controle recai sobre o0 uso integrado de refrigeracéo e
fungicidas sintéticos. No entanto, com a difusdo mundial do ideal de
sustentabilidade na agricultura, a preocupacdo com a contaminacéo de frutas e
olerdceas com residuos de pesticidas torna desconfortavel a pratica da

aplicacao pos-colheita de fungicidas.

Portanto, ha a necessidade de encontrar alternativas sustentaveis e
desenvolver técnicas que permitam eliminar o risco de residuos, além de
erradicar ou minimizar os efeitos danosos da presenca desses patdgenos nos
frutos, sem comprometer a demanda pelos consumidores por produtos de
qualidade e inocuidade garantidas. Nesse contexto, o controle biolégico se
apresenta como uma alternativa promissora, permitindo a reducdo ou

eliminacdo do uso de agrotéxicos e dos riscos de contaminacdo com residuos.

Diversos grupos de microrganismos vém sendo estudados e apontados
como potenciais agentes de controle de doencas, dentre eles as leveduras.
Esses agentes microbianos vém se destacando por serem comumente
encontrados na superficie dos frutos e utilizarem diversos mecanismos de agéo
como a competicdo por nutrientes, producdo de antibiéticos e producédo de
enzimas liticas (Droby, 2006). No entanto, embora muitos estudos tenham
demonstrado este potencial, poucos agentes de controle entraram efetivamente
em uso. Assim, faz-se necessaria a intensificacdo de trabalhos de pesquisa
direcionados as diversas etapas para obtencdo de produtos para biocontrole,
tais como, avaliacbes dos mecanismos de acdo envolvidos nas interagcbes
entre 0os agentes de biocontrole e os patégenos, as plantas e o meio ambiente
(Morandi et al., 2005; Batta, 2007).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da videira

A videira (Vitis spp.) foi introduzida no Brasil pelos portugueses na regiao
de S&o Paulo, se destacando pela excelente adaptacdo as condicdes de clima
e solo, que se tornam ideais em regides tropicais e subtropicais (Pommer,
2003; Pommer & Maia, 2003). Segundo Mello (2006), a producéo de uvas no
Brasil apresentou inicialmente uma tendéncia crescente, com certa estabilidade
nos ultimos anos. No Brasil, dois grupos de uva de mesa se destacam: uvas
finas de mesa, a maioria de variedade Vitis vinifera L. de origem européia, e
uvas comuns de mesa, sendo em grande parte uvas de variedades ou hibridas

da espécie V. labrusca L., de origem americana (Trindade, 2007).

Segundo dados do IBGE, em 2012 a area plantada com videira no Brasil
atingiu 82.897 hectares e uma producdo de 1.514.768 toneladas de frutos,
tanto para processamento quanto para consumo “in natura”. A regido Sul, que
apresenta temperaturas mais baixas, € a maior produtora de uva do pais com
989.884 toneladas, acompanhada da regido Nordeste de clima semiéarido, que
produz 289.977 toneladas, e Sudeste, com 227.453 toneladas de uvas
produzidas (IBGE, 2012).

Na regido Nordeste, a producdo de uva predomina nos municipios de
Petrolina/PE e Juazeiro/BA, situados, respectivamente, nos sertdes
pernambucano e baiano do Submédio do Vale do S&o Francisco,
correspondendo juntas a uma area de cultivo com mais de 11.200 hectares, em
continua expanséo, com 90% do cultivo em fase produtiva (Lima, 2012), sendo
caracterizada como a area de maior concentragdo de uva no Nordeste, apesar
de existirem outras areas nesta regido onde o clima é similar e também se
explora o cultivo de uva como: Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte (Pedro
Junior & Sentelhas, 2003).

As caracteristicas edafoclimaticas do polo Petrolina-PE - Juazeiro-BA, a

existéncia de empreendedores e 0s investimentos e projetos publicos de



irrigacédo tém sido determinantes na instalacdo e expansdo da producao de

uvas finas de mesa (Silva & Correia, 2004; Lima, 2012).

Segundo o Ibravin (2010), as caracteristicas climaticas colocam a regiao
do Submédio do Vale do S&o Francisco em destaque por ser uma area em que
a producdo de uva pode adquirir caracteristicas especificas, além de garantir
producdo continua durante o ano. Assim, a cultura tem contribuido para o
desenvolvimento significativo dos setores econdmico e social regionais, tendo

em vista sua rentabilidade financeira e a geracdo de empregos.

2.2 Condicbes ambientais e caracteristicas da videira

A cultura da videira € considerada de clima temperado, embora
apresente adaptabilidade as mais variadas condi¢cdes climaticas, o que
possibilita seu cultivo em diversas regifes. Todavia, apresenta uma série de
exigéncias climéticas para expressar seu maximo potencial em rendimento e
qualidade dos frutos (Sentelhas, 1998).

O clima interfere no crescimento, na produtividade e na qualidade da
producdo. A temperatura, a umidade relativa e a luminosidade séo os fatores
climaticos mais importantes para a producdo de uva. A radiacdo solar é
considerada um fator decisivo para 0s processos vitais da planta: fotossintese,
fotoperiodismo, crescimento dos tecidos, floracdo, amadurecimento dos frutos,
entre outros (Ferreira et al., 2004). O calor € importante para o crescimento
vegetativo das plantas, enquanto o frio € imprescindivel para o repouso

hibernal e para a diferenciacdo das gemas florais (Carvalho & Sobrinho, 2002).

A temperatura e a umidade relativa interferem significativamente na
qualidade poés-colheita dos frutos, pois participam principalmente na etapa do
armazenamento. A incidéncia de perdas na producéo intensifica-se de acordo
com as condi¢des ambientais que favorecem a proliferacdo de microrganismos
durante o crescimento da planta; a cultivar; o local de producéo; e a sanidade
dos materiais utilizados. Dessa forma, o melhor periodo para o controle

fitossanitario € quando as chuvas estdo mais escassas, quando a temperatura
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evita a maior ocorréncia de umidade, impedindo um ambiente favoravel para o
crescimento do patdgeno e contribuindo assim para melhor desenvolvimento
do fruto (Silveira et al., 2005).

O clima também influencia na quebra de dorméncia de gemas da videira.
No clima tropical, existem algumas particularidades na viticultura quanto ao
manejo que diferenciam do clima Subtropical e Temperado, isso € evidenciado
de acordo com a adaptabilidade e o seu comportamento durante o ciclo (Le&o
& Maia, 1998). As regibes de clima tropical ndo apresentam a fase de
dorméncia que ocorre ao longo do inverno e é quebrada no inicio da primavera,
dando inicio a um novo ciclo. Isso possibilita ciclos sucessivos de produgcdo em
qualquer época, com até duas colheitas por ano, pois as plantas vegetam
continuamente, no entanto h4 uma grande irregularidade na diferenciacao de
gemas, na emissdo de brotos e floragdo (Camargo & Oliveira, 2001). No
Semiarido brasileiro, a poda, o manejo da irrigacdo e a aplicacdo de
reguladores vegetais permitem o escalonamento da producéo ao longo de todo

0 ano, bem como a realizacao de até cinco safras a cada dois anos.

A uva é um fruto ndo climatérico, caracterizado por apresentar um
declinio na atividade respiratdria apés a colheita, que se mantém relativamente
baixa e constante, ndo produzindo etileno, o hormdénio natural do
amadurecimento (Chitarra & Chitarra, 2005). Estas caracteristicas da cultura
evidenciam a necessidade de monitoramento especifico em todas as etapas
produtivas.

2.3 Podriddes p6s-colheita

As Podriddes poés-colheita sdo responsaveis por grandes perdas nos
segmentos de hortalicas e fruteiras em todo o mundo, com estimativas que
chegam a 50% em regides tropicais (Janisiewicz & Korsten, 2002; FAO, 2010).
Em geral, isto se deve a problemas relacionados ao controle de patégenos em
pré-colheita, a danos mecéanicos na colheita, transporte e inadequagdo no

armazenamento (Barkai-Golan, 2001; Snowdon, 2010). Um dos maiores
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entraves para as regides produtoras de uvas sao as perdas causadas por
patdogenos que infectam residuos florais ou que sdo capazes de produzir
infecgdes quiescentes (Viret et al., 2004; Snowdon, 2010).

Alguns aspectos relacionados a poés-colheita podem restringir a
comercializacdo das uvas. Nos casos em que a logistica de armazenamento e
transporte, como no Submédio do Vale do Sao Francisco, requerem longo
periodo entre a colheita e 0 consumo, a queda na atividade fisiologica, a
sensibilidade a desidratacdo, o desgrane e as infeccbes fungicas podem
causar grandes perdas ou desvalorizacdo da producdo (Artés-Hernandez &
Barberan, 2006). As doencas pos-colheita podem ser a maior causa de
alteracOes, podendo chegar a 80-90% dos casos (Oliveira et al., 2006). Como
resultado, as perdas podem chegar até a 25% da producdo total em paises
industrializados e mais de 50% nos paises em desenvolvimento (Nunes, 2012).

Durante o processo de poés-colheita, alguns fatores tecnolégicos,
fisiolégicos (respiracdo, transpiracdo, amadurecimento) e patoldgicos (doencas
e pragas) interagem de diversas maneiras, interferindo direta ou indiretamente
no manejo de doengas poés-colheita. Ou seja, um controle eficiente das
doencas requer a consideracdo dos fatores, interligados nos Vvarios
subsistemas que compdem o sistema produtivo (Silveira et al., 2005).

Silva e Correia (2004) relatam, entretanto, que a producédo voltada para
um mercado de uvas finas de qualidade passa a exigir cada vez mais, a
utilizacdo de novas tecnologias, mao-de-obra qualificada e servigos
especializados, tanto no processo produtivo, quanto nas atividades de pos-
colheita. Essas exigéncias tém por finalidade, além da busca por maior
producdo e qualidade dos alimentos, uma preocupacdo a mais com 0 meio
ambiente que, dentre os diversos fatores, destaca o0 uso demasiado de
produtos quimicos nos cultivos para o controle de doengas frequentes, o que

ocasiona a permanéncia de residuos de agrotdxicos nos alimentos.

As infecgbes mais frequentes ocorrem através de ferimentos realizados
durante o processo de colheita ou até mesmo no periodo de armazenamento.
Essas doencas pos-colheitas em uva geralmente ocorrem na forma de

infec¢des quiescentes que iniciam-se na fase de pré-colheita, quando os frutos
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ainda se encontram ligados as plantas, ou podem ser por infeccées adquiridas,
decorrentes de infeccbes durante o periodo poés-colheita. No caso das
infeccbes quiescentes, o0s sintomas surgem quando o fruto passa pelo
processo de colheita e estes sofrem alteracdes fisiologicas tornando-se, mais
susceptiveis ao ataque de patdégenos (Barkai-Golan, 2001, Cavalcanti, 2005,
Oliveira et al., 2006).

3. Podriddes pds-colheita de uva no Submédio do Vale do Sao Francisco

Dentre as principais doencas da videira, se destacam os fitopatégenos
que atacam as bagas através de infecgcbes quiescentes ou adquiridas
evoluindo para as seguintes podridées: Podridao por Penicillium ou mofo azul
(Penicillium spp.), podriddo por rhizopus (Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.)
Lind), podriddo por aspergillus (Aspergillus niger Van Tiegh.), podriddo por
cladosporium (Cladosporium herbarum (Pres.: Fr.)), mildio (Plasmopora viticola
(Brek & Curt.)), oidio (Uncinula necator (Schwein.) Burr.), cancro bacteriano
(Xanthomonas campestres pv. viticola (Nayudu) Dye), mofo cinzento (Botrytis
cinerea Pers. Ex Fries), podriddo de alternaria (Alternaria alternata Fr.),
podriddo da uva madura (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc.)
(TAVARES; SILVA, 2006). Podendo se destacar com maiores ocorréncia na
regido Semiarida: Alternaria alternata, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer e
Cladosporium herbarum (Pearson & Goheen, 1988; Oliveira et al., 2006; Terao
et al., 2007; Lima et al., 2009; Camargo et al., 2011).

Segundo Camargo et al (2011), no ano de 2009 anélises de amostras de
uvas sem sementes de diferentes cultivares com sintomas de podridao pos-
colheita na Regido do Submédio do Vale do S&o Francisco detectaram a
presenca dos fungos Aspergillus niger, Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus stolonifer e Penicillium
expansum. Os autores nédo relatam a ocorréncia de Botrytis cinerea na regiao,
0 que é compreensivel dada a sua alta demanda por umidade para o inicio do

processo patogénico (Agrios, 2005).



Cladosporium herbarum € um fungo que tem a capacidade de penetrar
nas bagas nas fases pré-colheita ou durante o armazenamento, sendo capaz
de crescer mesmo quando exposto a condi¢des refrigeradas de 0°C e em alta
umidade relativa. O fungo aproveita-se de bagas que apresentem fissuras na
epiderme desenvolvendo-se a partir dai (Camili & Benato, 2005; Lima, 2008).

Apesar do fungo Rhizopus stolonifer, causador da podriddo-mole, ter
pouca incidéncia no Submédio do Vale do Sao Francisco, pode ocorrer em
todas as regiées que mantém o cultivo da videira, e assim como o Lasiodiplodia
theobromae se destaca por ser muito comum em bagas maduras (Galloti et al.,
2002; Benato, 2003). Ja o Penicillium expansum, responsavel pela podridédo
denominada de mofo azul, se destaca pela resisténcia a ambiente refrigerado
com baixas temperaturas, onde mantém o seu desenvolvimento mesmo que
lento, podendo afetar outros cachos e causar danos econdémicos (Camargo et
al., 2011)

Os géneros Aspergillus e Alternaria sdo dois dos principais
representantes fungicos responsaveis pela producdo de micotoxinas inclusive
na uva, que sdo metabdlitos secundarios téxicos de dificil controle, e proliferam
numa ampla variedade de produtos agricolas destinados ao alimento do
homem e dos animais (Blunden et al., 1991; Hussein & Brasel, 2001). Isso é
preocupante, porque a deteccdo de micotoxinas em frutas colonizadas por
fungos podem acarretar riscos a saude, apresentando toxidez em animais e
sendo causadoras de mutagénese e carcinogénse em células humanas (Sylos
& Rodriguez-Amaya, 1999; Yiannilouris & Jouany, 2002; Drusch & Ragab,
2003).

Ao contrario de alguns fungos que necessitam de ferimentos para
penetrar no fruto e se desenvolver, o fungo Alternaria alternata (Fr.:Fr) Keissl
se destaca por ndo precisar de ferimentos para servir como via de penetragcéo
no fruto, além de ser bastante agressivo e resistente a ambiente refrigerado,
onde se mantem em constante desenvolvimento. Segundo Benato (2003),

quando em condi¢gbes favoraveis com alta umidade, € observada a presenca
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de frutificacdes do fungo em aglomeracdes, que vao de acinzentados a verde

oliva, e quando em estagio mais evoluido torna-se preto.

Aspergillus niger € uma espécie que tem grande adaptabilidade ao meio,
apresentando tolerancia inclusive a baixa umidade. Esta caracteristica torna-o
mais frequente da regido do Submédio do Vale do S&o Francisco,
principalmente quando a colheita ocorre em periodos chuvosos. A infeccao
inicia-se ainda no campo e 0s sintomas podem aparecer na maturacdo ou
permanecer como enddfito, manifestando-se gradativamente durante o periodo
de armazenagem, e resultando em grandes prejuizos para o produtor
(Camargo et al., 2012).

Na podriddo causada por Aspergillus niger, ndo existe uma fase
determinada para seu desenvolvimento, ele possui uma 6tima desenvoltura em
qualquer estagio de crescimento da uva, e pode aparecer a partir de infeccédo
adquirida ou ndo (Barkai-Golan, 2001, Cavalcanti, 2005, Oliveira et al., 2006).
Os sintomas caracteristicos sdo o0 escurecimento e amadurecimento do local
infectado nas bagas, provocando o rompimento da casca, desenvolvendo um
bolor escuro que corresponde as estruturas de frutificagdo do fungo. Com o
tempo pode atingir uma coloragéo acinzentada, podendo ser confundida com o
mofo cinzento que ndo € encontrado na regido (Camargo et al., 2012).

3.1 Alternativas de controle de doencgas pds-colheita da videira

O controle de fitopatdgenos causadores de doencas de frutas, incluindo
o controle biolégico, pode ser realizado em duas etapas: durante o periodo de
desenvolvimento do fruto em condi¢cdes de campo, ou depois da colheita,
durante o armazenamento. O controle ainda no campo tem por objetivo a
prevencdo de infeccbes no fruto, impedindo que o patdégeno penetre nos
tecidos e se aproveite do armazenamento para se desenvolver causando
podriddes e impedindo o surgimento de outras infecgdes (Bettiol & Ghini, 1995;
Sharma et al., 2009).
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O controle quimico é o método mais aplicado para o manejo de
patdogenos pos-colheita em frutas e hortalicas, comumente associado a
meétodos fisicos como a refrigeracéo, o tratamento térmico, radiacdo, atmosfera
controlada e modificada (Zambolim et al., 2002). Apesar dos produtos quimicos
apresentarem eficiéncia em curto prazo, grandes dosagens desses produtos
sdo lancadas nas plantacdes propiciando alta produtividade. No entanto, os
efeitos negativos sobre o solo e o ecossistema, em geral, precisam ser levados
em consideracdo, mas principalmente em relacdo a contaminacdo do produto
final por residuos, que vem se tornando uma exigéncia do mercado

consumidor.

A refrigeracdo promove o retardamento da atividade da maioria dos
microrganismos, além de moderar os processos metabdlitos dos frutos,
apresentando maior eficiéncia quanto mais rapida for aplicada (Silveira et al,
2005). O resfriamento imediato ap6s a colheita permite em retirar
imediatamente o calor que a fruta traz do campo (Cantillano, 2006). Dessa
forma, a ocorréncia de atrasos no resfriamento resulta em aumento na perda
de agua, evidenciado no murchamento dos frutos e desidratacdo do calice
(Pizarro, 2009). No entanto, & medida que as frutas voltam a serem expostas
as condicdes naturais, 0s microrganismos, até entdo ja existentes, se
beneficiam das condicbes favoraveis e retomam sua atividade. Além disso, ha
um aumento significativo do custo de producdo causado pela manutencdo do
sistema de refrigeracdo da conservacdo pOs-colheita (Barkai-Golan, 2001;
Kader, 2002).

O tratamento térmico consiste em conjugar temperatura e tempo de
exposicdo especifica para cada patégeno, sendo somente adequado para
frutas e hortalicas que tolerem temperatura elevada. Aléem disso, ndo € eficaz
no controle total de podriddes pés-colheita, principalmente as provocadas por

Aspergillus sp. e Rhizopus sp. (Zambolim et al., 2002; Janisiewicz et al., 2003).

As radiagbes gama e ultravioleta (UV-C) também s&o técnicas utilizadas
para o controle de podriddes pés-colheita de frutas “in natura” dentre elas, a
uva (Neves et al., 2002; Nigro et al., 2000; Pascholati et al., 2004). Além de
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eficaz para o controle de podriddes pos-colheita da uva, a aplicacdo de doses
ajustadas de UV-C contribuiu para o aumento do periodo de conservacao dos
frutos, prolongando assim o periodo de armazenamento e, consequentemente,
o retardamento do amadurecimento (CIA et al, 2009). No entanto, a eficiéncia é
limitada ja que a radiagdo UV-C alcanca profundidade limitada nos frutos. Além
disso, podem ocorrer queimaduras (escaldaduras) resultantes da elevada
dosagem necessaria para o controle efetivo; o amadurecimento anormal;
amolecimento do tecido; perda do sabor, resultando dessa forma em uma baixa
aceitacdo pelo consumidor, além do custo significativo para sua aplicacdo
(Benato, 2002; Capdeville et al., 2002; Zambolim et al., 2002).

Vale ressaltar que, diante do contexto socioambiental vivenciado no
mundo contemporaneo, a busca por alternativas de controle mais rentaveis,
saudaveis e sustentavelmente corretas vem se tornando cada vez mais
indispensavel. O uso sustentavel de meios naturais ou ecologicamente seguros
deve garantir a produtividade econémica das culturas sem causar danos
expressivos ao solo, a agua e a qualidade dos alimentos, promovendo assim, a

seguranca alimentar e a sustentabilidade da agricultura (Andrade et al., 2004).

3.2 Controle Bioldgico

Camili et al (2007), enfatizam que, a protecdo de frutos pos-colheita
contra podriddes tem sido desviada do uso de produtos quimicos para varias
técnicas alternativas de controle, que garantam a seguranca do produto e que
ndo coloque em risco a saude dos consumidores, minimizando ou substituindo
o uso de fungicidas e, ainda assim, prolongando o periodo de conservacdo dos
frutos a um custo compativel, fazendo emergir a necessidade de desenvolver
alternativas de controle de doencas vinculadas ao sistema de manejo,
fundamentadas na sustentabilidade, no equilibrio ecologico e na reducéo de

perdas pés-colheitas.

O conceito basico para controle bioldgico foi descrito por Cook & Baker
em 1983, como a “reducdo da soma de indculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patdégeno, realizada por ou através
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de um ou mais organismos que ndo o homem”. Mais recentemente, um novo
conceito foi abordado por Cook (2007), que o descreve como um método de
controle fundamentado nas relacdes ecoldgicas entre as populacdes
microbianas, e destas populacdes com o hospedeiro, mais especificamente
entre o patdgeno, o hospedeiro e seu antagonista ou agente de controle. O
conceito evoluiu de tal forma que o controle populacional, o controle biolégico
de doencas de plantas trata-se da aplicacdo de processos biologicos, ou de
seus produtos, para o controle do processo patogenético, ou a doenca
(Wisniewski et al., 2007).

Janisiewicz et al (2002), relataram que o controle biolégico de frutas pos-
colheita € o Unico em que os antagonistas devem ser aplicados diretamente
nas possiveis vias de penetracdo para os patdgenos, nichos frequentemente
ricos em nutrientes. Segundo Luz (2002), as invasdes de feridas nas frutas por
patégenos necrotroficos sdo vulneraveis para o controle biolégico e com isso,
0s antagonistas devem ser aplicados diretamente na area lesionada, podendo

reduzir o apodrecimento das frutas significativamente.

A competicdo por nutrientes e espaco na epiderme pode ser um
mecanismo eficaz, j& que a maioria dos patégenos invade o fruto em busca de
condicdes favoraveis para sua sobrevivéncia. Além disso, Janisiewicz et al
(2000), relatam que vérios possiveis mecanismos de biocontrole tém sido
sugeridos, incluindo antibiose, parasitismo, inducdo da resisténcia e

competicao por nutrientes e espacgo.

Nessa perspectiva, o controle biolégico aparece como uma técnica
promissora por ser coerente com o0s principios ecolégicos, através da utilizacao
de agentes bioldgicos, contribuindo para uma agricultura sustentavel com
reducdo da ocorréncia de doencas fungicas de maneira ecologicamente viavel.
Bettiol & Morandi (2009), relatam que os agentes microbianos constituem uma
alternativa viavel e eficaz no controle de fitopatégenos na pré e/ou pés-colheita,
guando comparados aos diversos fungicidas agricolas existentes ho mercado,
buscando atender assim a demanda cada vez mais exigente dos consumidores

por produtos naturais saudaveis.
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Trés fatores indicam ser o controle biolégico em pds-colheita viavel e
passivel de exploracdo: controle das condicbes ambientais; limitacdo da
superficie de aplicacdo dos antagonistas aos 0Orgdos comerciaveis; e ser
economicamente praticAvel em condicdbes de armazenamento (Michereff,
1998). No entanto, para que o controle biolégico obtenha resultados
economicamente viaveis devem-se considerar diversos aspectos que estéo
interligados, como a intensidade dos mecanismos de defesa natural e a dose
de antagonistas / substancias antimicrobianas naturais aplicadas (Mari &
Guizzardi, 1998). Contudo, os agentes de controle bioldégico possuem
limitagOes, sendo, muitas vezes adequados para patossistemas e condigbes

ambientais especificos.

3.2.1 As leveduras e seu potencial de controle

As leveduras sao microrganismos classificados em 90 géneros e 770
espécies pertencentes as classes Ascomycetes e Basidiomycetes. (Kurtzman &
Fell, 1998; Fleet, 2003), e tém mostrado potencial de controle de podriddes de
frutos, destacando-se por serem nao toxigénicos, possivelmente degradarem
micotoxinas produzidas por alguns patégenos e sdo comumente encontrados
na superficie de frutos (Coelho et al., 2003; Coelho, 2005).

As leveduras sdo caraterizadas como sendo heterotroficos,
unicelulares, cujos habitats sdo o solo nu ou com vegetacdo natural, as
superficies de tecidos de plantas, incluindo flores e frutas. Neste Ultimo, se
destacam como 0s principais microrganismos na comunidade microbiana,
sendo em sua grande maioria consideradas como aerObicas obrigatdrias,
embora algumas sejam anaerébicas facultativas (Bamforth, 2005). Por serem
comumente encontradas em folhas (sendo o filoplano um importante substrato
para as leveduras) e frutos, elas possuem um grande potencial para o controle

de doencas pos-colheita (Wilson & Wisniewski, 1991).

As condicbes ambientais favoraveis correspondem a um dos principais
fatores que influenciam na sobrevivéncia dos microrganismos antagbnicos
apos a sua aplicacao, limitando seu desempenho no controle de doencgas pos-

colheita. A tolerancia dos agentes de controle a variaveis ambientais € uma
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caracteristica importante ao se considerar sua aplicagdo em campo ou, no caso

de patégenos pos-colheita, em ambientes controlados.

Apesar da capacidade de desenvolvimento em condi¢cdes adversas,
quando submetidas &s condicdes de estresses abidticos podem sofrer
alteracdes na estrutura e funcdo, comprometendo a sua viabilidade e efic4cia.
As condicbes de estresse ambientais sdo determinadas por fatores como
temperaturas, baixa umidade, o estresse oxidativo, a falta de nutrientes, pH
adverso e atividade de agua ( Teixido et al., 1998, Liu et al., 2011, 2012,
2013).

De acordo com Torija et al (2003), a temperatura afeta diretamente a
ecologia microbiana e as reacdes bioquimicas da levedura. O crescimento das
leveduras pode ocorrer sob uma ampla faixa de temperatura variando entre 0-
47°C, sendo que a maioria das espécies se enquadra com temperatura 6tima
na faixa entre 20-30°C (Landell, 2006). Diante das condi¢cdes de estresse
ambiental, quando as leveduras sdo expostas a um estresse osmoético perdem
agua dando inicio a uma série de mecanismos (Sant’ana, 2009). A Umidade
relativa também é um fator influenciavel, pois quando em condi¢cdes muito
elevada favorece o crescimento dos microrganismos, especialmente daqueles
gue se encontram na superficie. Além disso, a atividade de agua também € um
dos principais fatores responsaveis pela prevencdo ou limitacdo do

desenvolvimento microbiano.

Segundo Ipollito et al (2005), a utilizacdo de antagonistas microbianos
com uma maior toleréncia ao stress osmatico pode ser crucial para manter o
tamanho da populacdo elevada, necessaria para exercer a atividade de
biocontrole. Para isso, é fundamental compreender os mecanismos de resposta
ao estresse microbiano, para buscar maior resisténcia a condigbes ambientais
desfavoraveis e melhorar as taxas de sobrevivéncia desses microrganismos
(Canamas et al., 2008). Dessa forma, a tolerancia ao estresse abidtico € um
atributo essencial para leveduras utilizadas como agentes de biocontrole (Liu et
al., 2013).
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Para manter frutos e hortalicas de consumo in natura em um O6timo
padrdao de qualidade e sem residuos quimicos, as leveduras vém sendo 0s
microrganismos preferencialmente mais utilizados, pois se destacam como
excelentes antagonistas em alguns estudos e por ndo serem bons produtores
de metabdlitos antibidticos, como as micotoxinas que sdo substancias
altamente toxicas e consequentemente por em risco a saude do homem
(Valdebenito-Sanhueza, 2000).

O controle biologico de doencas pos-colheita por leveduras € uma
estratégia promissora para a reducao do uso de fungicidas sintéticos (Nunes,
2012). Estes microrganismos ocorrem naturalmente sobre a superficie de frutos
e tem sido eficazes como agentes de controle bioldgico (Nally et al., 2013),
atuando de forma promissoras no controle de doencas pds-colheita,
principalmente por agir de maneira viavel envolvendo varios mecanismos de
acao dentre os quais se destacam a competicdo por nutrientes e espago, a
producdo de enzimas hidroliticas, parasitismo, formacao de biofilme e inducao
de resisténcia em plantas (Giobbe et al., 2007, Zhang et al., 2010, Mari et al.,

2012 e Lutz et al., 2013), impedindo a atuacao e sobrevivéncia do patégeno.

Os mecanismos de defesa mais inGcuos que o agente de controle pode
empregar para o controle de doencas pés-colheitas sdo competicdo por espaco
e nutrientes e a producdo de enzimas extracelulares. Dessa forma, as
leveduras podem reduzir a proliferacdo e desenvolvimento do fungo, mantendo
a maior qualidade do fruto para consumo, com menores riscos a saude (Nunes
& Manso, 2011). Entre esses mecanismos, a competicdo por nutrientes é
considerado um importante mecanismo de acdo por causa das exigéncias
nutricionais simples de muitas espécies de levedura (Elad & Chet, 1987;
Mekbib et al., 2011; Bautista-Rosales et al., 2013).

Algumas leveduras possuem como carateristica a producdo de
exotoxinas com atividade antimicrobiana contra outras cepas da mesma
espécie, conhecida como carater ‘killer. O carater Killer foi relatado pela
primeira vez por Makower e Bevan trabalhando com cepas de Saccharomyces

cerevisae (Buzzini & Martini, 2000). Estes metabdlitos podem ter acéo contra
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fungos filamentosos, bactérias cocéides gram-positivas, entre outros (Polonelli
et al., 1993; Golubev, 2006), podendo representar uma vantagem seletiva entre
espécies competidoras em um mesmo habitat. O potencial de inibir cepas
contaminantes indesejaveis apresentados por estas leveduras contribui para o
surgimento de expectativas que favorecam a sua utilizacdo como técnica

promissora de biocontrole.

As leveduras com carater Killer podem ser encontradas em varias
fontes, com destaque para os locais em que possui alta densidade microbiana,
havendo dessa forma uma necessidade de competicdo ecoldgica intensiva
(Ganter & Starmer, 1992; Golubev et al., 2002; Fredlund et al., 2002; Golubev,
2006). As vantagens que as leveduras com carater killer possuem sobre
linhagens sensiveis no ambiente podem explicar sua abundancia, uma vez que
esse mecanismo pode ser utilizado na competicdo com outras leveduras e/ou

microrganismos.

4. Implantacdo de controle biolégico de podridées pds-colheita no
sistema de producédo de uva no Submédio do Vale do Séo Francisco

A substituicdo de produtos quimicos por agentes de controle bioldgico
pode resultar em melhor aceitacdo dos produtos agricolas nos mercados
interno e externo (Coelho, 2003). No entanto, para a implantacdo de medidas
corretas de controle, € necessario conciliar todas as etapas de producao
seguindo até o consumidor final, iniciando com as praticas culturais corretas,
seguidas de uma boa nutricdo da planta durante todo ciclo; realizacdo de
podas no periodo determinado; cuidados basicos durante o desenvolvimento
da planta para ndo favorecer as doencas; minimizacdo do controle quimico
atendendo as normas do controle ambiental; e colheita no periodo correto de

maturacéo do fruto.

Ao contrario de outras frutas e hortalicas, a uva é fragil, ndo permitindo
manuseio pos-colheita que permitam realizar a assepsia das bagas. As etapas
comumente aplicadas nos packing-house para manga e outras frutas, como a

lavagem, sanitizagdo e tratamento térmico, para a uva ndo sdo aplicaveis.
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Assim, as estratégias de controle requerem a aplicacdo de produtos ainda na
fase pré-colheita. Isto implica no desenvolvimento de estratégias que
considerem o numero e épocas de aplicacdo e, no caso de controle biologico, a
selecdo de antagonistas capazes de tolerar as condicbes de campo ou de
estratégias e formulagfes que aumentem sua viabilidade apés a aplicagéo.

Aplicacbes de agentes de controle durante a fase pré-colheita podem
evitar as infec¢cdes quiescentes visto que 0S microrganismos antagonistas
interagem com os frutos, estabelecendo-se preferencialmente na epiderme e
outros sitios, e competindo com o agente patogénico, reprimindo sua atividade
e conseguentemente protegendo de infeccbes subsequentes (Zhao et al.,
2011; Wei et al.,, 2014). Alguns trabalhos j& demonstraram o potencial de
biocontrole com aplicacdes pré-colheita utilizando leveduras, como no caso da
aplicacdo de Cryptococcus laurentii para o controle de podriddes pés-colheita
em cereja (Tian et al., 2004), uva (Meng et al., 2010) e morango (Wei et al.,
2014).

No atual estagio de disponibilidade de produtos sera necessario a
integracdo de préticas de controle quimicos e alternativos, incluindo produtos
biolégicos, e de controle cultural que permita reduzir a pressdo de inéculo,
como a remocdo de residuos de poda. E provavel que a incorporacdo de
agentes de controle bioldgico as estratégias de controle dos produtores seja a

alternativa mais aceitavel dentro dos atuais sistemas de producdo em vigéncia.

Durante o periodo pés-colheita, os cuidados devem persistir no
manuseio, na sele¢éo do fruto (tendo cuidado para néo ferir o fruto e facilitar a
entrada do patdégeno), em deixar sob temperaturas determinadas como a
principio em condicbes de baixas temperaturas (reducdo da respiracao,
transpiracdo e producdo de etileno) e umidade relativa para ndo deixar os
frutos sob condi¢des favoraveis de doencas, evitando que outras doencas se
iniciem, além da preocupagdo que possa causar tanto para 0 meio ambiente

guanto para a saude humana.
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6. OBJETIVO

Selecionar leveduras e definir uma estratégia de uso para a aplicacéo
de leveduras antagonistas visando o controle biologico e resfriamento no
manejo de podridfes pés-colheita em uva causada por Alternaria alternata e

Aspergillus niger no Submédio do Vale S&o Francisco.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial de isolados de leveduras para o controle de
podridées causadas por Aspergillus niger e Alternaria alternata, diante da sua

resisténcia intrinseca a temperatura e baixa disponibilidade de agua.

Avaliar o potencial de isolados de leveduras quanto ao numero de
aplicacoes, as aplicacdes em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto e

o resfriamento no manejo de podriddes pds-colheita em uva.
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CAPITULO |

UTILIZACAO DE LEVEDURAS NO MANEJO DE PODRIDOES POS-
COLHEITA EM UVA
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RESUMO

O Submédio do Vale do Sao Francisco se destaca no cenario nacional como o
maior produtor e exportador de uvas finas de mesa no Brasil. Entretanto,
alguns aspectos da poés-colheita podem restringir a comercializacdo, dentre os
quais se destacam as doencas fungicas. Algumas alternativas de controle séo
utilizadas na tentativa de reduzir a atividade desses patdgenos e o controle
biologico & considerado uma alternativa promissora por fazer emergir uma
agricultura sustentavel fundamentada em principios ecoldgicos. Nesse
contexto, as leveduras tém apresentado relevante potencial de biocontrole. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
leveduras previamente selecionados quanto ao seu potencial de controle de
podriddes causadas por Aspergillus niger e Alternaria alternata, considerando a
sua resisténcia intrinseca a temperatura e baixa disponibilidade de agua.
Foram selecionados isolados de leveduras a partir do efeito dos isolados no
controle de podriddes pds-colheita com inoculacdo de leveduras padronizadas
em 10® céls.mL™ e 24 hrs depois 10° esporos.mL™ dos patégenos; a tolerancia
a baixa atividade de agua (a,) em meio de cultivo utilizando PEG6000 com
potenciais osmaticos (0, -2, -5, -10, -15, -20 MPa) e diferentes temperaturas (
20, 25, 30, 35 e 40°C); a sobrevivéncia das leveduras a diferentes condi¢cdes
de UR(30, 40, 50, 60, 80%) e a eficiéncia de controle de podriddes pds-colheita
causada por A. niger e A. alternata pela aplicacdo prévia de isolados de
levedura. Os isolados L7K, L9, L60K e LF apresentaram elevada eficiéncia de
controle de podriddes po6s-colheita causada pelo fungo Aspergillus niger, e os
isolados L7K e LF para o fungo Alternaria alternata diferindo significativamente
da testemunha. Os isolados L10, L7K e LF apresentaram faixa oOtima de
crescimento em torno de 25 a 30°C tolerando até 35°C e o L9 com crescimento
o0timo em torno de 20°C e tolerancia até 30°C. O isolado L7K se destacou
sobrevivendo a partir de 40% de Umidade Relativa, apresentando o melhor
crescimento quando exposto a umidade relativa mais elevada 60-80%. Houve
efeito significativo da aplicagdo prévia de leveduras sobre a severidade dos
cachos apresentando eficiéncia de controle de podriddes superior a 52% para
os isolados LF, L7K e L10 em Alternaria alternata e superior ou igual a 55%
para LF, L7K, L10 e L9 para Aspergillus niger.

Palavras chaves: Doencas pos-colheita, leveduras antagonista, estresse

ambiental, Atividade microbiana.
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ABSTRACT

The S&o Francisco Valley stands out on the national scene as the largest
producer and exporter of fine table grapes in Brazil. However, some aspects of
post-harvest may restrict the marketing, among which stand out the fungal
diseases. Some control alternatives are used in an attempt to reduce the
activity of these pathogens and biological control is considered a promising
alternative to emerge for sustainable agriculture based on ecological principles.
In this context, the yeasts have shown significant potential for biocontrol. This
study aimed to evaluate the potential of yeasts isolates for tolerance to abiotic
stresses and their effect during post-harvest applications to control postharvest
decay in grape caused by Aspergillus niger and Alternaria alternata in the
Lower Basin of the San Francisc. Yeasts isolates were selected from the effect
of the isolates in controlling postharvest rot inoculated with yeasts standardized
at 10° céls.mL ! and 24 hrs after 10° esporos.mL of pathogens; Tolerance to
low water activity ( aw ) in culture medium using PEG6000 with osmotic
potentials (0, -2, -5, -10, -15, -20 MPa ) and different temperatures (20 , 25,
30, 35 and 40 ° C); The survival of yeasts at different RH conditions ( 30 , 40,
50, 60, 80 % ) and control efficiency of postharvest decay caused by A. niger
and A. alternata by prior application of yeasts isolates. The L7K, L9, L60K and
LF isolates showed high efficiency control postharvest caused by the fungus
Aspergillus niger rot, and L7K and LF isolates for the fungus Alternaria alternata
differing significantly from the control. The L10 , L7K and LF isolates showed
optimal growth range of around 25 to 30 ° C tolerating 35 ° C and L9 with
optimal growth at around 20 °© C and tolerance to 30 ° C. The isolated L7K stood
surviving from 40 % RH, showing the best growth when exposed to higher
relative humidity of 60-80 %. There was a significant effect of prior application of
yeasts on the severity of presenting bunches control efficiency of greater than
52 % for LF, L7K and L10 in Alternaria alternata and isolates higher or equal to
55 % for LF , L7K, L9 and L10 to rot Aspergillus niger.

Keywords: Postharvest diseases, antagonistic yeasts, environmental stress,

microbial activity.
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1. INTRODUCAO

O Submédio do Vale do S&o Francisco se destaca no cenario nacional
como o maior produtor e exportador de uvas finas de mesa no Brasil, com mais
de 10 000 hectares de area cultivada (Lima, 2012). No entanto, apesar do
elevado nivel tecnolégico do manejo da cultura, alguns aspectos relacionados a
pos-colheita podem restringir a comercializacdo de uvas, principalmente nos
casos em que € necessario o armazenamento por longo periodo. Isto se da em
virtude da queda na atividade fisioldgica, da sensibilidade a desidratacdo, o

desgrane e de infeccdes fungicas (Artés-Hernandez e Toméas-Barberan, 2006).

As infec¢Bes quiescentes mais frequentes sdo causadas pelos fungos
Alternaria alternata Fr. Keissl., Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz &
Sacc., Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. e Botrytis cinerea
Pers., enquanto as infec¢des adquiridas surgem a partir do manejo incorreto do
fruto durante a etapa pds-colheita ou na etapa de transporte e armazenamento
expressas pelos géneros: Penicillium sp., Aspergillus niger Van Tiegh,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Lind.), entre outros destacados com sintomas
de podriddes (Oliveira et al., 2006).

Algumas alternativas de controle sao utilizadas na tentativa de reduzir a
atividade desses patégenos e minimizar a ocorréncia de podriddes nos frutos.
Tradicionalmente, o controle de doencas pos-colheita de frutos baseia-se
principalmente na utilizacdo de fungicidas sintéticos (Li et al., 2011). No
entanto, h4 uma grande preocupacdo com o0s danos que podem causar tanto
para 0 meio ambiente quanto para a saude do homem, principalmente para a

aplicacdo pos-colheita em produtos para consumo in natura.

O controle biologico utilizando 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; Tian, 2006). Entre as

alternativas propostas para o controle biolégico, as leveduras destacam-se
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como potenciais agentes, as quais ocorrem naturalmente sobre a superficie de
frutos e tem sido eficazes (Nally et al., 2013), além de possuirem varios
mecanismos de acdo como a competicdo por nutrientes e espaco, a antibiose,
a producdo de enzimas hidroliticas, parasitismo, formacdo de biofilme e
inducao de resisténcia em plantas (Giobbe et al., 2007; Zhang et al., 2010; Mari
et al., 2012; Lutz et al., 2013).

A aplicacéo prévia pode melhorar o sistema bioldgico, porque permite ao
antagonista uma maior interacdo com 0 agente patogénico, bem como a
colonizagdo dos tecidos antes da chegada do patdgeno (Wei et al., 2014). No
entanto a tolerancia as condigcbes ambientais desfavoraveis é uma dos
principais caracteristicas que interferem na eficiéncia de controle de doencas
pelos diferentes agentes microbianos. As principais variaveis que afetam a
colonizagéo e a eficiéncia de controle sdo a temperatura, baixa umidade
relativa, radiacdo UV, estresse oxidativo, a falta de nutrientes, pH adverso e
atividade de agua ( Teixido et al., 1998; Liu et al., 2011, 2012, 2013).

Dessa forma, € fundamental compreender os mecanismos microbianos
de resposta ao estresse, para buscar maior resisténcia a condicbes ambientais
desfavoraveis e melhorar as taxas de sobrevivéncia desses microrganismos
(Cafamas et al., 2008). Por isso, a tolerancia ao estresse abidtico € um atributo
essencial para leveduras utilizadas como agentes de biocontrole (Liu et al.,
2013).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados
de leveduras previamente selecionados quanto ao seu potencial de controle de
podriddes causadas por Aspergillus niger e Alternaria alternata, considerando a

sua resisténcia intrinseca a temperatura e baixa disponibilidade de agua.

2. MATERIAL E METODOS

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 do Vale do S&o Francisco e sdao mantidos na colecdo de
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microrganismos do Laboratorio de Controle Bioldgico da Embrapa Semiérido, e
foram previamente selecionados quanto ao potencial de controle biologico de
podriddes pods-colheita de frutas. Os fungos Alternaria alternata e Aspergillus
niger sdo oriundos da colecdo de fungos patogénicos do Laboratério de
Patologia Pos-Colheita da Embrapa-Semiarido, tendo sido isolados de frutos

sintomaticos do polo Juazeiro-BA/Petrolina-PE.

Cultivo, producédo de in6culo e preparacdo de suspensao das leveduras

As leveduras foram cultivadas em meio de cultura liquido SD-Y (Peptona
2,0%, extrato de levedura 1,0%) em agitador orbital a 120 RPM por 72h, a 27°C
e fotoperiodo de 12h. Ap6s o periodo de crescimento, o caldo de cultivo foi
centrifugado a 5000 rpm por 5 min, e resuspendido em NaCl 0,8%(p/v) por 2
vezes para eliminacéo de residuos do meio de cultura. Em seguida, foi retirada
uma aliquota de 100pl da suspenséo e diluido em agua esterilizada (1:10 v/v)
para contagem em camara de Neubauer. As suspensdes foram padronizadas a

10® céls.mL™.
Preparacdo das suspensdes de in6culo dos patdbgenos

Os patégenos foram cultivados por 15 dias, em meio de cultura BDA
(Batata, Dextrose e Agar) a 25°C com fotoperiodo 12h. Ap6s maximo
crescimento, adicionou-se 3 mL de Triton X-100 0,05% a superficie do meio e
os conidios foram removidos com o auxilio da Alca de Drigalsk. As suspensdes

foram padronizadas a 10° esporos.mL™ com auxilio de camara de Neubauer.

Selecdo de isolados de leveduras para o controle de podriddo poés-
colheita causada por Aspergillus niger e Alternaria alternata.

Frutos de uva var. Sugraone foram adquiridos no mercado local e
encaminhados ao laboratério de Controle Bioloégico da Embrapa Semiarido
para serem utilizados no experimento de controle de podridao pés-colheita. Os
cachos foram selecionados para padronizagdo da maturacdo e as bagas foram
individualizadas, mantendo-se um fragmento do pedicelo. Posteriormente,

passaram pelo processo de desinfestacado utilizando alcool etilico 70%,
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hipoclorito de sddio (NaOCI 1,0%) e lavagens sucessivas em agua destilada

esterilizada para remocéo de residuos.

Em seguida, foram realizados pequenos ferimentos com furador de 5
mm de profundidade nas bagas. As suspensbes de leveduras foram
padronizadas para 10%® célsimL? e pulverizadas nas bagas onde
permaneceram por 24 horas em condicbes de 25°C na sala de incubacéo.
Apos esse periodo foi adicionada uma aliquota de 20 pl da suspenséao do
patégeno com 10° esporos.mL? em cada ferimento, sendo, em seguida,
levadas para sala de incubac&o onde foram mantidas durante todo o processo
de avaliacdo. O tratamento testemunha recebeu apenas a inoculacdo do
patdgeno e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito
tratamentos constituido por oito isolados de leveduras com trés repeticbes. A
parcela experimental foi formada por dez bagas individualizadas e os dados
obtidos foram avaliados pelo teste de Dunnet (p< 0,05).

O calculo de eficiéncia de controle foi realizado em funcéo do tratamento

controle utilizando a equacé&o: Eficiéncia Controle (%) =%x100, na qual G

equivale a severidade da podriddo no tratamento controle, e T; € a severidade

nos demais tratamentos.

Avaliacdo da tolerancia de isolados de leveduras a temperatura e baixa
atividade de &gua (ay), em meio de cultivo

A avaliacdo da tolerancia a baixa atividade de agua (a,) foi realizada
utilizando os isolados L9, L10, LYK e LF com base em um gradiente de
concentracdes de Polietilenoglicol (PEG) 6000: 0, 119,6g/L, 202,2g/L, 295,7g/L,
380,53¢g/L e 428,38g/L, equivalentes aos potenciais osmaticos de 0, -2, -5, -10,
-15, -20 MPa (Villela et al., 1991). As diferentes massas de PEG6000 foram
adicionadas a meio BSM+Y (basal salt médium + yeasts) (Glucose 30g/L,
K:HPO, 1,0g/L, KCI 0,5g/L, MgS0,4.7H,0O 0,5¢/L, NaNO3 3,9/L, FeS0O,4.7H,0
0,01¢g/L, Extrato de Levedura 5,0g/L). Em seguida, os frascos contendo o meio

de cultivo foram inoculados com suspensfes de leveduras de forma a alcancar

103 cels.mL1,
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No segundo experimento, apdés a inoculagdo em meio BSM+Y o0s
isolados L7K, L9, L10 e LF foram incubados em estufa BOD com diferentes
temperaturas: 20, 25, 30, 35 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 log;o e a avaliacdo do crescimento das leveduras foi

realizada em contagem em camara de Neubauer.

Avaliacdo da tolerancia de isolados de leveduras a baixa umidade relativa
apos aplicacado em frutos.

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a correlacéo entre
a tolerancia a baixa a,, em meio de cultivo e a capacidade de colonizacéo da
superficie de bagas de uva em baixa UR do ar. Para tanto, as leveduras foram
avaliadas em laboratorio quanto a tolerancia a baixa UR utilizando bagas
destacadas de uva tratadas com suspensdes dos isolados LF, L7K, L9, L10 de
10® céls.mL™. Para obtencdo das diferentes URs foram utilizadas solucées
concentradas de diferentes sais em frascos hermeticamente fechados,
conforme descrito na tabela (Winston e Bates 1960). Apdés a adicdo das
solucbes, os frascos foram mantidos com 100g de silica gel por 24horas,
exceto aquele contendo &gua destilada, que a seguir foi removida e
permaneceu por mais 24h para estabilizacdo da UR do ar interna.

Tabela 1 — Estabilidade da UR do ar interna utilizando diferentes solucdes
concentradas de diversos sais para avaliacdo da tolerancia dos isolados de
levedura a baixa umidade relativa.

Componentes U.R (%)
Silica gel azul 30%
Solugéo 200 g/L MgCl, 40%
Solucéo Glicerol 60% 50%
Solucéo saturada de MgCl, 60%
Agua destilada 80%
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Procedimentos experimentais

Apés a coleta em campo, as bagas foram individualizadas mantendo
fragmento do engaco e evitando feridas. Passaram pelo processo de
desinfestacdo superficial utilizando etanol/NaOCI, e receberam pulverizacao
com suspensdes de leveduras contendo 10° céls.mL™, sendo transferidas para
os frascos previamente preparados. A UR do ar interna foi continuamente

monitorada utilizando um psicrometro digital ao longo do experimento.

O numero de células culturaveis a superficie das bagas foi avaliado pela
ressuspensado em solucdo contendo surfactante. Ao final do periodo as bagas
foram colocadas em recipientes com solucdo de Triton X-100 0,05%, e
agitadas por 30 min em agitador orbital a 120 rpm. A suspensé&o obtida sofreu
diluicdo serial (10X), e aliquotas de 100ul foram semeadas em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA e espalhadas com o auxilio de uma alca de
Drigalsk. As placas foram incubadas a 27°C por 24h, e submetidas a contagem
de colbnias.

O experimento consistiu de 4 tratamentos (LF, L7K, L9, L10), com trés
repeticdes e utilizando oito bagas por tratamento. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado e os dados obtidos foram transformados utilizando

a equacao logi1pX de forma a obter uma distribuicdo lognormal (Loper, 1984).

Avaliacdo da eficiéncia de controle de podridées pds-colheita em uva var.
Sugraone

A avaliacéo da eficiéncia de controle de podriddes foi realizada utilizando
os isolados LF, L7K, L9, L10. Os cachos de uva de var. Sugraone foram
selecionados e padronizados, passando em seguida pelo processo de
desinfestacdo utilizando &lcool etilico 70%, hipoclorito de sodio (NaOCI 1,0%) e

lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada para remocéao de residuos.

Apoés desinfestacéo, os cachos foram pulverizados com suspensfes de

leveduras padronizadas a 10° céls.mL™? conforme descrito anteriormente, e
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permaneceram por 24 horas em condigbes de 25°C na sala de incubacéo.
ApoOs esse periodo, os cachos foram pulverizados com a suspensdo do
patégeno com 10° esporos.mL até molhamento do cacho, sendo, em seguida,
levadas para sala de incubagédo onde foram mantidas durante todo o processo
de avaliagdo em recipientes isolados. O tratamento testemunha recebeu
apenas a inoculacdo do patégeno e o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com oito cachos por parcela, com 3 repeticdes por

tratamento.

3. RESULTADOS

Selecdo de isolados de leveduras para o controle de podridées pés-
colheita causadas por Aspergillus niger e Alternaria alternata.

Houve efeito significativo da aplicacdo de leveduras sobre a incidéncia
de podriddo de bagas de uva var. Sugraone inoculadas artificialmente com A.
niger, quando comparados a testemunha pelo teste de Dunnet (p< 0,05). Os
isolados L7K, L9, L3A e LF apresentaram eficiéncia de controle igual ou
superior a 50% (Figura 1A). Quando inoculados com A. alternata, apenas 0s
isolados L7K e LF se diferenciaram do tratamento testemunha, com eficiéncia
de controle de 60 e 52%, respectivamente (Figura 1B). A partir destes
resultados, apenas os isolados L7K, L9, L3A e LF foram selecionados para a

continuidade dos estudos.
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Asteriscos sobre as colunas indicam tratamentos com incidéncia
significativamente diferente da testemunha pelo teste de Dunnet
(p< 0,05)

Figura 1 — Efeito da aplicacdo de isolados de levedura em uva var. Sugraone,
sobre a incidéncia de podriddo causada por Aspergillus niger (A) e Altenaria
alternata (B), 10 dias ap0s a inoculacao.

Avaliacdo da toleréancia de isolados de leveduras a temperatura e baixa
atividade de 4gua (aw), em meio de cultivo

Os isolados L10, L7K e LF apresentaram faixa 6tima de crescimento em
torno de 25 a 30°C, tolerando até 35°C e decaindo rapidamente até 40°C. Ja o
isolado L9 apresentou crescimento 6timo ao redor de 20°C e o mais rapido
crescimento nas condi¢des de cultivo, no entanto apresentou redugdo do

namero de células viaveis em temperaturas superiores a 25°C (Figura 2A).
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Figura 2 — Culturabilidade de isolados de leveduras (LF, L7K, L9 e L10) em
meio com baixa atividade de agua (aw) e diferentes condi¢cBes de temperatura
(A) e diferentes concentracdes de PEG 6000 (B), com concentracéo (0, -2, -5, -
10, -15, -20).

Os isolados apresentaram diferentes comportamentos quando cultivados
em meio com diferentes ayw a temperatura de 25°C (Figura 2B). Os isolados
L10, L7K e LF apresentaram elevado numero de unidades formadoras de
colénias (UFC) até -5 Mp e reducdo da contagem a aw menores. Ja o isolado
L9 sofreu reducdo do numero de UFC a partir das primeiras alterac6es no
potencial osmético do meio, devido ao aumento da concentracdo do osmalito e
consequente queda da atividade de agua do meio (aw). Além disso, foi
verificada a presenca de formacgao de grumos nas concentracdes de -2Mpa nos
quatros isolados e -10Mpa para LF e L9.

Avaliacao da tolerancia de isolados de leveduras a baixa umidade relativa
apo6s aplicacdo em frutos.

Todos os isolados apresentaram forte limitacdo quanto a sobrevivéncia
em baixas umidades relativas (UR) (Figura 3). O isolado L7K se destacou com
maiores contagens de células viaveis por baga a partir de 40% de UR, e
populacdo mais elevada a superficie das bagas entre 50-60%. O isolado L9
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apresentou numero de células viaveis constantes entre 30-60% de UR,
apresentando numero similar ao do isolado L7K apenas quando a 80% de UR.
Os isolados L10 e LF apresentaram a menor tolerancia a baixa UR, com ligeiro
aumento do nimero de coldnias a partir de 50% de UR, apresentando niumeros
similares ao demais isolados quando a 80% (Figura 3).
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Figura 3 — Tolerancia de isolados de leveduras a baixa umidade relativa do
ambiente controlado apdés a pulverizacdo de bagas com suspensdes de
leveduras contendo 108 céls.mL™ e expostas a diferentes condicées de UR.

Avaliacao da eficiéncia de controle de podridées pds-colheita em uva var.
Sugraone

Houve efeito significativo da aplicacédo de leveduras sobre a severidade
dos cachos. Quando inoculados com A. alternata, os isolados LF, L7K e L10
diferiram estatisticamente da testemunha, apresentando eficiéncia de controle
em torno de 52%, 61% e 58% respectivamente. Para A. niger, todos os
isolados apresentaram severidade das podriddes significativamente diferente
do tratamento testemunha (Tabela 2), com eficiéncia de controle igual ou

superior a 55%.
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Tabela 2 — Influéncia da aplicacdo de isolados de leveduras sobre a severidade
(%) de podridao pés-colheita causada por A. alternata e A. niger em cachos de
uva var. Sugraone.

Isolados A. alternata A. niger
LF 22,03 a 22,80 a
L7K 17,56 a 20,84 a
L9 28,27 ab 21,09 a
L10 19,00 a 18,34 a
Test 45,97 b 50,87 b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas néo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

Os isolados utilizados neste estudo foram previamente selecionados a
partir de 87 isolados de leveduras obtidos de diferentes frutos coletados no
Submédio do Vale do Sédo Francisco, sendo posteriormente pré-selecionado
oito isolados com experimentos de inibicdo de patdgeno de uva e manga in
vitro e in vivo com o objetivo de posterior aplicacdo em campo. E destes, quatro
isolados apresentaram maior potencial de controle de podridées pds-colheita

em uva.

No primeiro experimento deste trabalho, verificou-se que os isolados
L7K, L9, L3A e LF apresentaram resultados promissores para o controle de
podriddes e foram selecionados para a continuidade do estudo. Diversos
estudos ao longo dos ultimos 30 anos tém demonstrado o potencial de
leveduras para o controle de podriddes em frutos e oleraceas. Resultados
similares aos obtidos nestes estudos 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 patégeno A.
alternata em tomate cereja apresentando melhor tratamento com incidéncia de

apenas 13%. Em estudos posteriores, 0 mesmo grupo relatou que cinco
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isolados de leveduras avaliados para o controle do mofo cinzento (Botrytis
cinerea) em trabalho similar a este, reduziram significativamente a incidéncia

de podrid6es em tomates cereja (Wang et al., 2010)

Dos isolados de levedura avaliados, dois (L7K e LF) apresentaram
potencial para controle de A. alternata e quatro (L7K, LF, L9 e L3A) para A.
niger. Em outro patossistema envolvendo A. alternata, Qin et al. (2004),
selecionaram um isolado de levedura que reduziu significativamente a

incidéncia de podriddes em cereja.

A tolerdncia dos agentes de controle a variaveis ambientais é uma
caracteristica importante ao se considerar sua aplicagdo em campo ou, no caso
de patégenos poés-colheita, em ambiente controlado. De acordo com Torija et
al. (2003), a temperatura afeta diretamente a ecologia microbiana e as rea¢cées
bioquimicas da levedura. O crescimento das leveduras pode ocorrer sob uma
ampla faixa de temperatura variando entre 0-47°C, sendo que a maioria das
espécies se enquadra com temperatura 6tima na faixa entre 20-30°C (Landell,
2006).

Conforme observado na Figura 2A todos os isolados avaliados estéo
inseridos nessas condi¢cdes, ja que apesar de tolerar temperaturas acima de
30°C ha uma forte redugcdo no numero de células viaveis, diferindo das
espécies patogénicas que se enquadram entre as faixas de 30-37°C,
apresentando melhor crescimento a 37°C (Landell, 2006). Resultados
encontrados por Narayanan et al. (2012), em estirpes de Saccharomyces
cerevisiae confirmam o mesmo comportamento apresentado pelos isolados.
Esses autores encontraram uma faixa 0tima de crescimento nas temperaturas
de 28 a 30°C, com tolerancia até 45°C, porém com reducdo da taxa de

multiplicagao.

A exposicdo de leveduras as condicbes adversas como temperatura,
salinidade ou a estresse osmotico, podem iniciar uma série de mecanismos
afetando as estruturas celulares, principalmente as membranas celular e
organelas de diferentes macromoléculas, influenciando e acarretando danos

em suas funcoes fisioldgicas. Para contornar essas situagfes desfavoraveis, a
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levedura responde rapidamente sintetizando moléculas que lhe permitem
atenuar ou reparar os danos causados pelo estresse como no caso da sintese
de trealose e de glicerol que tem como finalidade resguardar as células da
desidratacdo e proteger as estruturas celulares dos possiveis efeitos da
condicdo de estresse (Estruch, 2000; Mager e Siderius 2002; Folch-Mallol et
al., 2004).

Sao poucos os estudos com a atividade de controle biolégico e dinamico
crescimento de estresse adaptado a antagonistas (Teixido et al., 1998; Teixidd
et al., 2006). Antes e apOs a aplicacdo de leveduras antagbnicas sobre
mercadorias colhidas, os fatores ambientais como temperatura, estresse
oxidativo, pH e atividade de agua podem influenciar a sua viabilidade e,
portanto, eficacia (Teixido et al., 1998; Liu et al., 2011; 2012). Portanto, um dos
principais fatores para buscar melhor eficiéncia quanto a utlizacdo de
leveduras no biocontrole é ter um conhecimento prévio da tolerancia dos

isolados aos estresses abidticos.

Na Figura 2B, foi observado o comportamento diferenciado dos isolados
submetidos a diferentes ay, avaliados a 25°C. Wang et al. (2010), ao
trabalharem com Rhodosporidium paludigenum avaliando a tolerancia a
estresses, verificaram que a baixa atividade da agua inibiu o crescimento de R.
paludigenum em caldo de nutrientes de levedura dextrose, mas a levedura
cresceu melhor no meio modificado com NaCl do que com outros solutos
ibnicos. Narayanan et al. (2012) ao avaliarem a tolerancia osmotica de quatro
isolados de S. cerevisiae utilizando diferentes concentracbes de glicose
observaram que todos os isolados testados foram capazes de suportar até 30%
de glicose, porém o seu maximo crescimento 15%-20%. Oliveira (2008), ao
trabalhar com mutantes da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus relata a
sensibilidade do mutante Gdosmla medida que foi aumentando o estresse

osmatico com diferentes concentragfes de sacarose.

A formacdo de grumos observados na Figura 2 também chamados de
floculacdo, pode ser induzida por estresse osmotico, é controlada por uma

familia de genes (FLO) envolvidas na protecdo contra estresses multiplos,
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incluindo antibidticos (Smukalla et al.,, 2008), assim como pode ser um
mecanismo de adaptagdo a nutrientes (Zara et al., 2011) como detectado para
FLO11D na levedura Zygosaccharomyces rouxii (Watanabe et al., 2013). Na
natureza, o crescimento das leveduras apresenta certo numero de respostas
adaptativas, tal como a filamentac&o, crescimento invasivo, a floculacéo, e a
formacao de biofilme, para ultrapassar um ambiente prejudicial (Fidalgo et al.,
2006), que muitas vezes, podem atuar protegendo as células do contato direto

com o estresse osmotico permitindo assim o crescimento (Oliveira, 2008).

Houve limitacdo dos isolados (LF, L9 e L10) quanto a sobrevivéncia em
baixa UR, com reducéo significativa da populacdo a superficie das bagas em
umidades inferiores a 60%. Os isolados L7K e L10 apresentaram maior
tolerancia, com maior nimero de colonia aos 40% e 50% de UR e, quando em
condicBes de UR mais elevada, apresentou o maior numero de células viaveis
a superficie das bagas entre os isolados avaliados. Esta caracteristica ganha
importancia quando se considera que no Submédio do Vale do S&o Francisco a

umidade relativa média anual varia de 56% a 73% (Angelloti e Costa, 2010).

Além disso, foi verificado que ndo houve uma correlacao direta entre os
isolados nos experimentos avaliados. Pois, embora o L7K tenha apresentado
potencial de inibicdo quanto as podriddes poés-colheita em uva nos
experimentos iniciais in vitro, ndo se mostrou tolerante a baixa aw e a
temperaturas mais elevadas, mas se mostrou tolerante a baixa umidade
relativa e quando expostas as condicbes de campo se destacou com maior
eficiéncia de controle. Sant’ana (2009), relata que a resposta aos diferentes
tipos de estresse é uma caracteristica fundamental na adaptacdo dos

organismos vivos as condi¢cfes adversas do ambiente.

Dos quatro isolados avaliados, trés (L7K, LF e L10) apresentaram
eficiéncia para o controle de A. alternata e A. niger, diferindo estatisticamente
da testemunha. A utilizacdo dos isolados 24 horas antes da inoculacédo do
patégeno foi executada, considerando a competi¢cdo o principal mecanismo de
acdo dos isolados. Ao entrar em contato com a superficie do fruto com

ferimentos durante o manuseio, a levedura cresce rapidamente de forma a
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utilizar os nutrientes e tornando indisponivel para o patdgeno, como uma forma
de protecdo. Dessa forma, Li et al. (2008), e Liu et al. (2012), afirmam que,
durante esse periodo a competicdo da disponibilidade de nutrientes causa a

exclusdo dos patdégenos do nicho formado pelas lesbes a superficies dos

frutos, resultando no controle das lesoées.

Resultados similares foram encontrados no trabalho de Lima et al.
(2013), ao avaliarem a eficiéncia das leveduras Wickerhamomyces anomalus e
Meyerozyma guilliermondii para o controle de C. gloeosporioides em mamao,
obtendo reducéo de 30% e 41,17% da doenca, respectivamente, nas mesmas
condi¢Oes utilizadas neste estudo. Em outro caso, Gholamnejad et al. (2010),
ao trabalharem com trés cepas de Candida membranfaciens e duas de
Rhodotorula mucilaginosa, verificaram que todas as cepas foram eficientes,
reduzindo significativamente a é&rea lesionada nas condigbes do estudo.
Resultados similares para a videira foram obtidos por Bleve et al. (2006), no
controle, de Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger em bagas, destacando

a levedura Issatchenkia orientalis com a maior atividade antagonista.

Dessa forma, a partir dos resultados adquiridos, a atuacao das leveduras
impedindo a sobrevivéncia dos patdgenos tem intensificado os estudos quanto
a importancia da inoculacéo logo apés a colheita, além de associar a possiveis
tratamentos durante a pré-colheita, essa eficiéncia estar associada diretamente
com 0s mecanismos de acdo, sendo considerada uma alternativa vantajosa
para o controle de doencas em frutas e consequentemente para oS

consumidores.
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. CONCLUSOES

Os isolados L7K, L9, L3A e LF apresentaram elevada eficiéncia de controle
de podriddes pés-colheita causada pelo fungo Aspergillus niger, e os
isolados L7K e LF para o fungo Alternaria alternata diferindo

significativamente da testemunha.

Os isolados L10, L7K e LF apresentaram faixa Otima de crescimento em
torno de 25 a 30°C tolerando até 35°C e o L9 com crescimento 6timo em

torno de 20°C e tolerancia até 30°C.

O isolado L7K se destacou sobrevivendo a partir de 40% de umidade
relativa, apresentando o melhor crescimento quando exposto a umidades
relativas mais elevadas de 60-80%.

Houve efeito significativo da aplicacdo prévia de leveduras sobre a
severidade dos cachos apresentando eficiéncia de controle de podriddes
superior a 52% para os isolados LF, L7K e L10 em Alternaria alternata e

superior ou igual a 55% para LF, L7K, L10 e L9 para Aspergillus niger.
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CAPITULO I

UTILIZACAO DE CONTROLE BIOLOGICO E RESFRIAMENTO NO MANEJO
DE PODRIDOES POS-COLHEITA DE UVA NO SUBMEDIO DO VALE DO
SAO FRANCISCO.
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RESUMO

A regido do Submedio do Vale do S&o Francisco € considerada a principail
regido produtora de uvas do nordeste. Entretanto, a ocorréncia de podriddes
vem afetando a qualidade das uvas e tornando-se um fator limitante para
producdo. Isto se deve a problemas relacionados ao controle de patégenos em
pré-colheita, a danos mecéanicos na colheita, transporte e inadequacdo no
armazenamento. Dessa forma, as leveduras vém se destacando por atuar de
maneira bioldégica sem comprometer a qualidade pos-colheita. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de leveduras diante
do numero de aplicacbes pré-colheita e em diferentes épocas de
desenvolvimento do fruto para o controle de doencas pds-colheita em Uva.
Foram avaliados tanto o efeito dos isolados no controle de podriddes pés-
colheita com inoculacdo de leveduras padronizadas em 102 céls.mL™ e 24 hrs
depois 10° esporos.mL dos patégenos, verificando a eficiéncia de controle em
condicbes de campo através da aplicacdo da suspensdo de leveduras, com
pulverizacdes em dois periodos: quinze dias antes da colheita e a segunda dois
dias antes da colheita; como também o numero de aplicacbes pré-colheita
realizadas em 3, 2 semanas e 1 dia antes da colheita e as diferentes épocas de
aplicacdes dos agentes para o controle de doencas pos-colheita sob infeccéo
natural. Houve efeito da aplicacdo pré-colheita de diferentes isolados de
leveduras destacando-se L7K e LF reduzindo a incidéncia e severidade de
podridées pébs-colheita, apresentando elevada eficiéncia de controle.
Aplicacbes pré-colheita realizada a partir da 32 semana antes da colheita
apresentaram reducéo na incidéncia e severidade de podriddes em condi¢cbes
refrigeradas e de comercializacdo. Os isolados LF e L7K reduziram a incidéncia
e severidade de podriddes pods-colheita apdés armazenamento em camara fria,
destacando a floracdo como melhor época de aplicacdo. O biofungicida se
mostrou mais eficiente quando realizadas aplicacdes pré-colheita a partir da 3°
semana, destacando a floracdo como melhor época de aplicacao.

Palavras chaves: Podridées pés-colheita, leveduras antagonistas,

pulverizacdes pré-colheita.
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ABSTRACT

The region of the Sao Francisco Valley is considered one of the main areas
producing grapes in the northeast. However, the occurrence of rot is affecting
the quality of the grapes and becoming a limiting factor to production. This is
due to problems related to the control of pathogens in pre-harvest, mechanical
damage at harvest, transport and inadequate storage. Thus, the yeasts are
distinguishing themselves by acting organic manner without compromising the
postharvest quality. This study aimed to evaluate the potential of yeast isolates
on the number of pre-harvest applications at different times of development of
the fruit for the control of postharvest diseases in grape. The effect of the
isolates in the control of postharvest decay inoculated with yeast standardized
on 10® were evaluated both céls.mL” ! and 24 hrs after 10° esporos.mL of
pathogens, checking the efficiency of control under field conditions by applying
the yeast suspension with sprays into two periods: two weeks before harvest ,
and the second two days before the harvest; as well as the number of pre-
harvest applications performed on 3, 2 weeks and 1 day before the harvest and
at different times of applications of agents for the control of postharvest
diseases in natural infection. There was no effect of pre-harvest application of
different isolates of yeasts and LF L7K reducing the incidence and severity of
post-harvest rots, showing high efficiency control. Pre-harvest applications
made on or after the 3rd week before harvest had reduced incidence and
severity of decay in refrigerated and marketing conditions. The LF and L7K
isolates reduced the incidence and severity of post-harvest rots after storage in
a cold chamber, highlighting how best flowering time of application. The
biofungicide was more efficient when carried out pre -harvest applications from
the 3rd week, highlighting the best flowering time of application.

Keywords: Postharvest decay, antagonistic yeasts, preharvest sprays.
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1. INTRODUCAO

A éarea plantada de uva no Brasil corresponde atualmente a 82.897
hectares e uma producdo de 1.514.768 toneladas de frutos tanto no
processamento quanto no consumo “in natura” (IBGE, 2012). No entanto,
alguns aspectos relacionados a pos-colheita podem restringir a
comercializacdo das uvas. Nos casos em que a logistica de armazenamento e
transporte, como no Submeédio do Vale do Sao Francisco, requerem longo
periodo entre a colheita e o consumo, a queda na atividade fisioldgica, a
sensibilidade a desidratacdo, o desgrane e as infeccBes fungicas podem
causar grandes perdas ou desvalorizacdo da producédo (Artés-Hernandez e
Barberan, 2006), sendo a ultima, a maior causa de alteracdes, podendo chegar
a 80-90% dos casos (Oliveira et al., 2006).

As podridées poés-colheita sdo responsaveis por grandes perdas nos
segmentos de hortalicas e fruteiras (HF) em todo o mundo, com estimativas
gue chegam a 50% em regibes tropicais (Janisiewicz e Korsten, 2002; Fao,
2010). Em geral, isto se deve a problemas relacionados ao controle de
patbgenos em pré-colheita, a danos mecanicos na colheita, transporte e
inadequacdo no armazenamento (Barkai-Golan, 2001; Snowdon, 2010). Um
dos maiores entraves para as regides produtoras de uvas sdo as perdas
causadas por patégenos que infectam residuos florais ou que sao capazes de
produzir infec¢cdes quiescentes (Viret et al., 2004; Snowdon, 2010). Alternaria
alternata Fr. Keissl.,, Aspergillus niger van Tieghem, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.: Fr.) Lind e Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link sdo fungos de
maior ocorréncia na regido Semiarida (Pearson e Goheen, 1988; Terao et al.,
2007; Lima et al., 2009; Camargo et al., 2011).

Os mercados consumidores tém se tornado mais exigentes em relacéo a
qualidade e inocuidade dos alimentos, principalmente os consumidos in natura.
Este fato tornou cada vez mais evidente a necessidade de medidas de controle
economicamente viaveis e mais seguras tanto para a saude do homem quanto

para o ambiente. Nesse contexto, o controle biolégico é um método

fundamentado nas relagBes ecoldgicas entre as popula¢cdes microbianas e
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destas populacdes com o hospedeiro, mais especificamente entre o patdégeno,
o hospedeiro e seu antagonista ou agente de controle (Cook, 2007). A
utilizacdo de leveduras no controle de doencas poés-colheita € uma estratégia
promissora para a reducdo do uso de fungicidas sintéticos (Nunes, 2012).
Nesse processo, € possivel selecionar agentes com mecanismos de defesa
inGcuos como a competicdo por espaco e nutrientes e a producdo de enzimas
hidroliticas, parasitismo, formacdo de biofilme e inducdo de resisténcia em
plantas (Giobbe et al., 2007; Zhang et al., 2010; Mari et al., 2012; Lutz et al.,
2013). Dessa forma, as leveduras podem reduzir a proliferacdo e
desenvolvimento do fungo, mantendo a maior qualidade do fruto para

consumo, com menores riscos a saude (Nunes e Manso, 2011).

AplicacBes de agentes de controle durante a fase pré-colheita podem
evitar as infeccdes, como as quiescentes Vvisto que 0S microrganismos
antagonistas interagem com os frutos, estabelecendo-se preferencialmente na
epiderme e outros sitios, e competindo com o0 agente patogénico, reprimindo
sua atividade e consequentemente protegendo de infeccbes subsequentes
(Zhao et al., 2011; Wei et al., 2014). Por isso, o tratamento pré-colheita com
agentes de biocontrole surgiu como uma estratégia util para o controle de
doencas poés-colheita (Cafiamas et al., 2008a, Caflamas et al., 2008b, Droby et
al., 2009, Ippolito e Nigro, 2000). Alguns trabalhos ja demonstraram o potencial

de biocontrole com aplicagdes pré-colheita utilizando leveduras, como no caso

da aplicacdo de Cryptococcus laurentii para o controle de podriddes pos-

colheita em cereja (Tian et al., 2004), uva (Meng et al., 2010) e morango (Wei
et al., 2014).

A partir desta hipotese, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de isolados de leveduras considerando o numero de aplicacdes, as
aplicacoes em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto e o resfriamento

no manejo de podriddes pods-colheita em uva.
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2. MATERIAL E METODOS

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados os isolados de
leveduras LF, L7K, L9, L10 e L60K, oriundos do isolamento de frutas na regido
do Submédio do Vale do S&o Francisco e mantidos na colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Controle Biologico da Embrapa Semiarido.
Os isolados foram previamente selecionados quanto ao potencial de controle

de podriddes pés-colheita da uva.

Integracao de estratégia para o controle de podridées pos-colheita da uva

O experimento foi realizado utilizando parreiral de videira de mesa da
variedade Sugraone localizado no campo experimental da Embrapa Semiarido
no Perimetro Irrigado de Bebedouro (Petrolina, PE), manejado segundo as
recomendacdes para a regido do Submédio do Vale do S&o Francisco,

conforme Soares e Leédo (2009).

Cultivo, producao de in6culo e preparacdo de suspenséo das leveduras

As leveduras foram cultivadas em meio de cultura liquido SD-Y (Peptona
2,0%, extrato de levedura 1,0%) em agitador orbital a 120 rpm por 72h, a 27°C
e fotoperiodo de 12h. Ap6s o periodo de crescimento, o caldo de cultivo foi
centrifugado a 5000 rpm por 5 min, e ressuspendido em NaCl 0,8%(p/v) por 2
vezes para remocao de residuos de meio de cultura. Uma aliquota da
suspensao foi diluida em agua estéril (1:10) para contagem de células viaveis
em camara de Neubauer. Posteriormente, a calda para pulverizagdo foi

padronizada de forma a obter uma suspenséo de10® céls.mL™.

Aplicacédo dos tratamentos em campo

As pulverizacdes foram realizadas em dois periodos: quinze dias antes
da colheita e dois dias antes da colheita, com suspensdo de 10° céls.mL™ dos
isolados, com 2,0 g.L™" de dextrina para melhor aderéncia no cacho. Foram

utilizados pulverizadores costais individualizados para cada tratamento e o
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tratamento testemunha n&o recebeu nenhuma pulverizagdo. Os dados
meteoroldgicos foram monitorados em uma estacdo automatica (Figura 1).

Apés a colheita, os cachos foram transportados ao laboratorio e
inoculados com suspensao de isolados de A. niger e de A. alternata, conforme
descrito anteriormente. Um grupo de cachos de cada tratamento foi mantido
sem aplicacdo dos patdgenos para a avaliacdo da ocorréncia natural de
podriddes.

Apos a colheita, os cachos foram processados adotando o procedimento
padrao para frutos para exportagcdo desde a colheita, o que consistiu do
envolvimento em saco plastico perfurado; embalamento em caixa de papelédo
de 6 kg; envoltério em plastico microperfurado e papel absorvente; papel
ondulado antichoque. Em seguida, as caixas foram armazenadas em camara
fria a 2 °C e 90% de UR por trinta dias. Apoés este periodo foram expostas a
simulacdo de um possivel periodo de comercializacdo, com exposicao a
temperatura ambiente durante quinze dias. As avaliacbes foram realizadas
semanalmente durante todo o periodo em camara fria e diariamente apés a
retirada desta, registrando-se o niumero de cachos com sintomas (incidéncia) e

0 numero de bagas sintoméaticas por cacho, considerada a severidade.
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Figura 1 — Flutuacdo das variaveis climaticas temperaturas (maxima, minima e
média), umidade relativa do ar (UR) e precipitacdo (chuva) no periodo de
realizagéo do experimento (jul — dez/2011).
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A partir dos dados de severidade obtidos foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), utilizando a equacao

AACPD = E[L“}x [f,.r+1—l“;]] , onde, Y; é a incidéncia de podriddo no
= I

tempo tiem dias, e Yi+1 é a incidéncia de podriddo no tempo ti+1,
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes de no minimo oito cachos por parcela, até atingir 6

kg.embalagem™. O célculo de eficiéncia de controle foi realizado em funcéo do

(cy—T7)
£

tratamento controle utilizando a equacéao: Eficiéncia Controle (%) = x100, na

qual C; equivale a severidade da podriddo no tratamento controle, e T; é a
severidade nos demais tratamentos. Para fins de andalise da variancia, 0s
dados de incidéncia e severidade, obtidos em percentagem, foram

transformados pela fungéo X;; = arcseno X;.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,
transformados quando necessario, e quando significativos foram submetidos ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade com o auxilio do programa
computacional IBM SPSS Statistics 20.

Avaliacdo do numero de aplicacfes pré-colheita de isolados de leveduras
para o controle de doencas pés-colheita

O experimento foi realizado em parreiral da variedade Crimson Seedless
em uma area particular, localizada no Projeto Maria Tereza em Petrolina — PE,
no segundo semestre de 2013. O experimento foi em blocos ao acaso, com 9
tratamentos utilizando dois isolados de leveduras (LF e L7K) e o biofungicida
Serenade® (Bayer CropScience), e aplicacfes realizadas a 3, 2 semanas e 1
dia antes da colheita. As pulverizacdes foram realizadas com pulverizadores
costais individualizados para cada tratamento, utilizando suspensdo de 10°
céls.mL'para os isolados de leveduras e 0,25% para o biofungicida. A
testemunha ndo recebeu nenhuma pulverizagcdo. Os dados meteorolégicos

foram monitorados em uma estacao automatica (Figura 2).
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Figura 2 — Flutuag&o das variaveis climaticas temperaturas (maxima, minima e
meédia), umidade relativa do ar (UR) e precipitacdo (chuva) no periodo de
realizacdo do experimento (ago — out/2013).

Apos a colheita, os cachos foram processados e armazenados conforme
descrito no experimento anterior, exceto que o periodo em camara fria foi de 21
dias e por sete dias em temperatura ambiente, apds sua remocao.

Ao longo de todo o periodo foi avaliada a qualidade dos cachos,
registrando-se a ocorréncia de sintomas de podriddo. A perda de peso foi
avaliada a partir das pesagens dos cachos individualmente a cada semana
com balanca de preciséo, calculando a proporcdo de perda de peso tomando
como base o peso inicial. As avaliagbes foram realizadas semanalmente
durante todo o periodo em camara fria e a cada trés dias ap0s a retirada desta,
registrando-se os cachos com sintomas (incidéncia) e o niumero de bagas

sintomaticas por cacho (severidade).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro blocos e 5 repeticdes. Para fins de andlise da variancia os dados

obtidos foram transformados pela fungéo X;; = arcseno X;.
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Avaliacdo da eficiéncia de aplicacdo de isolados de levedura em
diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos

O trabalho foi conduzido no segundo semestre de 2013, utilizando
cachos de uvas var. Midnight provenientes de um plantio comercial localizado
em Petrolina-PE. Foram coletadas amostras de cachos de uva da variedade
Midnight ap6s passarem pelo processo de pulverizacéo realizada com isolados
de leveduras e biofungicida Serenade, com pulverizadores costais
individualizados para cada tratamento. As pulverizacdes foram realizadas de
acordo com os estagios de desenvolvimento do fruto: floragéo, ervilha, pintor e
pré-colheita, realizados até os 15 dias antes da colheita, semanalmente
durante todo o periodo. Os dados meteoroldgicos foram monitorados em uma

estacdo automatica (Figura 3).

As concentracdes utilizadas para os isolados de leveduras foram 10°
céls.mL™? conforme descrito anteriormente e para o biofungicida Serenade®
0,5%. Apds a colheita, quando ja estavam separados por tratamentos, 0S
cachos de uva receberam o choque térmico sendo armazenados por 24 horas
em camara fria, processo responsavel pela diminuicdo do metabolismo do
fruto, a partir da retirada imediata do calor que a fruta recebe quando em
condicBes de campo, e contribui para deteriorizacéo do fruto (Cantillano, 2006).
Recebendo, em seguida, 0 mesmo procedimento realizado em packing houses,
conforme descrito nos experimentos anteriores e, posteriormente,
encaminhadas para camara fria, onde permaneceu por 30 dias, sendo em
seguida expostas as condi¢cdes naturais durante sete dias. As avaliacdes foram

realizadas conforme descrito no item anterior.
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Figura 3 — Flutuacao das variaveis climaticas temperaturas (maxima, minima e
média), umidade relativa do ar (UR) e precipitacdo (chuva) no periodo de
realizacdo do experimento (jun — set/2013).

RESULTADOS

Os isolados de leveduras foram selecionados de acordo com estudos
realizados anteriormente que demonstraram capacidade de sobreviver em
diferentes condicdes, inclusive em campo. Dessa forma, avaliou-se o potencial
desses isolados diante de aplicacBes pré-colheita para o controle de podridées
pés-colheita causadas por A. niger e A. alternata em uva.

Visto que durante a realizacdo dos experimentos de acordo com 0s
dados meteoroldgicos ndo houve precipitacdes, as condicdes de clima seco no
semiarido desfavoreceram a atuacdo de patdgenos e consequentemente a
reducdo da incidéncia de doencas nas videiras que se proliferam rapidamente

guando em condic¢des de alta umidade e chuvas.
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Integrando a aplicacdo pré-colheita de leveduras e resfriamento para o
controle de podriddes pos-colheita da uva causadas por A. niger e A.
alternata

Na figura 4A é possivel observar que durante os primeiros 15 dias ap0s
a inoculacdo de A. niger, o isolado LF se destacou por apresentar a menor
incidéncia de cachos sintoméaticos e, ao final do periodo de armazenamento em
camara fria (31 dias) o isolado LF apresentou menor incidéncia diferindo
estatisticamente dos isolados L7K, L60K e testemunha (Tabela 1). Nos
tratamentos com a inoculacao de A. alternata, até o 15° dia os isolados L7K,
LF, L60K e testemunha apresentaram incidéncia menor que 10% (Figura 4B).
Aos 31 dias todos os isolados diferiram estatisticamente da testemunha. Ao
final do periodo em condicdo ambiente (45 dias) ndo houve diferenca entre os

tratamento e testemunha tanto para A. alternata quanto para A. niger.
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Figura 4 — Evolucdo da incidéncia de podriddo causada por A. niger (A) e A.
alternata (B) apds inoculacédo artificial em uva var. Sugraone e manutencao em
camara fria (2 °C até 31d) e ambiente (25 °C até 45d).
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Os isolados L7K e L9 apresentaram baixa severidade de podriddes,
diferindo significativamente da testemunha durante o periodo sob refrigeracéo
(31 dias). Apds exposicao a temperatura ambiente o isolado L7K permanece
com maior eficiéncia diferindo estatisticamente dos isolados L9, L60K e da
testemunha (Tabela 1). Para A. alternata durante o periodo de
armazenamento, a incidéncia de podridées foi muito baixa e nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha. Contudo, apos
permanéncia em condi¢cdes naturais (45 dias), o L7K se destaca com baixa
severidade, diferindo do L9 e testemunha e com resultado similar ao LF
(Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da aplicacao pré-colheita de diferentes isolados de leveduras
sobre a severidade de podriddes causadas por A. niger (A) e A. alternata (B)
em frutos de uva var. Sugraone.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Isolados Aspergillus niger

31 dias 45 dias 31 dias 45 dias

L7K 45,15b 52,65 a 0,71a 4,14 a
LF 26,67 a 48,15 a 1,14 ab 13,14 ab

L9 31,82 ab 46,97 a 1,21a 14,78 b
L60K 36,30 b 50,00 a 1,23 ab 16,35 b
Testemunha 41,48 b 51,85a 2,43b 13,57 b

Alternaria alternata

L7K 32,65a 48,48 a 0,87 a 5,80 a
LF 23,33 a 45,19 a 1,14 a 9,86 ab

L9 29,55 a 50,25 a 2,06 a 16,53 ¢

L60K 32,96 a 53,70 a 1,76 a 11,58 abc

Testemunha 46,30 b 65,28 a 1,87 a 14,20 bc

*Valores seguidos de mesma letra maiGscula nas linhas e minGsculas nas colunas sdo estatisticamente
iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Ao avaliar a eficiéncia de controle de podriddo causada por A. niger
durante o periodo de armazenamento, verificou-se que todos os isolados
apresentaram eficiéncia de controle superior a 50%, destacando o isolado L7K
que atingiu mais de 70% ao 31° dia (Figura 5A). No 45° dia, foi observado que
os isolados apresentaram um declinio da eficiéncia na maioria dos tratamentos

e apenas o isolado L7K apresentou eficiéncia de controle em torno de 50%.
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Os isolados L7K e LF apresentaram a maior eficiéncia de controle de
podriddo causado por A. alternata ao final do periodo em camara fria, atingindo
valores de 52% e 40%, respectivamente (Figura 5B). Ao final do periodo em
condicbes ambiente (45 dias), o isolado L7K apresentou eficiéncia de controle
de 60%, enquanto o isolado LF, apesar de uma pequena reducao, apresentou
eficiéncia de controle superior a 30%. A aplicacao do isolado L60K, apresentou

eficiéncia inferior a 20%, enquanto o isolado L9 apresenta resultados similares
a testemunha.
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Figura 5 - Eficiéncia de isolados de leveduras no controle (%) de podriddes

pés-colheita causado por Aspergillus niger (A) e Alternaria alternata (B) em
uvas var. Sugraone.

Avaliacdo do numero de aplicacdes pré-colheita de agentes de controle
sobre a podridao pés-colheita em uva var. Crimson Seedless

O experimento foi realizado em condicbes de campo, em area de
produtor localizada no DISNC (Petrolina, PE). Conforme observado na Figura
6, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos e testemunha e o
namero de aplicacdes para as variaveis, peso inicial e peso final dos cachos

durante a fase de armazenamento em camara fria ou em condi¢cdes normais de
ambiente.
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Figura 6 - Efeito do tratamento com diferentes agentes de controle e do
namero de pulverizacbes sobre o peso inicial (A e B) e peso ao sair do
armazenamento (C e D) em camara fria (28 dias) em uva var. Crimson
Seedless.

A incidéncia de Aspergillus sp. foi muito baixa, no entanto houve
interacdo significativa entre os agentes de controle aplicados e o nimero de
pulverizacdes pelo teste de F (p< 0,05). Aplicacbes de Serenade por duas
semanas consecutivas eliminaram a ocorréncia de podridées causadas por
Aspergillus sp. e para os isolados de levedura a aplicagdo por 3 semanas

consecutivas obteve o mesmo resultado (Tabela 2).

Para o total de podridées, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, embora tenham também diferido da testemunha, enquanto que

pulverizacdes por trés semanas consecutivas apresentou a menor incidéncia.

Tabela 2 — Incidéncia (%) de podriddes pds-colheita ao final do periodo de
armazenamento em camara fria em wuva var. Crimson Seedless por
Cladosporium sp., Aspergillus niger e podriddo total apdos a aplicacdo de
agentes de controle com diferentes numeros de aplicagoes.
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Controle LF L7K Serenade Média
Cladosporium sp.

Testemunha 45,38 45,38 45,38 45,38 45,38 a
1 45,38 10,00 25,00 28,75 21,25 ab
2 45,38 29,17 32,50 35,00 32,22 ab
3 45,38 22,50 15,00 10,00 15,83 b
Média 45,38 A 20,56 B 24,17 B 24,58 B

Aspergillus sp.
Testemunha 2,37 aA 2,37 bA 2,37 bA 2,37 bA 237b

1 2,37aBC 5,00 abB 0,00cC 17,50 aA 7,50 a

2 2,37aBC 4,17 aB 11,25 aA 0,00 cC 5,14 ab

3 2,37 aA 0,00 cB 0,00 cB 0,00 cB 0,59c
Média 2,37 A 3,05 A 3, 75A 4,03 A

Total
Testemunha 48,52 48,52 48,52 48,52 48,52

1 48,52 35,00 35,00 45,00 40,88

2 48,52 38,33 52,50 35,00 43,59

3 48,52 46,67 15,00 20,00 32,55
Média 48,52 40,00 34,17 33,33

*Valores seguidos de mesma letra maiGscula nas linhas e minGsculas nas colunas sdo estatisticamente
iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05)

A incidéncia de podriddes pos-colheita durante o periodo total de
avaliacdo considerado neste trabalho (camara fria + condi¢cdes naturais) foi
muito elevada, demonstrando a suscetibilidade da uva as podriddes e a
necessidade de estratégias adequadas de armazenamento. Houve um rapido
avanco na incidéncia, mesmo em um periodo curto de avaliacbes apds a

remocao da camara fria (5 dias).

Avaliando a severidade de podriddes na var. Crimson Seedless em
condi¢cOes refrigeradas (Tabela 3), verificou-se que os tratamentos com a
aplicacado do isolado LF e Serenade apresentaram menor severidade para
Cladosporium sp. e podriddo totais, enquanto que para Aspergillus sp. apenas
o isolado L7K. Além disso, as trés aplicacfes realizadas na semana da colheita
foram as que apresentaram melhores resultados diferindo estatisticamente da
testemunha para Cladosporium sp. e podriddes totais e dos demais numeros

de aplicacdes para Aspergillus sp.
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Tabela 3 - Severidade de podridbes poés-colheita (%) em periodo de
armazenamento em camara fria em uva var. Crimson Seedless por
Cladosporium sp., Aspergillus sp. e podriddes em geral, apos a aplicacdo de
agentes de controle em diferentes niumeros de aplicagdes.

Tratamento Cladosporium Aspergillus Total

Controle 90,00 a 3,89b 93,89 a
LF 64,17 b 6,39 a 72,50 b
L7K 72,92 ab 167b 80,00 ab
Serenade 65,83 b 5,83 a 75,00 b
Aplicagbes
Controle 90,00 a 3,89 ab 93,89 a
1 73,08 ab 6,92 a 83,25 a
2 71,53 ab 4,72 a 80,00 a
3 58,89 b 1,67b 62,56 b

*Valores seguidos de mesma letra maitscula nas linhas e mintsculas
nas colunas séo estatisticamente iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).
De acordo com a area abaixo da curva de progresso da doenca, foi
observado que durante o periodo de comercializacdo (refrigeracdo+ambiente)
os isolados LF e L7K diferiram estatisticamente da testemunha em ambos os

patossistemas avaliados (Tabela 4), bem como quando aplicadas trés semanas
antes da colheita.

Tabela 4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca ao longo do periodo
de comercializagcdo (armazenamento em frio + ambiente) em uva var. Crimson
Seedless por Cladosporium sp., Aspergillus sp. e podriddes em geral, ap0s a
aplicacdo de agentes de controle em diferentes nimeros de aplicacdes.

Cladosporium Aspergillus Total

Tratamento

Controle 256,07 a 2,60 a 281,62 a

LF 208,48 b 0,47 b 212,63 b

L7K 209,04 b 1,59b 214,21 b

Serenade 232,42 ab 161b 237,38 b
Aplicacdes

Controle 240,18 a 2,47 a 259,55 a

1 229,98 ab 2,45 a 252,16 a

2 228,74 ab 0,93 b 252,97 a

3 208,48 b 0,47 b 212,63 b

*Valores seguidos de mesma letra maitscula nas linhas e mintsculas
nas colunas séo estatisticamente iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).
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Avaliacdo da eficiéncia de controle de podridées de uva var. Midnight

com aplicagbes de agentes de controle em diferentes estagios de
desenvolvimento

Os isolados LF e L7K apresentaram efeito significativo (P< 0,05) sobre o
peso de cacho na colheita, com cachos menores que o tratamento testemunha
e aqueles oriundos de plantas tratadas com Serenade (Tabela 5). Além disso,
houve diferenca significativa entre as épocas de aplicacbes, destacando as
fases de chumbinho e pintor com menor peso do cacho (%), diferindo

estatisticamente do controle.

Tabela 5 - Efeito do tratamento com diferentes agentes de controle e da época
de aplicacdo sobre o peso inicial, peso ao sair do armazenamento em camara
fria por 28 dias e durante o periodo em exposicao a temperatura ambiente por
5 dias em uva var. Midnight.

Inicial Refrigeracéo Ambiente
Tratamentos
Testemunha 384,25 a 355,96 a 349,11 a
LF 346,45 b 318,89 b 313,13 b
L7K 323,77b 298,01 b 290,89 b
Serenade 352,95 ab 331,40 ab 324,26 ab
Epocas

Testemunha 384,25 a 355,97 a 349,11 a
Floracéo 354,29 ab 328,34 ab 318,59 ab
Chumbinho 328,32 b 303,99 b 298,13 b
Pintor 335,15 b 310,56 b 303,18 b
Pré-colheita 346,47 ab 321,52 ab 317,81 ab

*Colunas apresentando letras similares s&o estatisticamente iguais entre si pelo teste de Tukey
(p= 0,05).

Ao longo do processo de armazenamento em camara fria e em
condicbes ambientais, verificou-se que houve diferenca significativa entre os
tratamentos, com o Serenade apresentando a menor perda de massa (Tabela
6). Em se tratando de épocas de aplicacbes ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos e testemunha.

N&o houve interacdo significativa entre os agentes de controle e as
épocas de pulverizacdo sobre a incidéncia de podriddes pos-colheita em uva
na var. Midnight ao final do periodo de armazenamento em camara fria. Os

isolados de leveduras LF e L7K reduziram a incidéncia de podriddo de
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Cladosporium sp. em torno de 14% e 10% e 17% e 11% para podridao total,

diferindo estatisticamente do Serenade e da testemunha (Figura 7A). As

pulverizacdes durante a fase de floracdo apresentaram maior eficiéncia tanto

para controle de Cladosporium sp. quanto para a podriddo total, apresentando

a menor incidéncia de podriddes, diferindo estatisticamente da fase de ervilha e

pré-colheita e do tratamento controle (Figura 7B).

Tabela 6- Perda de massa (%) de cachos ao longo do processo de
armazenamento em camara fria por 28 dias e periodo de exposicdo a
temperatura ambiente por 5 dias com diferentes agentes de controle e épocas

de aplicacao.
Armazenamento Ambiente
Tratamentos
Testemunha 7,38 a 9,44 ab
LF 8,01 a 9,36 ab
L7K 7,99 a 10,03 a
Serenade 6,21 b 8,79b
Epocas
Testemunha 7,38 a 9,44 a
Floracao 7,42 a 9,90 a
Chumbinho 7,52 a 9,47 a
Pintor 7,37 a 9,08 a
Pré-colheita 7,30 a 9,13 a

*Valores seguidos de mesma letra maitiscula nas linhas e mintsculas nas
colunas séo estatisticamente iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).
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Figura 7 - Incidéncia de podridées poés-colheita (%) ao final do periodo de
armazenamento em camara fria causadas por Cladosporium sp. e podridao
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total em uva var. Midnight ap0s a aplicacdo de agentes de controle em
diferentes fases de desenvolvimento dos frutos.

Por outro lado, houve efeito significativo na interacdo entre os agentes
de controle e as épocas de aplicagdo pelo teste de F (P> 0,05) (Tabela 7) ao
final do periodo total de duragcdo do experimento, com predominio de
ocorréncia de Penicillum sp e Cladosporium sp. O isolado LF reduziu a
incidéncia sintomas causados por Penicillium sp., sendo significativamente
diferentes dos demais tratamentos e da testemunha apresentando menor
incidéncia.

Tabela 7 - Incidéncia de podriddes pos-colheita (%) em periodo de
armazenamento e comercializacdo (36 dias) em uva var. Midnight por

Cladosporium sp., Penicillium sp. e podriddes em geral, ap6s a aplicacao de
agentes de controle em diferentes fases de desenvolvimento dos frutos.

Epoca
Cladosporium sp.

Tratamento Floragéo Ervilha Pintor Pré-colheita Total
Testemunha 59,38 bA 59,38 aA 59,38 aA 59,38 bA 59,38 a
LF 59,38 bA 57,26 aA 50,65 aA 75,00 aA 60,13 a
L7K 71,88 aA 46,88 aAB 37,50 aB 53,13 bAB 51,50 a
Serenade 53,13bA 59,38aA 59,38 aA 53,13 bA 56,25 a
Total 61,50 A 5450 A 49,00 A 60,38 A

Penicillium sp.
Testemunha 43,75 aA 43,75 aA 43,75 aA 43,75 aA 43,75 a
LF 0,00 cB 16,13 bA 0,38 bB 3,13 bB 3,88b
L7K 6,25 bB 40,63 aA 50,00 aA 53,13 aA 37,50 a
Serenade 43,75 aA 43,75aA 53,13 aA 34,38 aA 43,75 a
Total 16,63 35,25 31,75 30,25

Podriddo total
Testemunha 71,88 71,88 71,88 71,88 71,88
LF 59,38 61,00 53,38 75,00 61,63
L7K 71,88 62,50 68,75 68,75 67,88
Serenade 59,38 62,50 68,75 56,25 61,63
Total 65,63 64,47 65,69 67,97

*Valores seguidos de mesma letra maiGscula nas linhas e minGsculas nas colunas sdo estatisticamente
iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05)

N&o houve interacdo significativa entre os agentes de controle e as
épocas de aplicacdo avaliadas (P< 0,05) ao final do periodo de refrigeracdo. O
isolado L7K se mostrou eficiente, reduzindo a severidade e apresentando valor

menor que 4%, diferindo estatisticamente do Serenade pelo teste de Tukey
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(P<0,05) (Figura 8A). Apds remocdo da camara fria e exposicdo a condi¢cdes
ambiente, o isolado L7K apresentou menos de 3% de severidade, com
diferenca significativa do serenade e testemunha com aproximadamente 9%.
Para aplicagbes em diferentes épocas, foi observada baixa severidade para a
época de Floracdo, tanto para condi¢des refrigeradas como para condi¢ces
ambientes (Figura 8B).
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Figura 8 - Severidade de podriddes pds-colheita (%) ao final do periodo de
armazenamento (29 dias) em camara fria e comercializacdo (5 dias) em uva

var. Midnight (A) apés aplicagdo de agentes de controle em diferentes fases de
desenvolvimento dos frutos (B).

De acordo com a tabela 8 houve interacdo significativa para o0s
patossistemas avaliados. Para o Cladosporium sp., foi possivel observar que
s6 houve diferenca significativa promovidas pelas diferentes épocas de

aplicacéo, destacando a fase de pintor por apresentar a menor severidade,

73



diferindo estatisticamente das demais e da testemunha. Para Penicillium sp., os
isolados LF e L7K diferiram significativamente do Serenade e da testemunha
com baixa severidade, além disso, houve diferenca estatistica entre as épocas
de aplicacdo com menor severidade, destacando as épocas de Floracdo e
Chumbinho quando comparada a testemunha. Ja para podriddo total, os
isolados LF e L7K apresentaram menor severidade, diferindo estatisticamente
do Serenade e da testemunha, e se tratando das épocas de aplicacéo, as fases
de chumbinho e pintor foram as que demonstraram maior eficiéncia

apresentando baixa severidade e diferindo estatisticamente da testemunha.

Tabela 8 - Severidade de podridées pos-colheita (%) em periodo de
comercializacdo (armazenamento em frio + ambiente) em uva var. Midnight por
Cladosporium sp., Penicillium sp. e podriddo total apés a aplicacdo de
agentes de controle em diferentes fases de desenvolvimento dos frutos.

Tratamentos
Epocas Testemunha LF L7K Serenade Média
Cladosporium sp.
Testemunha 5,20 aA 5,20 abA 5,20 bA 5,20 aA 5,20 ab
Floragdo 5,20 aA 4,34 cB 12,62 aA 3,65 bB 6,87 a
Chumbinho 5,20 aA 5,25 abA 3,54cB 4,62 abAB 4,47 b
Pintor 5,20 aA 2,85cB 2,00cB 4,57 abAB 3,14 c
Pré-colheita 5,20 aA 6,68 aA 2,74 cB 3,83 bB 441b
Média 5,20 A 4,78 A 5,22 A 4,17 A
Penicillium sp.
Testemunha 5,14 aA 5,14 a 5,14 aA 5,14 aA 5,14 a
Floracdo 5,14 aA 0,00 bB 0,29 cB 6,51 aA 2,26 b
Chumbinho 5,14 aA 0,34 bC 1,14 bcB 4,28 aA 1,92 b
Pintor 5,14 aA 0,00 bC 3,37 bB 5,77 aA 3,04 ab
Pré-colheita 5,14 aA 0,23 bC 5,82 aA 3,54 bB 3,20 ab
Média 514 A 0,14 C 2,65B 502A
Total

Testemunha 10,68 aA 10,68 aA 10,68 aA 10,68 aA 10,68 a
Floragdo 10,68 aA 4,57 bcB 12,50 aA 10,50 aA 9,19 ab
Chumbinho 10,68 aA 6,22 bB 5,20 bB 9,02 aA 6,81 b
Pintor 10,68 aA 2,91 cC 5,37 bB 11,42 aA 6,56 b
Pré-colheita 10,68 aA 6,91 bB 9,48 aA 14,27 aA 10,22 ab
Média 10,68 A 5,15B 8,13AB 11,30A

*Valores seguidos de mesma letra maiGscula nas linhas e minGsculas nas colunas sdo estatisticamente
iguais entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05)
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DISCUSSAO

Apesar dos estudos comprovarem a eficiéncia da aplicacdo de alguns
microrganismos, ou biofungicidas, em tratamento pds-colheita para o controle
de doengas, as infec¢des ainda sdo um fator limitante a conservacéo de frutas
e hortalicas, podendo ocorrer desde a fase em campo até a etapa pds-colheita,
comprometendo a producdo. Segundo Ippolito e Nigro (2000), um antagonista
aplicado no campo antes da colheita terd mais tempo para interagir com o
agente patogénico, em compara¢do a um antagonista aplicado apos a colheita.
Dessa forma, estudos realizados utilizando microrganismos com pulverizacdes
pré-colheita sdo considerados alternativas Uteis para o controle de podriddes
pos-colheita (Cafiamas et al., 2008a, Cafiamas et al., 2008b, Droby et al., 2009;
Ippolito e Nigro, 2000).

Os resultados apontaram a eficiéncia dos agentes de controle quanto a
reducdo de incidéncia de podriddées poés-colheita tanto durante o
armazenamento em camara fria quanto em condicdes ambiente quando

aplicados em pulverizacdo pré-colheita.

No experimento em var. Crimson Seedless com diferentes nimeros de
pulverizacdes proximas a colheita, ndo houve efeito sobre o peso dos cachos
ap0s armazenamento em camara fria e condicbes ambiente. Ja avaliando o
efeito do tratamento com os diferentes agente de controle e épocas de
aplicacdo na var. Midnight, observou-se que os isolados L7K e LF
apresentaram cachos com menor peso (Tabela 5). Contudo em ambos o0s
casos nao houve efeito sobre a perda de massa ao longo do processo de
armazenamento em camara fria. Trabalhos como o de Meng et al (2010)
avaliaram atuacao de levedura Cryptococcus laurentii, e observaram que os
tratamentos pré-colheita com apenas leveduras e levedura+quitosana apés a
colheita quando armazenados a 0 °C, durante 42 d, seguido por 3 d o
armazenamento a 20 °C obtiveram perda de peso significativamente maior do

gue o controle em uvas.
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O controle de doencas pos-colheita utilizando leveduras antagonistas
muitas vezes envolve varios modos de acédo, incluindo a competicdo por
nutrientes e espaco, a producao de enzimas hidroliticas, parasitismo, formacao
de biofilme e inducéo de resisténcia em plantas (Giobbe et al., 2007; Zhang et
al., 2010; Mari et al., 2012; Lutz et al., 2013). Neste trabalho, observou-se que
para as condicOes experimentais, com inoculacdo dos patdégenos apds colheita
na var. Sugraone, os isolados de leveduras apresentaram maior eficiéncia para

inibicdo dos patégenos.

Ja com relacéo a severidade nas condi¢des avaliadas da var. Sugraone,
diante do armazenamento em camara fria com os patégenos A. niger e A.
alternata, intensificam-se a capacidade de sobrevivéncia das leveduras quando
submetidos a diferentes condi¢cdes de estresses, inclusive quando expostas

ainda em campo.

A competi¢é@o por nutrientes € considerada um dos mecanismos de agéo
de leveduras mais importantes devido a baixa exigéncia nutricional de muitas
espécies de leveduras (Elad e Chet, 1987; Mekbib et al., 2011; Bautista-
Rosales et al., 2013). Além disso, as leveduras podem estar associadas com o
aumento da atividade das enzimas envolvidas na resisténcia induzida,
conforme observado no trabalho de Lu et al (2013), no qual a promocao de
resisténcia pelo tratamento pré-colheita de tangerina com Rhodosporium
paludigenum resultou em reducdo de podriddes causadas por Penicillium

digitatum e P. italicum.

A integracdo da aplicacdo de agentes de controle nas condicbes de
armazenamento mostrou ser muito importante neste trabalho, com os melhores
resultados sendo alcancados durante a fase de resfriamento. No entanto, esta
integracdo com o frio depende da capacidade de sobrevivéncia do antagonista
a baixa temperatura, pois pode interferir em sua eficacia para biocontrole
(Meng et al., 2010). A refrigeragcdo promove o retardamento da atividade da
maioria dos microrganismos, além de moderar os processos metabalitos dos
frutos, apresentando maior eficiéncia, quanto mais rapido for aplicada (Silveira

et al, 2005). Karabulut et al (2003), por exemplo, observou que a levedura
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Metschnikowia fructicola, reduz a incidéncia de podriddo pés-colheita exposta a
1°C por 30 dias, seguidos de 2 dias a 20°C, a partir de aplicacdes pré-colheita

em uva.

Ao avaliar o efeito do nimero de pulverizagbes no experimento realizado
na var. Crimson Seedless, seguido do armazenamento sob refrigeracdo e
condicbes de comercializacdo observou-se que o periodo de aplicacdes
realizadas trés semana antes da colheita contribuiu para uma menor incidéncia,
destacando uma elevada suscetibilidade da uva as podriddbes quando em
condicbes ambiente. Os resultados obtidos estdo de acordo com Wei et al
(2014), que relatam a maior reducdo da incidéncia do mofo cinzento em
morango quando pulverizados com Cryptococcus laurentii em trés aplicacdes
com intervalos de 3 dias, sendo a primeira 6 dias antes da colheita e o ultimo
no dia da colheita. Apresentando a partir de 6 dias, uma percentagem de
decomposicédo de frutas mais baixa do que os demais tratamentos.

Se tratando da severidade tanto em condi¢cfes refrigeradas quanto de
comercializacdo, alguns agentes se mostraram eficientes apresentando caixa
severidade diante das variaveis analisadas. Ippolito et al (2005), avaliando a
atuacdo da Aureobasidium pullulans em cereja com tratamentos pré-colheita
apO0s armazenamento (camara fria + temperatura ambiente), relatou que a
estirpe conseguiu reduzir em 50% as podridées na fruta quando comparado

com o controle.

Avaliando diferentes agentes e épocas de aplicacdo na var. Midnight
sobre a incidéncia tanto em condi¢des refrigeradas, onde observou-se a
eficiéncia dos isolados apresentando baixa incidéncia, principalmente na época
de floragdo, como em condi¢cbes de comercializacdo diante dos patdgenos
Cladosporium sp. e Penicilllum sp (Tabela 7). De forma similar, Meng et al
(2010) em uva de mesa e Tian et al (2004), em cereja doce, relataram a
eficiéncia da levedura Cryptococcus laurentii quando pulverizada em pré-
colheita, tanto armazenada em camara fria, quanto apds exposicdo em
condi¢cbes naturais, apresentando o melhor desempenho e consequentemente,

proporcionando reducao da doenca quando em temperatura baixa 0 °C.
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Se tratando da severidade, um dos agentes de controle avaliados se
destacou com baixa severidade, bem como a época de floracdo (Figura 8B)
nas duas condicOes expostas (refrigeracdo e comercializacdo), isso intensifica
a importante estratégia de aplicacbes de agentes de controle durante a fase
pré-colheita, visto que 0s microrganismos antagonistas interagem com o0s
frutos, estabelecendo-se preferencialmente na epiderme e outros sitios, e
competindo com o0 agente patogénico, reprimindo sua atividade e
consequentemente protegendo de infec¢cdes subsequentes (Zhao et al., 2011;
Wei et al., 2014).

Esses resultados sédo consistentes com o de Wei et al (2014), onde
relatam a eficiéncia do controle biolégico de pulverizacdo pré-colheita com C.
laurentii correlacionada com a sua frequéncia de aplicacdo. Além disso, as
épocas de aplicacbes de microrganismos antagbnicos e sua capacidade de
sobreviver em populagbes suficientes sobre a superficie do fruto apds a

aplicacao é de vital (Benbow e Sugar, 1999).

Dessa forma, verificou-se que tratamentos com agente de controle
biolégico na pré-colheita, apresentam potencial de inibicdo de podriddes pos-
colheitas, além de nao prejudicar a qualidade do fruto durante o processo de
armazenamento. Ainda sdo poucos os estudos especificos que determinem a
melhor época de aplicacdo e numero de aplicacées para reducao das doencas
pés-colheitas. Dessa forma, foi possivel constatar que além do potencial dos
isolados de levedura apresentados, o niumero de aplicacbes e a época de
pulverizacdo sdo fatores que também podem influenciar na reducdo de

podriddo pés-colheita.
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CONCLUSOES

e Houve efeito da aplicacdo pré-colheita de diferentes isolados de leveduras
L7K e LF reduzindo a incidéncia e severidade de podriddes pds-colheita,
apresentando elevada eficiéncia de controle.

e Aplicagbes pré-colheita realizada a partir da 32 semana antes da colheita
apresentaram reducéo na incidéncia e severidade de podriddes em condi¢gbes
refrigeradas e de comercializacao.

e Osisolados LF e L7K reduziram a incidéncia e severidade de podriddes pos-
colheita ap6s armazenamento em camara fria, destacando a floragcdo como

melhor época de aplicacao.

e O Serenade se mostrou mais eficiente quando realizadas aplicacdes pré-
colheita a partir da 3° semana, destacando a floragcdo como melhor época de

aplicacao.
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