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RESUMO

As exportacdes brasileiras de frutas frescas tém sido pauta de destaque nas discussdes
de alternativas na geragéo de divisas para o pais no comércio internacional. O alto valor
agregado do produto e, muitas vezes, sua reconhecida qualidade, garantem
perspectivas positivas para o setor fruticola no mercado externo. Entre outros fatores,
as consideraveis perdas nas culturas de importancia econdémica resultam da
susceptibilidade das frutas a infec¢ao fungica, desencadeada pelos fatores ambientais
(temperatura, umidade) e danos mecanicos na colheita e estocagem. Os métodos de
controle biolégico constituem alternativas viaveis em relagédo ao quimico tradicional,
principalmente por ndo deixarem residuos toxicos nas frutas tratadas. Foi empregado
um total de cento e vinte e cinco leveduras isoladas de polpas congeladas de frutas e
formigueiro no estudo de caracteristicas antagdnicas e presenca de fator “killer”. O
sobrenadante obtido do cultivo de Dekkera bruxellensis PF583 exerceu o melhor efeito
inibitério sobre o crescimento de hifas e germinacdo de esporos de Asperqgillus
ochraceus, Fusarium verticillioides e Penicillium expansum. A atividade antifungica de
D. bruxellensis PF583 é possivelmente devido a produgdo de uma enzima extracelular e
nao esta associado ao carater “killer”. As provaveis toxinas “killer” produzidas por
Saccharomyces cerevisiae PF34 sao codificadas por plasmideos que foram perdidos no
tratamento térmico. A producgédo de toxina por Pichia anomala 142 & provavelmente
cromossomal. Para os testes in vivo, com relagdo a levedura D. bruxellensis PF583 a
melhor eficacia de controle foi evidenciada pelos tratamentos C (30 uL da suspensao de
células antagonistas no fungicida Tecto SC® a baixa dosagem - 10% da dosagem
recomendada pelo fabricante) e E (30 pL do fungicida em dosagem recomendada pelo
fabricante - 400 mL/100L) para A. ochraceus e P. expansum. Os valores obtidos foram
de, respectivamente, 100 e 100%, 87,5 e 100%. No que se refere ao agente biolégico
S. cerevisiae PF34, a melhor eficacia de controle de P. expansum foi exibida pelo
fungicida aplicado em dosagem completa (EC=100%). Para A. ochraceus, as eficacias
de controle obtidas para os tratamentos A (30 yL de agua destilada estéril), B (30 uL da
suspensao de células antagonistas), C, D (30 yL do fungicida em baixa dosagem - 40
mL/100 L) e E foram, respectivamente, 33,3, 66,6, 66,6 e 33,3%. Para a antagonista P.

anomala 142 a melhor eficacia de controle foi verificada a partir dos tratamentos B € E
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para A. ochraceus (100%) e tratamento E para P. expansum (87,5%). A combinacao da
levedura com baixa dosagem do fungicida é uma estratégia de controle muito
interessante do ponto de vista econdmico e técnico. Tal combinagéo apresenta diversos
efeitos positivos, dentre os quais; melhor controle da podriddo e prolongada
armazenagem da fruta, reducéo dos riscos de resisténcia do patdégeno ao fungicida e

reducao do risco de acumulo de residuos toxicos na fruta.
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ABSTRACT

The Brazilian exports of fresh fruits have been prominent agenda in the discussions on
alternatives in the conceiving of borders for the country in the international trade. The
accumulated high value of the product and, several times, its recognized quality,
guarantee positive perspectives on the fruit sector in the external market. Among other
factors, considerable losses in the cultures of economic importance result from the
susceptibility of fruits to fungal disease caused by environmental factors (temperature,
moisture) and mechanical damage in the harvest and storage. The methods of biological
control constitute feasible alternatives in relation to the traditional chemical, mainly
because they don'’t let toxic waste in the treated fruits. It was used one hundred and
twenty five yeasts isolated from fruit frozen pulp and ants'nest in the study of the
antagonistic characteristics and presence of killer factor. The supernatant obtained from
the Dekkera bruxellensis PF58; cultivation showed the best inhibitory effect on the
micelial growth and conidia germination of Aspergillus ochraceus, Fusarium
verticillioides e Penicillium expansum. The antifungal activity of D. bruxellensis PF58; is
possibly due to the production of an extracellular enzyme and it isn’t associated with the
killer phenomenon. The probable killer toxins produced by Saccharomyces cerevisiae
PF34 are codified by plasmids that were lost in the thermal treatment. The toxin
production by Pichia anomala 142 is probably chromosomal. For the in vivo assays, in
relation to the yeast D. bruxellensis PF58; the best control efficacy was showed by the
treatment C (30 pyL of antagonist cell suspension in a low dose of the fungicide Tecto
SC" - 10% of the full label dose) and E (30 uL of fungicide at the full label dose - 400
mL/100L) for A. ochraceus and P. expansum. The values obtained were 100 and 100%,
87.5 and 100%, respectively. In relation to the biological agent S. cerevisiae PF34, the
best control efficacy on P. expansum was showed by the fungicide applied in complete
dosage (CE=100%). For A. ochraceus the control efficacy obtained for the treatments A
(30 pL of sterile distilled water), B (30 uL of antagonist cell suspension), C, D (30 pL of
fungicide at a low dose - 40 mL/100 L) and E was 33.3, 66.6, 66.6 and 33.3%,
respectively. The best control efficacy for the antagonist P. anomala 142 was verified for

the treatments B (yeast individually) and E (fungicide in complete dosage) for A.
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ochraceus (100%) and treatment E for P. expansum (87.5%). The yeast integration with
low dosage on fungicide is a control strategy very interesting from the economic and
technical point of view. Such integration has several positive effects, among which best
control of rottenness and prolonged fruit storage, reduction of risks of pathogen

resistance to the fungicide and risk reduction of toxic waste accumulation in the fruit.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem na agricultura uma das bases mais potentes da economia,
garantindo o fornecimento continuo de cereais, oleaginosas, hortalicas, frutas e
derivados oriundos de processamento (COELHO; HOFFMANN; HIROOKA, 2003). A
producao de fruta brasileira superou os 38 milhdes de toneladas em 2002, classificando
o0 pais entre os quatro maiores produtores mundiais juntamente com a China, india e
EUA (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS - IBRAF, 2005; FOOD AGRICULTURE
ORGANIZATION - FAO, 2005).

As exportacdes brasileiras de frutas frescas tém sido pauta de destaque nas
discussbdes de alternativas na geragao de divisas para o pais no comércio internacional.
O alto valor agregado do produto e, muitas vezes, sua reconhecida qualidade,
garantem perspectivas positivas para o setor fruticola no mercado externo. Conhecer o
mercado internacional estd sendo um desafio para os produtores brasileiros de frutas
frescas que, cada vez mais, querem conquistar uma fatia desse atraente canal de
comercializagdo. O Brasil, em funcdo de suas condigbes climaticas, apresenta um
enorme potencial para se tornar um dos maiores pélos produtivos de frutas frescas para
o0 mercado mundial, aproveitando a onda naturalista que o mundo atravessa. A Europa
€ uma grande compradora do produto brasileiro, chegando a importar em torno de 63%
do volume total das frutas brasileiras (CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM
ECONOMIA APLICADA - CEPEA, 2007).

O consumo de frutas no Brasil e no mundo tem crescido a taxas elevadas. O
consumo per capita brasileiro de frutas, de 57 kg/pessoa/ano, equivale a um terco do
consumo europeu e do norte americano (140 e 150 kg/pessoa/ano, respectivamente)
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2007).

O meldo liderou a exportagcéo brasileira de frutas frescas em fevereiro de 2007,
com um volume de 19.249.686 Kg; seguido pela mag¢a 16.100.981 e banana
15.477.533 (IBRAF, 2007).

Com relagdo ao ano de 2008 os maiores volumes exportados foram
representados por melbes (211.789,635 kg); seguidos por mangas (133.724,756 kg),
bananas (130.887,737 kg) e macas (112.249,624 kg) (IBRAF, 2009).
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Entre outros fatores, as consideraveis perdas nas culturas de importancia
econdmica resultam da susceptibilidade das frutas a infecgdo fungica, desencadeada
pelos fatores ambientais (temperatura, umidade) e danos mecanicos na colheita e
estocagem (COELHO; HOFFMANN; HIROOKA, 2003). Em adigéo, a globalizacdo do
consumo de frutas e a procura por produtos naturais saudaveis, requerem seguranca
na qualidade, devendo-se direcionar atengdo ao potencial toxigénico de fungos
associados predominantemente no transporte e armazenagem. Enfase especial deve
ser dada ao risco de patulina e ocratoxina, além de outras micotoxinas oriundas de
exposicdo a novos sistemas de manutencdo de frutos frescos (JELINEK; PHOLAND;
WOOD, 1989; PICCI, 1992; FALLIK et al., 1996).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos provenientes de vias
biossintéticas comuns em fungos, que proliferam em produtos agricolas destinados a
alimentacdo humana e animal (GOLDBLATT, 1977; BEUCHAT, 1987; HARISSON,
1989; ABARCA et al., 2001).

Os géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria sao os principais
representantes fungicos responsaveis pela produgdo de micotoxinas numa ampla
variedade de produtos agricolas (BLUNDEN et al., 1991; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A aplicacdo indiscriminada de fungicidas sintéticos vem sendo desencorajada por
afetar a saude humana e o ecossistema, aliada ao aumento da resisténcia
antimicrobiana, com surgimento de cepas fungicas resistentes (JANISIEWICZ;
PETERSON; BORS, 1994; JANISIEWICZ, 1996; ARRAS et al, 1998; SUGAR;
SPOTTS, 1999).

Os meétodos de controle bioldgico constituem alternativas viaveis em relagéo ao
quimico tradicional, principalmente por nao deixarem residuos tdxicos nas frutas
tratadas (WILSON; WISNIEWSKI, 1994).

Em vista da situagdo, abre-se perspectiva para o biocontrole empregando
leveduras, devido a baixa possibilidade micotoxigénica deste grupo elegido para os
processos fermentativos, ndo tendo sido relatado casos de micotoxicose
(JANISIEWICZ, 1996).

O controle biolégico na pos-colheita realgou o potencial de microrganismos

antagonistas, porém contra determinados patégenos e em hospedeiros especificos, ndo
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se podendo generalizar a aplicagcdo para todos os produtos agricolas. Os estudos
visando identificacao de antagonistas portadores de amplo espectro de atividade s&o
promissores (MARI; GUIZZARDI, 1998).

Determinadas leveduras apresentam o fator “killer”, capaz de inibir o
desenvolvimento de outros microrganismos. O fator € um peptideo tdxico liberado no
meio de cultivo, sendo detectado nos géneros Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis (PHILLISKIRK; YOUNG,
1975; YOUNG, 1981), Ustilago (KANDEL; KOLTIN, 1978), Rhodotorula, Trichosporon
(MORACE et al., 1984), Hanseniaspora (RADLER; PFEIFFER; DENNART, 1985),
Williopsis, Zygowilliopsis (KAZANTSEVA; ZIMINA, 1989) e Zygosaccharomyces
(RADLER et al.,, 1993). Fungos filamentosos também podem ser susceptiveis as
leveduras “killer”, constatando-se Saccharomyces cerevisiae (WALKER; MCLEOD;
HODGSON, 1995) e Sporobolomyces roseus (JANISIEWICZ; PETERSON; BORS,
1994) entre as linhagens com maior potencial antagonico.

Num processo fermentativo, a capacidade de produzir a toxina “killer” pode
conferir uma vantagem sobre o desenvolvimento de linhagens competitivas mais
sensiveis (SOARES; SATO, 2000).

As evidéncias indicaram atuagdo na membrana de células sensiveis, reduzindo o
pH intracelular e causando conseqiente extravasamento de ions potassio e ATP
(Adenosina Trifosfato), entre outros (DE LA PENA et al., 1981; MARTINAC et al., 1990).
O transporte de aminoacidos e a bomba de prétons também foram inibidos (SKIPPER,;
BUSSEY, 1977).

Muitas toxinas de leveduras séo glicoproteinas formadoras de protons capazes
de originar canais ibnicos (MARTINAC et al., 1990), resultando em desestabilizagcao do
potencial eletroquimico da membrana e eventual morte celular.

Estudos sobre a natureza do fator “killer” produzido por Saccharomyces tém
mostrado que esta proteina tem um espectro de agado altamente especifico e é
dependente de pH, temperatura e condi¢des de aeracéo (WOODS; BEVAN, 1968).

A atividade “killer” em meios de cultura é expressa sob condi¢des acidas (pH 3-
6), com maior atuacdo em pH 4-5 (WOODS; BEVAN, 1968; MIDDELBEEK; HERMANS;
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STUMM, 1979) e entre 15-20°C, podendo ser inativada em temperaturas superiores
(VUSTIN et al., 1989 apud GOLUBEV, 1998).

A producgéo e estocagem de varios alimentos é freqlientemente comprometida
pelo desenvolvimento de certas leveduras, por exemplo, Kloeckera apiculata (a qual
produz baixas concentragcdes de etanol e produtos de fermentacdo indesejaveis),
Saccharomycodes ludwigii (a qual apresenta alta resisténcia a compostos anti-sépticos,
por exemplo SO,) e algumas espécies de Schizosaccharomyces e Zygosaccharomyces
(que se desenvolvem em 50% de acgucar). O controle biolégico destas leveduras
indesejaveis pode ser realizado por -culturas que produzam toxinas “killer”
(PALPACELLI; CIANI; ROSINI, 1991).

As leveduras “killer” inibem cepas contaminantes indesejaveis durante o
processo fermentativo, cujo carater € expresso em diferentes géneros, inclusive sendo
constatada a letalidade em fungos filamentosos. Fato que ampliou as perspectivas de
aplicagao no biocontrole de fitopatdbgenos e bolores deteriorantes de alimentos.

O biocontrole através de compostos bioativos produzidos por leveduras de
carater in6cuo, compativel com aplicagdo pratica, seria favoravel para garantir a

qualidade e seguranga de produtos oriundos da fruticultura.

2. OBJETIVOS

2.1. Determinar o carater “killer” de leveduras isoladas de polpas congeladas de frutas e
isoladas de formigueiro;

2.2. Analisar o potencial antagénico sobre fungos deteriorantes ou patogénicos;

2.3. Verificar o potencial antagbnico sobre fungos deteriorantes ou patogénicos “in

vivo”.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Bolores

A estrutura basica dos bolores é formada por filamentos denominados hifas, que,
em conjunto, formam o micélio. Hifas podem ser septadas, isto &, divididas em células
que intercomunicam-se através de poros, e nao septadas (ou cenociticas), com o0s
nucleos celulares dispersos ao longo de toda hifa. O micélio pode ter duas funcdes
distintas: promover a fixagdo do bolor ao substrato (micélio vegetativo) e promover a
reprodugdo, através da producdo de esporos (micélio reprodutivo). Os bolores podem
reproduzir-se sexualmente (fungos perfeitos) ou assexualmente (fungos imperfeitos), ou
ainda pelos dois processos, simultaneamente. O micélio dos bolores é responsavel pelo
aspecto caracteristico das colénias que formam. Estas colénias podem ter um aspecto
cotonoso, ser secas, umidas, compactas, aveludadas, gelatinosas, com variadas
coloracgdes (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Nos produtos agricolas, os fungos toxigénicos tém sido divididos em dois grupos.
O primeiro inclui os invasivos, que produzem toxinas antes da colheita. O segundo é
formado pelos que se desenvolvem apds a colheita. Em ambos os casos, entretanto, a
fonte original dos fungos € o campo. A invasdo antes da colheita &€ governada
principalmente pela planta hospedeira e por outras interagdes biolégicas (insetos),
enquanto o desenvolvimento fungico pds-colheita € governado pelo produto agricola
(nutrientes), fatores fisicos (temperatura, umidade) e fatores biologicos (insetos,
competicdo) (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Fungos filamentosos produzem uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, muitos dos quais tém sido associados a diversos efeitos em animais e
humanos. Estes compostos sdo denominados micotoxinas e ocorrem no micélio de
bolores, mas podem também estar presentes nos esporos destes organismos. Os
efeitos produzidos sdo chamados micotoxicoses. As micotoxinas sdo normalmente

produzidas depois de uma fase de desenvolvimento balanceado. As principais
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micotoxinas associadas ao Penicillium expansum e Aspergillus ochraceus sao,
respectivamente, patulina e ocratoxina A (D’MELLO; MACDONALD, 1997).

Gongalves, Paterson e Lima (2006) examinaram a agua de torneira de Portugal
quanto a presenca de fungos filamentosos. Penicillium spp (40,6%) e Acremonium spp
(38,8%) foram os fungos mais frequentemente isolados. Este ultimo esta associado a
producdo de ocentol, o qual é responsavel por odores e sabores desagradaveis. P.

expansum esta associado a producao de micotoxina patulina.

Em clima temperado espécies de Penicillium sao os bolores mais importantes em
graos estocados. Foi examinado o efeito da levedura Pichia anomala sobre Penicillium
roqueforti, P. carneum e P. paneum inoculados em gréos de trigo. O desenvolvimento
das trés espécies foi inibido por P. anomala (BOYSEN; BJORNEHOLM; SCHNURER,
2000).

Aspergillus fumigatus esta frequentemente associado a putrefagéo de silagem e
producao de micotoxinas. Produz a gliotoxina, a qual pode afetar a imunidade (AMIGOT
et al., 2006).

Espécies do género Fusarium, dentre outras, tém sido relatadas como
predominantes entre os agentes de doencgas pds-colheita em frutos de tomateiro. Esses
patdbgenos requerem ferimentos para penetracdo no hospedeiro e causam perdas
importantes quando induzem o aparecimento de lesdes de evolugao rapida e que

resultam no apodrecimento completo (SILVEIRA et al., 2001).

Martins et al. (2006) constataram a presenca de bolores pertencentes aos
géneros Rhizopus, Monilinia, Geotrichum, Cladosporium, Fusarium e Alternaria em

péssegos.

Kaaya e Kyamuhangire (2006) realizaram um estudo para determinar a

incidéncia de bolores e contaminagéo por aflatoxina em milho comercializado em trés
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regides de Uganda (area de média altitude - umida, média altitude - seca e elevada
altitude). O milho foi dividido em duas categorias: aqueles estocados por dois a seis
meses e os estocados por mais de seis meses a um ano. Aspergillus spp, Fusarium
spp, Penicillium spp e Rhizopus spp foram os géneros predominantes e, dentre suas
espécies, A. niger apresentou a incidéncia mais elevada; seguido por A. flavus, F.
verticillioides, A. wentii, A. penicillioides e Rhizopus stolonifer. A porcentagem de
amostras positivas para aflatoxina foi maior para a area de média altitude - umida
(88%), seguida pelas amostras da de média altitude - seca (78%) e de elevada altitude
(69%). Os niveis de aflatoxina aumentaram com o periodo de estocagem. Aflatoxina B

foi o tipo mais predominante e foi encontrada em amostras das trés areas.

Estudar a micobiota nativa de cevada utilizada em cervejarias na Espanha e
avaliar a habilidade dos bolores para produzir micotoxinas “in vitro” foi o objetivo da
pesquisa realizada por Medina et al. (2006). Cento e oitenta e sete amostras foram
recolhidas antes do processamento. Os bolores predominantes foram espécies de
Alternaria spp, Aspergillus spp, Penicillium spp e Fusarium spp, 0os quais estavam
presentes em respectivamente 93; 82,3; 57,8 e 27,8% das amostras. Alternariol e
alternariol monometil éter foram produzidos por 26,7% dos isolados de Alternaria.
Todos os isolados de F. verticillioides produziram fumonisina By (FB1) e 61,3%
produziram fumonisina B, (FB2); enquanto FB4 foi sintetizada por 83,3% e FB; por
77,8% dos isolados de F. proliferatum. Vinte por cento dos isolados do grupo A.
flavus/A. parasiticus apresentaram a capacidade de produzir aflatoxina B4 e B,. Trinta
dos trinta e quatro isolados de F. graminearum produziram deoxinivalenol e

zearalenona enquanto os outros quatro produziram nivalenol.

Visando a importancia da identificacdo de fungos contaminantes de frutas
frescas, uma vez que determinados bolores podem se desenvolver e produzir toxinas,
Tournas e Katsoudas (2005) investigaram o perfil fungico de varias frutas frescas
comercializadas em Washington - EUA. Os bolores mais isolados foram Botrytis

cinerea, Rhizopus spp, Alternaria spp, Penicillium spp, Cladosporium spp e Fusarium

Spp.
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Gonzalez et al. (2005) estudaram a micobiota natural presente em pdélen de
abelha comercializado na Espanha e Argentina, e encontraram as espécies
potencialmente produtoras de micotoxinas: Penicillium verrucosum, Aspergillus
carbonarius, A. ochraceus, A. flavus, A. parasiticus e Alternaria spp. Fungos
pertencentes aos géneros Asperqillus, Penicillium e Alternaria foram detectados em

respectivamente, 80, 90 e 86,6% das amostras.

Amostras de arroz coletadas na Republica da Coréia foram analisadas com
relagdo a micoflora e micotoxinas: fumonisinas, ocratoxina A, tricotecenos e
zearalenona. Penicillium citrinum e Aspergillus candidus foram as espécies mais
freqlientes nas amostras, enquanto F. proliferatum foi encontrado como a espécie de
Fusarium dominante. Ocratoxina A foi a micotoxina mais comumente detectada (PARK
et al., 2005).

Um estudo foi realizado visando determinar bolores produtores de micotoxina em
uvas destinadas a produgéo de vinho. Os géneros mais freqlentes foram Cladosporium
(25%), Alternaria (24%), Botrytis (15%), Penicillium (9%) e Aspergillus (8%). Produtores
potenciais de ocratoxina A (A. niger 5,4%; A. carbonarium 0,6%) e tricotecenos
(Fusarium spp. 0,9%; Trichotecium roseum 0,8%) foram as espécies micotoxigénicas
mais freqUentes. Concluiu-se que existe o potencial para producdo de micotoxinas em
uvas antes da colheita (SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005).

Romero et al. (2005) realizaram um estudo com o objetivo de determinar a
incidéncia de fungos toxigénicos em uvas secas de algumas regides da Argentina
(Mendoza, San Juan, Salta e Catamarca). Os géneros predominantes foram Aspergillus
(50,2%), Eurotium (21,4%) e Penicillium (13,5%). A predominancia de aspergilos negros
nas frutas ndo surpreendeu porque membros deste grupo podem sobreviver ao
processo de secagem devido a relativa resisténcia dos esporos negros a luz do sol e
radiacao ultravioleta. Neste grupo, A. niger foi a espécie mais comum (37,3%) seguida

por A. carbonarius (7,3%) e A. japonicus (2,9%).
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Os resultados de uma pesquisa realizada por Batta (2006) indicaram que
Drosophila melanogaster adulta € um vetor eficiente na transmissdo dos esporos de
Penicillium expansum para nectarina e péra no estagio pds-colheita. A transmissao é
realizada por meio da insercé&o do esporo, aderido a cavidade bucal das moscas ou ao
abddémen, nas frutas enquanto perfuram as mesmas para alimentagcdo ou postura de

OVOsS.

Fusarium spp € um hifomiceto caracterizado pela produgdo de macronidios
hialinos, multiseptados e em forma de meia lua. Em muitas espécies ocorre também um
micronidio menor (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Penicillium spp é um género importante de fungo deteriorador de alimentos,
caracterizado por crescimento vagaroso e producdo de conidios verdes ou azuis,
nascidos em penicilos (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Aspergillus spp é, provavelmente, o género mais comumente implicado na
deterioracdo de alimentos de origem tropical. E caracterizado pelo desenvolvimento de
colénias coloridas e brilhantes, e produzir conidios em cabecas do tipo “mop-like”
(escovao), tipicas (TANIWAKI; SILVA, 2001).

3.2. Micotoxinas

Micotoxinas s&o compostos toéxicos produzidos a partir do metabolismo
secundario de bolores toxigénicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium.
Estes, quando em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade podem se
desenvolver em varios alimentos causando sérios riscos para a saude humana e
animal. Embora sejam conhecidas mais de trezentas micotoxinas, especial atencao é
direcionada aquelas de efeito toxico e carcinogénico. Estas incluem um metabdlito de
Aspergillus flavus e A. parasiticus, aflatoxina B4, a mais potente substancia
hepatocarcinogénica conhecida; ocratoxina A, produzida por Penicillium verrucosum e

Aspergillus ochraceus, a qual € conhecida por ser carcinogénica em roedores e
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nefrotoxica em humanos; zearalenona, produzida por varias espécies de Fusarium, em
particular F. graminearum e F. culmorum, a qual é téxica para o sistema reprodutivo de
animais; os tricotecenos produzidos por espécies de Fusarium, Stachyobotris e
Cephalosporium, os quais causam principalmente dermotoxicidade, imunotoxicidade e
disturbios gastrointestinais; e as fumonisinas, produzidas principalmente por F.
moniliforme, o qual pode induzir leucoencefalopatia em eqiinos assim como
hepatotoxicidade em ratos (BRERA; MIRAGLIA; COLATOSTI, 1998).

O termo micotoxina deriva da palavra grega “mykes”, que significa fungo e, do
latim “toxican”, que significa toxinas. E usado para designar um grupo de compostos
produzidos por espécies fungicas, capazes de provocar doengas ou morte quando
ingeridas pelo homem ou animais. As micotoxinas s&o conhecidas ha muito tempo,
porém, o seu estudo sé se tornou intensivo apds o incidente ocorrido em 1960, na
Inglaterra, envolvendo a morte de mais de 100.000 aves alimentadas com rag&o
contaminada pelo fungo Aspergillus flavus. A produgdo de micotoxinas depende do
desenvolvimento fungico, portanto pode ocorrer em qualquer época do cultivo, colheita
ou estocagem dos alimentos. Contudo, desenvolvimento de fungos e produgédo de
toxinas ndo séo sinbnimos, porque nem todos os fungos produzem toxinas. Por outro
lado, as micotoxinas podem permanecer no alimento mesmo apos a morte dos fungos
produtores. Os géneros dos fungos mais comumente associados com toxinas que
ocorrem naturalmente sédo Aspergillus, Penicillium e Fusarium (TANIWAKI; SILVA,
2001).

As micotoxinas podem ser encontradas em varios alimentos, porém, alguns
alimentos sdo mais susceptiveis que outros. Em geral, alimentos com alto teor de
carboidratos sdo mais favoraveis a producéo de toxinas que as oleaginosas, sendo
amendoim uma exceg¢ao. A maioria dos fungos requer umidade relativa acima de 80% e
um minimo de atividade de agua (ay) para desenvolver. A producéo de toxina pode nao
ocorrer em umidade relativa abaixo desse valor. Quanto a a,, a producdo de toxinas
pode ocorrer na faixa de 0,70 a 0,90, atingindo, portanto, também os alimentos de
umidade intermediaria (TANIWAKI; SILVA, 2001).
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Desde a descoberta da aflatoxina, em 1960, é reconhecida a capacidade de
muitos fungos de origem alimentar para produzir micotoxinas. Estas representam um
sério risco para a saude humana e animal, embora a gravidade dos casos de
envenenamento seja muito variavel, dependendo das espécies envolvidas. Os dados
permitem observar que uma mesma toxina, como a patulina, pode ser produzida por
uma variedade de fungos diferentes, por exemplo, Aspergillus clavatus, A. terreus,
Penicillium expansum e P. griseofulvum. Também é possivel observar que alguns
fungos séo capazes de produzir varias toxinas diferentes, como Aspergillus flavus, por
exemplo, que produz aflatoxinas, aflatrem, acido aspergilico, acido ciclopiazénico.
Fusarium verticillioides produz fumonisinas, moniliformina, fusarina C, giberelinas, acido
fusarico e naftoquinonas. Penicillium expansum: patulina, citrinina e roquefortina C
(TANIWAKI; SILVA, 2001).

As toxinas sao produzidas principalmente por quatro géneros de bolores:
Fusarium, Claviceps, Aspergillus e Penicillium; os quais se desenvolvem em quase todo
o tipo de meio nutritivo. No passado, a principal preocupacao sobre ocratoxina A estava
no potencial carcinogénico e nefrotoxico; no entanto estudos recentes t€ém mostrado
alteragdes significativas nas respostas imunolégicas (PETZINGER; WEIDENBACH,
2002).

Micotoxinas podem causar varios efeitos toxicos em humanos. Doencgas
respiratorias crénicas e agudas foram reportadas apds inalagdo de pé orgénico
contendo bolores toxigénicos e micotoxinas. Bolores dos géneros Aspergillus e
Penicillium coletados em plantas foram testados para citotoxicidade. As micotoxinas
detectadas e suas distintas citotoxicidades fornecem respaldo a hipétese de que as
micotoxinas podem estar envolvidas em doengas pulmonares devido a inalagdo de po
organico (BUNGER et al., 2004).

Os mais altos indices de contaminagcao por micotoxinas sdo encontrados em
alimentos provenientes de regides tropicais e semi-tropicais, onde o clima favorece o

desenvolvimento de fungos toxigénicos. A. flavus produz toxinas entre 12 e 40°C, com
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producao o6tima na faixa de 25-32°C. As espécies do género Fusarium preferem
temperaturas entre 12-15°C. Nas condigbes naturais encontradas nos alimentos,
sempre ha uma interacao entre os bolores, as leveduras e as bactérias presentes. A
producdo de toxinas pelos bolores pode afetar os demais microrganismos, dificultando
o seu desenvolvimento, mas o contrario também é possivel, pois certos microrganismos
podem inibir a produgéo de toxinas, remové-las ou degrada-las. Ha evidéncias de que
as toxinas sdo produzidas em menor quantidade quando os fungos toxigénicos se

desenvolvem na presenca de outros microrganismos (TANIWAKI; SILVA, 2001).

De acordo com as reagdes farmacologicas, as micotoxinas podem ser

classificadas nas seguintes categorias:

- carcinogénicas: aflatoxinas, esterigmatocistina, luteosquirina, acido ciclopiazdnico.

- mutagénicas: aflatoxinas, 8 metoxipsoralen.

- hepatotdxicas: aflatoxinas, ocratoxina A, luteosquirina, rubratoxina.

- nefrotéxicas: ocratoxina A, citrinina, deoxinivalenol.

- estrogénicas: zearalenona.

- neurotdxicas: citreoviridina, tremorgénica (penitrem), patulina, alguns derivados do
acido lisérgico, fumonisinas.

A aflatoxina B1 & a mais toxica das aflatoxinas (A. flavus, A. parasiticus e A.
nomius), causando uma variedade de efeitos adversos em diferentes espécies animais.
As aflatoxinas B4, By, G1 e G, foram classificadas na classe 1 dos carcindgenos
humanos. Quanto a aflatoxina My, o metabdlito da aflatoxina B1 encontrada no leite
humano e animal, ndo ha, até o momento, evidéncias claras de carcinogenicidade. Ha
evidéncias baseadas em estudos estatisticos, de que a aflatoxina é a causa da elevada
incidéncia de cancer primario no figado em paises como Mocambique, Uganda,
Tailandia, Quénia e Swazilandia (TANIWAKI; SILVA, 2001).

A ocratoxina (Penicillium verrucosum, A. ochraceus e A. carbonarius) € suspeita
de ser um dos agentes causadores do cancer do trato urinario e dos danos aos rins que
ocorrem no leste europeu. Praticamente todos os europeus apresentam alguma
concentracao de ocratoxina no sangue (TANIWAKI; SILVA, 2001).
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As fumonisinas sdo produzidas por Fusarium verticillioides (= F. moniliforme), F.
proliferatum e varios outros fusarios menos comuns. Ha pelo menos trés tipos de
fumonisinas de ocorréncia natural, a FB4, FB, e FB3. Ainda n&o ha informacgao suficiente
para determinar se as fumonisinas s&do carcinogénicas para os humanos, embora
pareca haver uma possivel associagdo do cancer esofagico humano com a ingestdo de
graos contaminados por F. verticillioides, contendo fumonisinas e fusarina C. As
fumonisinas sédo estaveis na maioria dos alimentos processados (TANIWAKI; SILVA,
2001).

A patulina causa disturbios gastrointestinais e efeitos neurotdxicos e
imunotoxicos em animais. Pode ser produzida por varias espécies de Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys, e tem sido encontrada em frutas, verduras e cereais.
Verruculogeno € uma toxina produzida principalmente por espécies de Penicillium e
Aspergillus e causa fortes tremores em animais afetados (KAWASHIMA; SOARES;
MASSAGUER, 2002).

Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina nefrotoxica e possivelmente carcinogénica
amplamente encontrada em cereais e derivados. E produzida por algumas espécies de
Aspergillus e Penicillium. Inibe a sintese de proteina pela competicdo com a fenilalanina
e também aumenta a peroxidagdo lipidica, danificando as células (GOLLUCKE;
TANIWAKI, TAVARES, 2004).

Um estudo, abrangendo oito fazendas na Finlandia, foi realizado para avaliar a
exposi¢ao dos agricultores as impurezas presentes no ar, fungos e possivelmente as
toxinas do Fusarium durante a secagem e moagem de graos, assim como durante a
alimentacédo do gado. Espécies de Fusarium foram identificadas em oito amostras de
graos, sendo detectada a toxina tricoteceno tipo B em todas as amostras analisadas.
Verificou-se que fungos toxigénicos e toxinas de Fusarium podem estar presentes no ar
€ a exposicéo a inalagcao das toxinas pelos agricultores € possivel no ambiente agricola
(LAPPALAINEN et al., 1996).
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Espécies de Fusarium produzem fumonisinas, tricotecenos (toxina T-2, toxina
HT-2, deoxynivalenol e nivalenol, zearalenona), as quais desencadeiam nausea,
vémito, dor abdominal e diarréia. Algumas toxinas produzidas por Aspergillus: aflatoxina
B1 e seu metabdlito aflatoxina M4 sao sintetizadas por Aspergillus flavus, A. parasiticus;

ocratoxina A por Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus (CREPPY, 2002).

Experimentos realizados na Dinamarca mostraram rapida degradacdo de
zearalenona, e em particular ocratoxina A, no solo. A degradagao foi mais rapida em
solo com alto teor de silte (fragmento de mineral ou rocha menor que areia fina e maior
do que argila) comparada aos outros tipos de solo (arenoso e arenoso com argila); e o
teor de argila diminuiu a taxa de degradacdo. Em geral a degradacgéo foi mais rapida
em solo plantado (provavelmente devido a alta atividade microbiana) comparado ao néo
plantado (MORTENSEN; STROBEL; HANSEN, 2006).

Varias toxinas podem ocorrer simultaneamente, dependendo das condi¢des do
ambiente e do substrato. Humanos e animais estdo sempre mais expostos a
combinagbdes do que a compostos individuais. Portanto, avaliagdes de riscos futuros
devem considerar dados de toxicidade mista. Ocratoxina A, ocratoxina B, citrinina e
patulina foram selecionadas para um estudo dos efeitos interativos “in vitro”. Os
resultados obtidos confirmaram um potencial para efeitos sinérgicos de citrinina e
ocratoxina A, e possivelmente outras micotoxinas, em células renais. Muitas toxinas
podem ser produzidas por um bolor em particular; por outro lado muitas espécies de
Aspergillus e Penicillium podem produzir muitas micotoxinas simultaneamente,
dependendo das condi¢cdes do ambiente e do substrato. Isto é particularmente verdade
para ocratoxina A, ocratoxina B, citrinina e ocasionalmente patulina; as duas ultimas
também tém sido associadas a alteragdes na fungcédo renal e desenvolvimento de
patologias renais. A toxicidade de combinagdes de micotoxinas ndo pode ser prevista
apenas com base no efeito individual das toxinas (HEUSSNER; DIETRICH; O'BRIEN,
2006).
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Uma pesquisa realizada por Simas et al. (2007) objetivou determinar a microflora
e avaliar a presencga de aflatoxinas e ocratoxinas em graos de cevada empregados na
alimentacdo do gado leiteiro no estado da Bahia. Aspergillus foi o género mais
frequentemente isolado (42,5%), seguido por Penicillium, Mucor, Rhizopus e Fusarium.
Analises micotoxicologicas ndo mostraram presenga de ocratoxinas, mas aflatoxinas

foram encontradas em 33,75% das amostras.

Um total de cento e uma amostras de vinho tinto importado e suco de uva foram
analisadas com relagédo a presenca de ocratoxina A. A analise foi realizada em vinte e
nove amostras de vinho tinto e trinta e oito de suco de uva produzidos no Brasil; e em
trinta e quatro amostras de vinho tinto importado. Os resultados mostraram
contaminag&o por ocratoxina A em nove das vinte e nove amostras de vinho tinto
provenientes do Brasil, e em dezoito das trinta e quatro amostras de vinho tinto
importado (Argentina, Uruguai, Franca, Italia, Portugal, Espanha e Africa do Sul). A

micotoxina n&o foi encontrada nas amostras de suco de uva (SHUNDO et al., 2006).

Oliveira et al. (2006) estudaram a patogenicidade do Penicillium sclerotigenum,
agente etiologico da podriddo verde em inhame, em dezesseis frutas e hortalicas
diferentes. Os resultados mostraram que maga, péra, banana e inhame foram
susceptiveis; batata inglesa, berinjela e beterraba moderadamente susceptiveis e as
demais resistentes. P. sclerotigenum possui alto poder de disseminacéo, resultando em
maiores riscos de producao de patulina em produtos armazenados. Esta micotoxina
apresenta atividades mutagénica, carcinogénica e teratogénica demonstradas,

experimentalmente em animais. Péra e macéa sao bons substratos para sua produgao.

Um total de noventa e trés amostras de uva portuguesa, destinadas a produgéo
de vinho, foram examinadas quanto a presencga de ocratoxina A e o fungo produtor. Os
resultados demonstraram que o estagio de maturagao das uvas influenciou a incidéncia
do fungo, com aproximadamente 96% das linhagens produtoras de ocratoxina A sendo
detectadas no periodo de colheita. Aspergillus carbonarius foi a espécie produtora de

ocratoxina A mais abundante. Constatou-se que a sintese de ocratoxina A ocorre em
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uvas desde os primeiros estagios de maturagdo. A composicao das uvas nos diferentes
estagios influenciou significativamente a produgdo da toxina, sendo a mesma
favorecida por altos teores de acidos organicos e baixos teores de acgucares redutores
(SERRA; MENDONCA; VENANCIO, 2006).

Cem amostras de frutas foram coletadas e analisadas para verificar a presenca
de micotoxinas e foi também estudado o efeito da irradiagdo gama sobre a produgéo de
micotoxinas. As analises revelaram a ocorréncia de acido penicilico, patulina, acido
ciclopiazénico, citrinina, ocratoxina A e aflatoxina B1. Sessenta amostras foram positivas
para uma ou mais micotoxinas. A irradiacao reduziu significativamente a contagem de
bolores. A produgédo de micotoxinas diminuiu com o aumento da dose de irradiacao
(AZIZ; MOUSSA, 2002).

Foi examinada a ocorréncia de citrinina e a capacidade de producao da mesma
por cepas de Penicillium spp. isoladas de macas deterioradas e colhidas em pomares
domésticos no interior da Croacia. Das cem amostras de macgas examinadas foram
isoladas trinta e sete cepas de Penicillium spp., incluindo P. expansum, P. roqueforti, P.
impicatum e P. purpurogenum. A citrinina foi detectada em 19% das amostras de macas
(PEPELJNJAK; SEGVIC; OZEGOVIC, 2002).

Silva et al. (2004) avaliaram a producé&o de aflatoxinas por cinquenta e nove
linhagens de Aspergillus flavus e de fumonisinas por trinta e cinco cepas de Fusarium
verticillioides isoladas de amostras de graos de sorgo. Os resultados revelaram a
producao das aflatoxinas B1 e B, por trinta e oito cepas (64,4%) de A. flavus. Dentre as

cepas de F. verticillioides, trinta e duas (91%) produziram a aflatoxina By.

Ross et al. (1998) avaliaram a produgéo de patulina em macgés, pertencentes aos
cultivares Gala e Fuji, inoculadas com Penicillium expansum NRRL 1172 e Penicillium
variabile toxigénico, isolado de magéds. As frutas contaminadas foram mantidas em
condicbes de tempo de armazenamento e temperatura que variaram de 15 a 90 dias e

de 0 a 25°C. A producdo de patulina ocorreu em todas as combinacdes de
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armazenagem e temperatura, independente dos cultivares. Nas macas inoculadas com
P. variabile ocorreu maior concentracdo de patulina do que nas contaminadas com P.
expansum NRRL 1172. O risco freqUente de produgéo de patulina nas temperaturas de
refrigeracdo indicou a necessidade de melhor controle nos estagios de colheita e

armazenagem, a fim de evitar a constante ingestédo de toxina.

Realizou-se a investigacao dos efeitos de nutrientes (nitrogénio, zinco e boro) no
desenvolvimento de bolores e a produgdo de fumonisina em amostras de milho no
inicio da formag¢ao do grdo e na colheita. A analise do milho recém-colhido revelou
maior freqiiéncia de Penicillium spp. (72%) e Fusarium verticillioides (27%). As analises
mostraram que 100% dos graos estavam contaminados com fumonisina B¢ e 93%
contaminados com fumonisina B,. Nitrogénio em combinagé&o com boro resultou em um
aumento da producdo de fumonisina B,. A combinacdo de nitrogénio, zinco e boro
reduziu os niveis de ambas as toxinas (HASSEGAWA et al., 2007).

Pardo et al. (2005) estudaram a influéncia da umidade relativa (80, 90 e 100%) e
temperatura (10, 20 e 30°C) no desenvolvimento do bolor Aspergillus ochraceus em uva
e 0 acumulo de ocratoxina A apos 14 dias de incubacdo. Evitando a exposicdo das
uvas as altas temperaturas e minimizando o acumulo das mesmas sob elevada
umidade relativa, entre a colheita e o processo de fabricagdo do vinho, foi possivel
prevenir o desenvolvimento do bolor e a formacdo de ocratoxina A. A. ochraceus
produziu ocratoxina A sob umidade relativa de 80% e 30°C. Maximo acumulo ocorreu a
30°C e 100% de umidade relativa. O desenvolvimento do bolor foi maximo a 30°C e 80-

90% de umidade relativa.

Foi realizada uma pesquisa sobre a presenca de patulina, entre 1996 e 1998, em
sessenta produtos de maga comercializados na Africa do Sul. Os niveis de patulina
encontrados estavam abaixo daquele estabelecido pela legislagdo (LEGGOTT;
SHEPHARD, 2001).



34

Um total de quatrocentas e oito amostras de café brasileiro foram examinadas
com relagdo a presencga de ocratoxina A e bolores com potencial para produzi-la. Trés
por cento dos isolados de Aspergillus niger produziram ocratoxina A, assim como 75%
dos de A. ochraceus e 77% dos de A. carbonarius (TANIWAKI et al., 2003).

Dois principais géneros séo responsaveis pela producao de micotoxina em uvas:
Aspergillus e Penicillium. Serra et al. (2006) realizaram uma pesquisa visando investigar
os bolores presentes na superficie de uvas destinadas a producédo de vinho no
momento da colheita e comparar as diferencas devido a origem geografica. Confirmou-
se que Aspergillus e Penicilllum sao importantes componentes da micobiota
deterioradora de uvas. Os bolores pertencentes ao género Aspergillus sédo importantes
em climas caracterizados como quente e seco. Em climas mais umidos, Botrytis parece
ser o principal patdégeno. A espécie produtora de micotoxina mais importante

encontrada foi Aspergillus carbonarius, a qual produz ocratoxina A.

3.3. Fendmeno “killer”

O fendbmeno “killer” é amplamente difundido entre muitos géneros de leveduras
como Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia, Debaryomyces, Ustilago,
Cryptococcus, Metschnikowia, Williopsis, Kluyveromyces e Zygosaccharomyces
(SCHMITT; BREINING, 2002). As linhagens de leveduras “killer’ sdo imunes as suas
préprias toxinas devido a um mecanismo chamado auto-imunidade, mas podem ser
sensiveis as toxinas de outras (WICKNER, 1979).

Toxinas “killer” destroem as células sensiveis por meio de diferentes
mecanismos. Elas hidrolisam (iZGU; ALTINBAY, 2004) ou inibem a sintese
(TAKASUKA et al., 1995) do principal componente da parede celular, B-1,3-glucana, ou
causam a saida de ions pela formagao de canal de ions na membrana citoplasmatica
(KAGAN, 1983).
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Um estudo realizado por Izgii, Altmbay e Acun (2006) mostrou que Pichia
anomala NCYC432 produz uma toxina “killer” que é inibitéria para uma variedade de
leveduras, incluindo a patogénica Candida spp. A atividade da exo-B-1,3-glucanase
estd envolvida na acdo desta toxina, uma vez que na auséncia da atividade de

glucanase néo é verificada acao “killer”.

Duzentas e quarenta linhagens de leveduras foram isoladas de amostras de
solos da Estagdo Ecolégica de Maraca, na Amazdnia Brasileira. As espécies
dominantes foram Candida etchellsii, C. famata, C. robusta, C. rugosa, C. valida,
Debaryomyces hansenii, Cryptococcus albidus, C. laurentii, Rhodotorula glutinis, R.
minuta e R. mucilaginosa. Seis linhagens foram capazes de produzir micocinas:
Issatchenkia spp., Saccharomyces exiguus, Williopsis saturnus var. subsufficiens e 3 W.
saturnus (VITAL et al., 2002).

Farias, Maia e Vital (2005) realizaram um estudo objetivando identificar a
atividade “killer” em linhagens de leveduras isoladas de solos de savana. Dos trinta e
nove isolados testados, vinte e nove apresentaram atividade “killer” contra as cepas

patogénicas testadas (Cryptococcus neoformans e Candida tropicalis).

Cabral et al. (2005) verificaram a incidéncia de leveduras “killer” provenientes de
ambientes distintos. Investigou-se cinqlenta e cinco cepas de solo de Mata Atlantica,
cinqienta e trés linhagens coletadas nos frutos em decomposicdo de jaqueira e
quarenta e trés estirpes de rizosfera de milho. Foi observada atividade “killer” em uma

cepa de Mata Atlantica, quatro de jaca e seis de rizosfera.

Trindade et al. (2002) encontraram leveduras micocinogénicas em frutas
maduras e polpas congeladas de frutas. A atividade “killer” foi exibida pelas leveduras
Pseudozyma antarctica, Cryptococcus albidus, C. bhutanensis-like, Rhodotorula
graminis, R. mucilaginosa-like, Candida tepae-like e levedura preta. A atividade “killer”
foi mais elevada quando as leveduras micocinogénicas foram testadas contra linhagens

isoladas de substratos diferentes daquelas.
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A podridao negra em abacaxis ocorre mais comumente em frutos lavados do que
naqueles ndo lavados. E possivel que durante o manuseio pos-colheita certos
microrganismos benéficos sejam removidos. Estes microrganismos foram investigados
com relagcédo ao potencial como agentes de biocontrole contra doencas pos-colheita de
abacaxi (Chalara paradoxa). O isolado que exibiu maior poder inibitério foi Pichia
guilliermondii. O modo de agdo pareceu ser competicdo por espago e nutrientes
(REYES; ROHRBACH; PAULL, 2004).

Maneerat e Hayata (2006) avaliaram a atividade antifungica (“in vitro” e “in vivo”)
da reagéao fotocatalitica de dioxido de titanio (TiOz), na forma de p6 e revestindo filme
plastico, sobre Penicillium expansum. Observou-se que as colbnias viaveis de P.
expansum foram aparentemente reduzidas “in vitro” quando a radiagao ultravioleta foi
combinada com TiO,. Ambas as formas do diéxido de titdnio exibiram atividade

antifungica no controle do desenvolvimento de podridédo em frutas.

Os efeitos do tratamento com vapores de trans-2-hexanal (composto aromatico
de muitas frutas e vegetais) foram avaliados em varios cultivares de péras e magas. O
controle de Penicillium expansum variou de 50 a 98% e a redug&o do teor de patulina
foi atingida quando as frutas foram expostas a vapores de trans-2-hexanal (12,5 pL/L)
24 horas ap6s a inoculagéo do patégeno. Por outro lado, os tratamentos aplicados 2
horas apo6s a inoculagao ndo foram muito eficientes ou estimularam as infeccées (NERI
et al., 2006).

Liu et al. (2005) mostraram os efeitos do indutor quimico BTH (benzo-tiadiazol-7-
acido carbotidico-S-metil éster) na indugéo de resisténcia a doengas em péssego apos
colheita, em resposta ao ataque do patdégeno (Penicillium expansum) e na atividade de
enzimas ou metabdlitos que podem estar envolvidos na indugdo. Os resultados dos
tratamentos mostraram que o BTH pode significativamente melhorar a resisténcia a
doencas. A lesédo e a incidéncia da doenga foram, respectivamente, 64,1 e 49,5%

menores.
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3.4. Controle biolégico

Biocontrole, uma alternativa aos fungicidas, emprega microrganismos que
protegem frutas e vegetais de infec¢do. No entanto, o controle de doencgas pds-colheita
com microrganismos antagonistas nédo é frequentemente tao efetivo quanto o controle
com fungicidas sintéticos. Portanto, pode ser necessario melhorar a atividade dos
microrganismos antagonistas ou combina-los com outras formas de controle biolégico
(WILSON et al., 1994).

ApoOs aplicacédo, o antagonista interage com o patégeno, mas também com o
fungicida aplicado na fruta antes e/ou ap6s a colheita e alguns destes compostos

podem apresentar efeitos negativos na sobrevivéncia do mesmo (BUCK, 2004).

A otimizacao da eficacia do biocontrole, no entanto, depende da sobrevivéncia e
colonizacao da superficie e lesdes da fruta na presenca dos patdgenos, os quais séo

sensiveis ou resistentes a esses compostos (LIMA et al., 2006).

O desenvolvimento de resisténcia a fungicidas a base de benzimidazol,
preocupagcbes com a saude devido a contaminacdo do ambiente e frutas pelos
pesticidas e a restricdo do uso de fungicidas tém estimulado a pesquisa de medidas de
controle alternativas; incluindo agentes de biocontrole, produtos sanitizantes e
compostos que ocorrem naturalmente (MARI; BERTOLINI; PRATELLA, 2003).

A inducao da resisténcia de frutas a infeccdo causada por patégenos tem sido

avaliada como promissora no controle de doencgas pos-colheita (LIU et al., 2005).

Franco e Bettiol (2002) verificaram a ocorréncia de sinergismo entre misturas de
produtos alternativos aos fungicidas para o controle do bolor azul (Penicillium digitatum)
em pos-colheita de laranja. Os produtos testados ndo apresentaram efeito sinérgico,
exceto a mistura carbonato de sodio e acido boérico. Carbonato de sodio e acido boérico

empregados individualmente controlaram a doenga em, respectivamente, 78 e 87%;
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utilizando-se a mistura o controle foi 93%. Destacaram-se ainda, bicarbonato de sédio,
metabissulfito de sédio e as misturas bicarbonato de sd6dio com acido boérico, carbonato
de sédio com carbonato de potassio, carbonato de sédio com sorbato de potassio,
bicarbonato de so6dio com carbonato de sédio; os quais exerceram controle de
respectivamente, 92, 77, 81, 77, 75 e 71%. O tiabendazol, utilizado como padrao,

controlou totalmente a doenca.

As podriddes pos-colheita podem ocasionar perdas substanciais em macga. O
mofo azul (Penicillium expansum), a podriddo amarga (Glomerella cingulata) e a
podridao olho-de-boi (Pezicula malicorticis) estdo entre as mais comuns. Muita atencao
tem sido dispensada ao uso de alternativas de controle de doengas pos-colheita. A
aplicagdo pos-colheita de leveduras, como Cryptococcus laurentii, € uma das opgdes.
Blum et al. (2004) testaram a eficiéncia de C. laurentii no controle de podriddes de
macas. Nos testes de laboratério, C. laurentii reduziu as podridées tanto quanto os
fungicidas testados (tiabendazol e iprodione). Nos testes efetuados em camara fria,
constatou-se que, ap6s o armazenamento, o tratamento com C. laurentii foi tao eficiente
quanto os tratamentos com fungicidas (tiabendazol, iprodione, digluconato de
clorohexidina, dicloro-s-triazinatriona sodica, dicloroisocianurato de sédio e hipoclorito

de sbdio) na redugao da podridao causada por P. expansum.

Apesar das praticas de profilaxia e produtos quimicos utilizados em pré e pos-
colheita, a podriddo parda (Monilinia fructicola) causa danos relevantes nos
pessegueiros. Moreira et al. (2002) selecionaram microrganismos antagbnicos ao
patdbgeno e avaliaram a eficiéncia destes, de fungicidas e de fosfitos no controle da
doenga pos-colheita. Os antagonistas que exerceram maior controle da doenca foram
os isolados de Trichothecium spp., acima de 80% de controle, n&do diferindo

estatisticamente dos fungicidas testados.

Um estudo foi realizado com o objetivo de encontrar alguns 6leos essenciais que
pudessem ser utilizados de maneira segura como substitutos para fungicidas para inibir

parcial ou totalmente o desenvolvimento de bolores e a produgdo de micotoxinas. Oleos
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essenciais de doze plantas medicinais foram testados para atividade inibitéria contra
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e Fusarium verticillioides. Os resultados
indicaram que os bolores foram sensiveis a todos os 6leos, e particularmente sensiveis
ao tomilho e a canela. O o6leo de tomilho em baixas concentragbes inibiu
completamente o desenvolvimento (SOLIMAN; BADEAA, 2002).

Sideréforos, agentes de baixa massa molecular e quelantes de ferro, podem
melhorar a efetividade de um agente de biocontrole. Existe evidéncia substancial para
se acreditar que os sideroforos tém algum papel no biocontrole de microrganismos
fitopatogénicos, sequlestrando o ferro e deste modo inibindo o desenvolvimento do
patégeno ou a atividade metabdlica (RIQUELME, 1996). E possivel que a presenca do
sideréforo retarde a germinagdo de esporos, sequestrando ferro, facilitando a
colonizacao pela levedura (MERCIER; WILSON, 1994).

Calvente, Benuzzi e Tosetti (1999) estimularam a produgéo de sideroforos por
Rhodotorula glutinis na tentativa de melhorar o controle biolégico pés-colheita de bolor
azul (Penicillium expansum) em maga. O bolor azul foi mais efetivamente controlado
pelo agente antagonista com sideréforo do que pelo mesmo empregado
individualmente. O agente quelante melhorou o controle de doenga sem aumentar a
concentracao do antagonista. Considerando que a aplicacédo do antagonista a altas
concentragdes torna o biocontrole menos econdmico, o sideréforo pode ser utilizado

para reduzir a concentracéo do antagonista.

O maior obstaculo na comercializagdo de produtos de biocontrole é o
desenvolvimento de um produto com vida-de-prateleira estavel que retenha a atividade
similar aquela das células frescas do agente. Bio-Save 11 é um pé formulado a partir da
de Pseudomonas syringae linhagem ESC-11 (= L-59-66). O principal objetivo do estudo
realizado por Janisiewicz e Jeffers (1997) foi determinar a eficacia do Bio-Save 11 no
controle do bolor azul (Penicillium expansum) e bolor cinza (Botrytis cinerea) em maca.
O produto formulado desenvolvido para aplicagédo comercial foi tdo efetivo quanto as

células frescas originais do antagonista.
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Avaliou-se a capacidade de Cryptococcus laurentii na redugéo de podridao cinza,
azul e Rhizopus poés-colheita em péssego; causada respectivamente por Botrytis
cinerea, Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer. As concentragcées da antagonista
apresentaram efeitos significativos no biocontrole; quanto maiores as concentracdes
(10°, 107, 10® e 10° UFC/mL) menor a incidéncia da doenga. C. laurentii pode ser
empregada como tratamento alternativo (ndo quimico) contra doengas poés-colheita em
péssego (ZHANG; ZHENG,; YU, 2007).

Pesquisa realizada por Karabulut e Baykal (2004) avaliou a eficacia do uso de
agua quente (55°C/10 segundos), o uso de uma levedura antagonista (Candida
oleophila) e embalagem em atmosfera modificada a 0°C; como tratamentos individuais
ou em varias combinagdes para o controle de podriddes causadas por Botrytis cinerea
e Penicillium expansum em péssego. Agua quente e levedura antagonista como
tratamentos isolados nao foram efetivos no controle de ambos os bolores. Atmosfera
modificada reduziu a lesdo causada por ambos os patdogenos. O biocontrole com a
levedura antagonista foi melhorado se combinado com embalagem em atmosfera
modificada. A maior eficacia foi obtida pela combinag¢do dos trés tratamentos. Nenhum
dos tratamentos causou danos a superficie das frutas ou prejudicou a qualidade das

mesmas.

A efetividade de Candida sake linhagem (CPA-1), contra Penicillium expansum,
sob varias condigdes de atmosfera controlada. Maxima reduc¢do de decomposigéo foi
obtida com atmosfera 3% O, - 3% CO, (1°C). Para as condigbes de atmosfera
controlada estudadas foi observada influéncia significativa de C. sake sobre a
decomposi¢do causada por P. expansum e o tamanho da lesdo reduziu mais de 70%
quando empregada C. sake a 10" UFC/mL (USALL et al., 2000).

Yao, Tian e Wang (2004) mostraram que o biocontrole de Cryptococcus laurentii
ou Trichosporon pullulans contra a podridao pos-colheita por Penicillium expansum e
Alternaria alternata em péra aumentou quando C. laurentii ou T. pullulans foram

combinadas com bicarbonato de sddio. A combinacdo de uma das leveduras com
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bicarbonato de so6dio promoveu um controle mais efetivo dos bolores do que o emprego
da levedura antagonista ou do bicarbonato de sodio individualmente. A atuacéo de C.
laurentii, com ou sem bicarbonato de s6dio, no controle dos bolores foi melhor do que

aquela de T. pullulans.

Comparando Pichia anomala, Pichia kluyveri e Hanseniaspora uvarum,
predominantes durante o processamento de café, no desenvolvimento de Asperqgillus
ochraceus e produgédo de ocratoxina A em substratos de laboratério; incluindo agar
café. Ambas as leveduras foram capazes de prevenir a producado de ocratoxina A
quando cultivadas em agar extrato de malte. No agar café, P. anomala e P. kluyveri
preveniram a producao de ocratoxina A por A. ochraceus (MASOUD; KALTOFT, 2006).

Calvo et al. (2007) determinaram o potencial de Rahnella aquatilis para o
controle de doencgas pos-colheita causadas por Penicillium expansum e Botrytis cinerea
em maca da variedade “Red Delicious”. Quando as frutas foram mantidas a 4°C e 90%
de umidade relativa, o tratamento com a bactéria significativamente inibiu o
desenvolvimento de B. cinerea durante 40 dias de armazenamento; e a incidéncia da
doenca foi 100% reduzida. A incidéncia da doenca causada por P. expansum sob as

mesmas condi¢des foi 60%.

Investigou-se o efeito da quitosana em diferentes concentracdes, individualmente
ou em combinagdo com Cryptococcus laurentii, no controle da podriddo poés-colheita
por Penicillium expansum em maca. A combinagdo da levedura antagonista com
quitosana a apropriada concentracao (0,1%) e baixa viscosidade (12cP) foi mais efetiva
(YU; LI; ZHENG, 2007).

Zhang, Zheng e Su (2006) aplicaram microondas como um tratamento isolado ou
em combinagdo com a levedura Cryptococcus laurentii (10® células/mL) no controle de
P. expansum em péras e investigaram os efeitos na qualidade ap6s estocagem. O

efeito da combinagéo de microondas (2450 MHz/2-3 minutos) com o agente de controle
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biolégico foi significativamente mais elevado do que o efeito dos tratamentos isolados.

O tratamento néo afetou a qualidade da fruta.

Avaliou-se o uso do tratamento térmico (37°C/2 dias) em combinacdo com C.
laurentii (10 células/mL), para o controle da decomposicdo causada por Penicillium
expansum e Rhizopus stolonifer em péssego. A combinacao foi mais efetiva (20% de
decomposicao) do que os efeitos destes tratamentos individualmente (ZHANG et al.,
2007).

Testes em larga escala mostraram que a maioria das leveduras antagonistas
incluindo Aspire® promoveram um nivel de controle da doengca equivalente aos
fungicidas sintéticos apenas quando suplementadas com baixas doses dos fungicidas
sintéticos (DROBY et al., 2003).

Yu et al. (2007) avaliaram o potencial da combinagdo de C. laurentii (10°
células/mL) e acido salicilico (100 pg/mL) no controle de doenca pds-colheita por P.
expansum e Botrytis cinerea em péra. O uso da C. laurentii foi compativel com o acido
salicilico (induz a resisténcia natural) e que a integracdo destes resultou em um

excelente controle das doencas.

Macas estdo entre as quatro principais frutas e vegetais que sao mais
contaminados com pesticidas. Muitos dos fungicidas como benzimidazol e
dicarboximida estédo perdendo a eficiéncia devido ao desenvolvimento de resisténcia
em muitos patdgenos pos-colheita (LENNOX; SPOTTS, 2003).

Conway et al. (2005) estudaram a combinagédo de antagonistas (Cryptococcus
laurentii e Metschnikowia pulcherrima), calor (38°C/4 dias) e bicarbonato de sédio (2%);
individualmente e combinados, na reducao da decomposicao pés-colheita de maca
causada por Colletrotrichum acutatum e P. expansum. As frutas foram estocadas
durante 4 meses a 1°C e, entdo a 20°C por 2 semanas. Tanto o calor como as

antagonistas reduziram a decomposicdo causada por C. acutatum, mas uma
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combinacdo dos dois tratamentos eliminou completamente a mesma. As antagonistas
individualmente reduziram a decomposicdo causada por P. expansum, porém foram
mais efetivas quando combinadas. Bicarbonato de sédio melhorou a atuacéo das

leveduras.

Karabulut et al. (2005) avaliaram a eficacia e compatibilidade de uso combinado
de duas leveduras (Kloeckera apiculata e Metschnikowia fructicola) e bicarbonato de
sbdio, individualmente ou combinados, no controle de doenca pds-colheita em cereja
causadas por Penicillium expansum e Botrytis cinerea. A armazenagem foi realizada a
0°C/60 dias e 20°C/5 dias. Os tratamentos individuais ou combinados reduziram
significativamente a incidéncia de podridao por P. expansum e B. cinérea, sendo que a

combinacédo ndo melhorou a atuagado das mesmas.

Chand-Goyal e Spotts (1996) avaliaram linhagens de leveduras isoladas da
superficie de péras para o potencial de biocontrole de P. expansum. Sete linhagens
(Cryptococcus albidus, C. infirmo-miniatus, C. laurentii, Rhodotorula aurantiaca e 3 R.
glutinis) reduziram a incidéncia do bolor. C. laurentii e R. glutinis HRB 6 combinadas
com baixa dosagem de tiabendazol (15 ug/mL) controlaram de maneira mais eficiente a
doenga quando submetidas a 5, 10 e 20°C comparando-se ao tiabendazol ou a
leveduras individualmente; e foi comparavel ao controle da doenca utilizando alta

dosagem comercialmente recomendada do fungicida (525 pg/mL).

Cao e Jiang (2006) avaliaram como a resisténcia a doencas de péras ap6s a
colheita pode ser afetada pelo “spray” acibenzolar-S-metil (analogo funcional do acido
salicilico). Os resultados mostraram que a incidéncia da doenga e o didmetro da leséo
em péras maduras colhidas de arvores tratadas com o produto por 3 vezes durante o
desenvolvimento e inoculadas com P. expansum ou A. alternata apés a colheita foram,
respectivamente, 27,9 e 42,7% ou 29,1 e 23,4% menores do que no controle dezessete
dias apds a inoculagédo. As frutas exibiram atividade mais elevada das enzimas de

defesa, incluindo fenilalanina amoénia liase, quitinase e [B-1,3-glucanase. As duas
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ultimas sao consideradas enzimas chave, apresentando atividade direta contra

patdgenos nos sistemas de resisténcia a doengas em plantas.

Conway et al. (2007) determinaram os efeitos da combinacdo de estocagem (2-4
meses/1°C) em atmosfera controlada, antagonistas (Metschnikowia pulcherrima e
Cryptococcus laurentii) individualmente ou em combinagéo e bicarbonato de sodio na
reducdo da podridao por P. expansum em macéa. O unico tratamento que eliminou o
bolor completamente foi a combinagéo das duas antagonistas, atmosfera controlada e

bicarbonato de sédio.

Em estudo desenvolvido por Izgu e Altinbay (2004), a anélise de sequéncia
mostrou que a Pichia B-glicosidase € uma exo-$-1,3-glucanase. Pichia anomala exo-[3-

1,3-glucanase foi identificada como toxina “killer” tipo K5 ativa contra outros fungos.

Qin et al. (2003) avaliaram os efeitos do acido salicilico (composto fendlico
natural de planta) e duas leveduras antagonistas (Rhodotorula glutinis e C. laurentii)
empregados em combinagcdo ou separadamente no controle de P. expansum e A.
alternata em cereja. Aplicados separadamente, ambos os tratamentos inibiram a
decomposicdo. O acido salicilico elevou a atividade de biocontrole de R. glutinis e
induziu ao aumento significante da atividade de polifenoloxidase, fenilalanina e 3-1,3-

glucanase.

El-Ghaouth et al. (2001) avaliou a eficacia de Candida saitoana associada a 2-
deoxi-D-glicose como tratamento no controle de podridao pés-colheita de macga e frutas
citricas. A combinacao resultou em 85 a 95% de reducdo da decomposicao de macas,
enquanto uma redugéo de 45 a 85% foi observada no tratamento com C. saitoana. O

nivel de controle foi similar ou superior aquele obtido com tiabendazol.

Yu et al. (2006) investigaram a viabilidade da aplicagdo do acido giberilico

individualmente ou combinado com Cryptococcus laurentii para controlar a podridao
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pos-colheita por P. expansum em péra. A combinagao resultou em controle mais efetivo

(8,3% de incidéncia de podridao).

Ippolito et al. (2000) pesquisaram a atividade de Aureobasidium pullulans na
decomposicdo de maga por B. cinerea e P. expansum, e a habilidade de induzir
respostas de defesa bioquimica no tecido da fruta. A. pullulans reduziu a incidéncia dos
bolores em, respectivamente, 89 e 67%. Ocasionou também um aumento nas
atividades de B-1,3-glucanase (hidrolase antifungica), quitinase e peroxidase. Este fato,
associado a capacidade de competir por nutrientes e espago com o patégeno, pode ser

a base de biocontrole.

Usall et al. (2001) testaram Candida sake (linhagem CPA-1) como agente de
biocontrole de doencas pos-colheita causadas por Penicillium expansum em magas. A
aplicagdo de C. sake (10" UFC/mL) resultou num efeito (mais de 70% de reducao) igual
aquele exibido pelo tratamento com imazalil (375 ppm) e superior aquele com

tiabendazol (425 ppm) associado ao folpet (1000 ppm).

Castoria et al. (2001) Aureobasidium pullulans (LS-30) mostrou atividade
antagonista significativa contra Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Rhizopus
stolonifer e Aspergillus niger em uvas; B. cinerea e P. expansum em magas. As uvas
apresentaram 86% de redugdo de infeccdo. Com relagdo a macgéa, as infecgbes

causadas por B. cinerea e P. expansum reduziram, respectivamente, 76,5 e 88,5%.

Spadaro et al. (2002) objetivaram determinar o mecanismo de acéo dos isolados
antagonistas (Metschnikowia pulcherrima) e avaliar a eficacia sob condi¢des controlada
e semi-comercial a baixas temperaturas e atmosfera controlada. As antagonistas
mostraram nivel de controle contra B. cinerea e P. expansum similar aquele obtido com

tiabendazol.

Foram avaliados os efeitos de propionato de calcio, bicarbonato de sédio e acido

tetra acético-etilenodiamina de sddio sobre patégenos pés-colheita de magéa e péssego;
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e no aumento da eficacia do produto de biocontrole Aspire® (baseado na levedura
Candida oleophila). O efeito inibitorio aumentou com a concentragéo de cada composto.
Em combinacdo com Aspire®, 2% de bicarbonato de sédio exibiu habilidade para
melhorar significativamente o biocontrole contra Botrytis cinerea e Penicillium expansum

em maca; e Monilinia e Rhizopus em péssego (DROBY et al., 2003).

Leverentz et al. (2003) determinaram o efeito de 1-metilciclopropeno (inibidor do
etileno) e combinagdes de tratamento térmico e uma levedura termotolerante aplicada a
fruta antes do tratamento térmico, sobre o controle de podriddo de macas (P.
expansum) ap6s a colheita. A combinagdo do tratamento térmico seis horas apos a
colheita, inoculacado do patégeno e adicdo da levedura antagonista foi mais efetivo do
que cada tratamento individualmente, com redugdo de 96-100% da incidéncia de

podridao.

Determinou-se o efeito do tratamento térmico, antagonista (M. pulcherrima) e
bicarbonato de sédio; individual e em combinagdo, na decomposicdo pds-colheita
causada por Colletotrichum acutatum e Penicillium expansum em maca. Tanto o
tratamento térmico como a combinacdo deste com as antagonistas eliminaram a
podriddo causada por P. expansum. No entanto, uma combinacdo do tratamento
térmico com as antagonistas foi requerida para eliminar completamente a podridao
causada por Colletotrichum acutatum (CONWAY et al., 2004).

Chan e Tian (2005) compararam o modo direto de acédo das leveduras (Pichia
membranefaciens e Cryptococcus albidus) como agentes de biocontrole contra
Monilinia fructicola, P. expansum e Rhizopus stolonifer, responsaveis pela podriddo em
macga. Em adic&o, possiveis mecanismos envolvidos na adesdo da levedura a hifa dos
patdgenos pds-colheita foram demonstrados. P. membranefaciens produziu quantidade
maior ou ao menos igual de B-1,3-glucanase e exoquitinase quando comparada a C.
albidus. Este fato foi correlacionado com a observacao de que P. membranefaciens
apresentou maior capacidade de adeséo a hifa do que C. albidus. Os resultados deste

experimento sugerem que interagbes levedura-patogeno podem ser dependentes do
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reconhecimento do sinal da proteina entre as células da levedura e a hifa do bolor. A
eficiéncia de adesdo das leveduras parece ser, a0 menos parcialmente, dependente
das habilidades de secrecéo de enzimas liticas e esta adeséo pode estar envolvida na

eficiéncia de biocontrole das leveduras antagonistas.

3.5. Fungicidas

O fungicida quimico é um dos principais métodos de controle de doencas de
plantas, sendo a unica forma de controle para diversos problemas fitossanitarios. A
facilidade de aplicacdo e os resultados imediatos obtidos os tornaram amplamente
difundidos em diversas culturas. Porém, o uso continuo pode promover a selecédo de
fungos fitopatogénicos resistentes, ndo controlados pelo fungicida anteriormente eficaz,
questionando a eficiéncia do método. Assim, o surgimento de fungos fitopatogénicos
resistentes a fungicidas € um sério problema que pode por em risco o controle dessas
doengcas de plantas (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO - MAPA, 2007).

As podridées pos-colheita constituem um fator de risco nas exportagcbes. Terao
et al. (2006) estudaram a eficiéncia de trés fungicidas (tiabendazol, imazalil e
azoxystrobin) em trés condigbes de armazenamento (temperatura ambiente, ambiente
refrigerado durante quinze dias seguido de armazenamento ambiente, refrigeracao
continua durante todo o periodo de armazenamento - trinta e quatro dias) no controle
de podridao pos-colheita em meldo (Fusarium poleidoroseum). No armazenamento a
temperatura ambiente, até o sexto dia os fungicidas mostraram-se efetivos, sendo que
azoxystrobin e tiabendazol controlaram eficientemente a severidade e o tamanho da
lesdo, respectivamente, até doze e dezesseis dias de armazenamento. Sob

refrigeragcédo, o melhor controle foi obtido em frutos tratados com tiabendazol e imazalil.

Errampalli (2004) avaliou o impacto do fungicida fludioxonil na germinacdo de
esporos e desenvolvimento micelial de P. expansum sensiveis ou resistentes ao

tiabendazol (“in vitro”) e o efeito inibitério na formacdo de podriddo em maca. Os
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resultados mostraram que fludioxonil potencialmente pode ser uma alternativa ao
tiabendazol no controle pds-colheita de bolor azul. Para evitar o possivel
desenvolvimento de resisténcia do P. expansum ao fludioxonil, uma combinacdo deste
com outros fungicidas, com modos de acgéo diferentes daquele do fludioxonil, poderia

ser incorporado em um programa de controle de doengas.

No Canada e nos Estados Unidos da América poucos fungicidas estédo
disponiveis para o controle de doencgas po6s-colheita em macéa. Apenas tiabendazol tem
sido constantemente usado para o controle de bolor azul e bolor cinza, mas seu uso
tem-se tornado limitado devido ao desenvolvimento de P. expansum e B. cinerea
resistentes. Sholberg, Bedford e Stokes (2005) avaliaram o pirimetanil como um novo
fungicida pos-colheita. Vinte e um isolados de Botrytis cinerea e vinte e dois de
Penicillium spp. foram avaliados quanto a sensibilidade ao pirimetanil. Concluiu-se que
pirimetanil € um fungicida importante no controle de ambos os bolores causadores de

podriddo em maca, podendo ser aplicado antes ou apos a colheita.

Franck et al. (2005) avaliaram o efeito dos tratamentos com fungicidas
(cyprodinil, fludioxonil e fenhexamida) empregados antes e ap6s a colheita combinados
com sachés geradores de didxido de enxofre na decomposicédo causada por Penicillium
expansum em uvas. A estocagem foi realizada a 0°C/15 dias e 20°C/5 dias. Os
resultados evidenciaram que a aplicacéo de fungicidas pré-colheita e o uso de sachés
no interior da embalagem efetivamente reduziu a podriddo, apdés longo periodo de

estocagem sob refrigeracao.

Os fungos causadores de doengas, como outros organismos vivos, podem
desenvolver resisténcia aos produtos toxicos visando a sobrevivéncia da espécie. A
grande diversidade dos microrganismos e sua intensa capacidade de multiplicagéo
fornecem uma ampla oportunidade para a selecdo de linhagens resistentes surgidas
espontdaneamente. Assim, numa populacdo de fitopatdgenos, sensivel a um
determinado fungicida, células com menor sensibilidade ao produto surgem devido a

mutacdo ou outro mecanismo de variabilidade dos seres vivos. A aplicagdo do fungicida
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seleciona as células resistentes, eliminando as sensiveis. Com aplica¢des sucessivas
do mesmo ingrediente ativo, ocorre uma intensa pressao de selecao, fazendo com que
as linhagens resistentes predominem na populagdo até o momento em que o produto
ndo tem mais efeito. Varios casos de resisténcia ocorreram ap6s o langcamento de
fungicidas sistémicos no mercado. Antes, com os produtos convencionais, o problema
nao ocorria, pois eles atuavam em diversos pontos do metabolismo do fungo. Os
sistémicos atuam em poucas etapas do metabolismo, permitindo o desenvolvimento de
linhagens resistentes (MAPA, 2007).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Fungos testes

Os fungos toxigénicos Aspergillus ochraceus A152, Fusarium verticillioides 103F
e Penicillium expansum n.2 (cedidos pela Profa. Dra. Elisa Yoko Hirooka), provenientes
de cultura monosporica (NELSON; TOUSSON; MARASAS, 1983), foram mantidos em
Agar Batata Dextrose (PDA) a 4°C (infus&o de batatas, dextrose e agar) inclinado. Apds
incubacao a 21°C/120 horas, sendo padronizados com auxilio da camara de Newbauer
(10° esporos/mL) para os testes subseqiientes. As leveduras, por sua vez, foram
mantidas em meio GYMP (glicose, extrato de levedura, extrato de malte, NaH,PO4 e
agar) cobertas com 6leo mineral para evitar ressecamento e mantidas a 8 + 2°C. Para

os ensaios foram padronizadas com o emprego da escala de McFarland.

4.2. Leveduras antagonistas

Cento e quinze leveduras isoladas de polpas congeladas de frutas (FAZIO, 2006)
e dez de formigueiro (Laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais - UNESP,
Rio Claro) foram utilizadas para o estudo de antagonismo em relagcdo a presenca de

fator “killer”.

4.3. Caracterizagao de leveduras “killer”
As linhagens padréo de leveduras sensiveis utilizadas para a caracterizagcao do
fator “killer” consistiram de Candida glabrata NCYC 366, C. glabrata NCYC 388, C.
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albicans 12A, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 e Pichia kluyveri CAY 15.

Uma algada de cepa sensivel cultivada em Agar Sabouraud Glicose (glicose,
peptona, extrato de levedura e agar) foi suspensa em 3 mL de solucao salina a 0,85% e
padronizada na Escala n°. 1 de McFarland. As culturas sensiveis (3,0 x 10° células)
foram semeadas por profundidade em placas de Petri adicionando-se 20 mL de Agar
Sabouraud modificado, composto por glicose, peptona, agar e azul de metileno
(POLONELLI et al., 1983). Ap6s a solidificagcéo foi inoculada uma algada de leveduras
teste previamente cultivadas em tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud Glicose sob
forma de pequenos pontos (2,0 mm de diametro) na superficie do meio. Apos
incubacgéo a 25°C/120 horas, a presencga de fator “killer” foi evidenciada pela formagéo
do halo de inibicdo ao redor das leveduras teste (WALKER; MCLEOD; HODGSON,
1995).

4.4. Atividade antifingica em meio sélido

Foi analisada pela técnica de semeadura em profundidade (placas de Petri
contendo 25 mL de Agar MPL (glicose, extrato de levedura, cloreto de sédio, fosfato
diacido de sddio, sulfato de aménio e agar) inoculado com 10° esporos de fungos teste.
Apoés a solidificacdo se procedeu uma perfuragdo no centro da placa (didmetro de 8
mm) e foram introduzidos 100 L (3,0 x 10° células) do cultivo de levedura em Caldo
MPL (glicose; extrato de levedura; NaH,PQOg4; NaCl; (NH4).SO4) a 25°C/48 horas. As
placas foram incubadas a 25°C e os didmetros de inibigdo medidos ap6s 5 dias com
auxilio de paquimetro (MOTOMURA; HIROOKA, 1996). Os ensaios foram realizados

em triplicata.
4.5. Teste com sobrenadante de cultivo

4.5.1. Obtencao do extrato bruto

Para o pré-inéculo, uma algada de levedura foi transferida para frasco de
Erlenmeyer com 25 mL de Caldo MPL e incubado a 25°C/24 horas a 150 rpm. O
inoculo foi preparado baseando-se na escala de McFarland para bactérias (INSTITUTO
DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - ITAL, 1995) adaptada para leveduras,
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recalculando-se para obter os valores de 3,0 x 10" (escala n°. 1) a 3,0 x 10°
leveduras/mL (escala n°. 10), considerando que o tamanho de uma levedura equivale a
10 vezes ao bacteriano (LEVY, 2003). A seguir 3,0 x 10° células de leveduras foram
inoculadas em 5 frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL de Caldo MPL e em 5 com 50
mL do mesmo caldo com 10° esporos do fungo teste. Apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas a

25°C, os cultivos foram centrifugados (6.500 x g/15 min., 10°C) e o extrato bruto obtido.

4.5.2 Atividade antifUungica em meio liquido

Foi realizada baseando-se essencialmente nas metodologias descritas por
Janisiewicz, Tworkoski e Sharer (2000) e Chen et al. (1999). O extrato bruto obtido foi
filtrado (membrana “Millipore” 0,20 ym) e inoculado em volume igual (1,0 mL) de Caldo
MPL previamente inoculado com 10° esporos de fungos teste. Os tubos de ensaio
foram incubados a 25°C e se procedeu microscopia apos 12 horas, determinando-se a
germinagao dos esporos e tamanho das hifas. Paralelamente foi preparado o controle
(branco), inoculando-se 10° esporos de fungos teste em tubos de ensaio contendo 1,0
mL de Caldo MPL e 1,0 mL de agua destilada estéril.

Os resultados foram obtidos por meio de trés repeticdes, sendo que em cada
uma foi medido o tamanho de 40 hifas selecionadas aleatoriamente e foram contadas
100 células para determinar a porcentagem de esporos germinados. Os dados de cada
repeticdo foram analisados perante dois dados para a porcentagem de esporos

germinados e 40 para a determinagao do tamanho de hifas.

4.6. Cura de linhagem “killer” por tratamento térmico

O processo de cura das leveduras foi realizado com o intuito de associar o
carater “killer” perante a possibilidade de perda de atividade antagbnica, conforme
descrito por Petering et al. (1991). As leveduras foram pré-cultivadas a 25°C “overnight”
em meio YPD (extrato de levedura, peptona, glicose) e padronizadas na escala n°. 1 de
McFarland, procedendo diluigdes decimais seriadas até 10*. Uma aliquota de 0,1 mL
(aproximadamente 3,0 x 10? células) foi inoculada na superficie de placas de Petri
contendo o mesmo meio com agar, seguido de incubacéo sob tratamento térmico de
42°C/48 horas (PETERING et al. 1991). As cepas termorresistentes (colbnias
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desenvolvidas) foram submetidas ao teste “killer”, para comprovar a cura. O resultado
positivo (perda de atividade “killer”) foi caracterizado pela auséncia do halo de inibi¢cao

da linhagem sensivel padréo.

4.7. Anadlise estatistica

Os dados sobre atividade antifungica exercida pelas leveduras antagonistas
foram analisados pelo programa ANOVA/MANOVA (STATISTICA 5.0, 1995) mediante
teste de Tukey (P< 0,05).

4.8. Atividade antifiungica em maga

Para a constatagao da atividade antifungica “in vivo” empregou-se as leveduras
utilizadas no antifungigrama em meio liquido: Dekkera bruxellensis (PF583) isolada de
polpa congelada de morango, Pichia anomala (142) e Saccharomyces cerevisiae (PF34)
isolada de polpa congelada de melao; e os fungos filamentosos Aspergillus ochraceus
A152 e Penicillium expansum n.2. Foi realizada baseando-se essencialmente nas
metodologias descritas por Lima et al. (2006), sendo os testes realizados em duplicata.
Macas (Malus domestica) da variedade Fuji foram superficialmente sanitizadas por
imersdo em hipoclorito de sédio (2%) durante 15 minutos. Em seguida, realizou-se o
enxagle e a secagem a temperatura ambiente.

Foram realizadas 4 lesbes (3 mm de largura x 3 mm de profundidade),
inoculando-se 30 pL da suspensdo de células antagonistas (PF58;, PF3; e 142)
contendo 102 células/mL em cada orificio. Apos 2 horas & temperatura ambiente, foram
inoculados 15 pL da suspensdo de esporos (10° esporos/mL). Incubou-se a 21°C/21
dias; e o numero de orificios com caracteristicas de podriddo foi verificado
periodicamente (7, 14 e 21 dias).

Cinco tratamentos diferentes foram realizados:

A - Controle (30 pL de agua destilada estéril);

B - 30 uL da suspensao de células antagonistas;

C - 30 pL da suspenséao de células antagonistas no fungicida a baixa dosagem
(10% da dosagem recomendada pelo fabricante);

D - 30 yL do fungicida em baixa dosagem (40 mL/100 L) e
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E - 30 pL do fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante (400 mL/100L).

Utilizou-se o fungicida Tecto®SC (Syngenta Crop Protection), o qual apresenta
48,5% m/v do ingrediente ativo tiabendazol (fungicida sistémico do grupo quimico
Benzimidazol). Tendo como objetico verificar a vantagem da aplicacédo do tratamento
integrado com relacao aos tratamentos aplicados individualmente, o numero de orificios
com sinais de podridao foram transformados em porcentagem de eficacia de controle
(EC) como segue:

EC = [(C-T)/C] x 100

Onde C é o numero de orificios com sinal de podriddo no controle e T no

tratamento avaliado. Os valores variaram de 0 (nenhuma eficacia de controle) a 100

(maxima eficacia de controle).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de cento e vinte e cinco leveduras isoladas de polpas congeladas de
frutas e formigueiro (Laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais - UNESP, Rio
Claro) foi empregado no estudo de caracteristicas antagbnicas (antibiose e competicéo

por nutrientes) e presenca de fator “killer’, sendo os codigos exibidos na Tabela 1.



Tabela 1. Leveduras isoladas e respectivos cddigos empregados nos ensaios.
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Leveduras Cdbdigo dos isolados
Aureobasidium spp. 102*
Bullera variabilis PF391¢
Candida apis PF584
Candida homilentoma 11*
Candida sake 90*«

Cryptococcus albidus PF2,%; 145*

PF11,% PF144% PF166%; PF175 PF174% PF30,;

PF34. PF37. PF375 PF38,; PF39,: PF39;:

PF39,; PF39g; PF404; PF485"; PF54,"; PF56/;
PF56¢: PF605

Debaryomyces hansenii var. fabryi

Debaryomyces hansenii var. hansenii PF174

Dekkera bruxellensis PF27+% PF314,"; PF345"; PF48/*; PF49,; PF58;"
Hanseniaspora vineae PF255¢

Pichia anomala 142

Pichia farinosa PF31,¢

Pichia guilliermondii 42*; 72*

Rhodotorula glutinis PF12:%; PF25;%; PF39;; PF56,; 166*
Rhodotorula minuta PF304*

Rhodotorula mucilaginosa PF115%; PF25,0; PF27,%, PF27,, PF425"; PF43,

PF3,; PF3,"; PF35" PF3,; PF35"; PF36"; PF3/";
PF3¢%: PF310% PF31:%; PF4,: PF4,%; PF45%: PF4,;
PF45% PF4;5: PF44o%: PF444% PF44,%; PF104%;
PF105% PF16+% PF16,: PF165"; PF165: PF175";
PF275% PF275% PF31,: PF375% PF39,: PF39;":
PF39s: PF39:.: PF41,%: PF465*; PF48:%: PF48,":
PF483; PF484"; PF48s; PF49,"; PF495"; PF54;;
PF54,% PF545; PF545: PF54,%: PF565%: PF567;
PF5610; PF574"

Saccharomyces cerevisiae

Sporidiobolus johnsonii PF54"
Sporobolomyces roseus PF564"
Stephanoascus ciferrii PF255*

Torulaspora delbrueckii PF11. PF114%; PF115% PF116%; PF11:5 PF125;
PF124% PF126; PF124"; PF12¢%; PF31:*; PF60*;
04*K; 54*k

Tremella foliacea 25*
Trichosporon beigelii PF315% PF31,%; PF37,; PF37,

Leveduras fornecidas pelo Laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais - UNESP, Rio Claro; as cepas
de cdédigo PF foram isoladas de polpas congeladas de frutas (FAZIO, 2006); ¥ leveduras “killer”.
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A Tabela 2 apresenta as cento e seis (84,8%) leveduras “killer” positivas, do total
de cento e vinte e cinco (100,0%) testadas. Em trabalhos realizados por Coelho (2005),
Trindade et al. (2002), Cabral et al. (2005) e Ceccato-Antonini, Cremonini e Regenfuss
(1999) porcentagens inferiores de leveduras exibiram o fenotipo “killer”, sendo
respectivamente 29,5; 8,4; 7,3 e 21,2%. A Saccharomyces cerevisiae apresentou o
maior numero de linhagens com atividade micocinogénica positiva, ou seja, 44 (35,2%).
Com relagéo a esta espécie, porcentagem inferior (0,76%) foi verificada por Trindade et
al. (2002) em trabalho similar. A constatacao da atividade “killer” por esta espécie esta
de acordo com resultados da literatura (PHILLISKIRK; YOUNG, 1975; YOUNG, 1981;
WALKER; MCLEOD; HODGSON, 1995).
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Tabela 2. Identificacéo de leveduras positivas para o fator “killer” empregando leveduras

sensiveis de referéncia.

Leveduras sensiveis

Leveduras (+) para fator “killer”

Pichia kluyveri CAY 15

Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006

Candida glabrata NCYC 366

Candida glabrata NCYC 388

Candida albicans 12 A

PF2,; PF33; PF34; PF3s; PF36; PF37; PF3g; PF31;

PF311; PF41; PF42; PF43; PF44; PF45; PF47; PF410;
PF441; PF442; PF103; PF114; PF112; PE113; PF114;

PF115, PF11g; PF117; PF12,; PF12g; PF129; PF144;
PF164; PF16,; PF163; PF165; PF166; PF174; PF17y;
PF173; PF179; PF274; PF275; PF274; PF275; PF305;
PF30,; PF314; PF313; PF314; PF317; PF345; PF37;;
PF373; PF37,; PF37s; PF40;; PF434; PF48;; PF48y;
PF48,; PF48s; PF487; PF49,; PF54;; PF54,; PF560;

PF564o; PF574; PF583; 90; 142; 166

PF2,; PF33; PF34; PF37; PF3g; PF310; PF44; PF4y;
PF43; PF44; PF45; PF47; PF410; PF411; PF111,
PF115; PF11,; PF117; PF12y; PF125; PF12g; PF12g;
PF144; PF165; PF166; PF257; PF255; PF27,; PF27,;
PF30+; PF304; PF312; PF313; PF314; PF317;
PF3110; PF344; PF375, PF393; PF394¢; PF40y;
PF434; PF56+; PF566; PF57; PF583; PF604; 102;
142; 145; 166

PF22; PF32; PF34; PF35; PF36; PF39; PF311; PF444;
PF4.5; PF10+; PF105; PF144; PF16,; PF163; PF16s;
PF173;, PF25s5; PF31,; PF314; PF344; PF343; PF374;
PF374, PF37s5;, PF39,; PF394; PF3940; PF3941;
PF404; PF43;; PF48,; PF48,; PF48;; PF56,; PF563;
PF566; PF569; PF5610; PF583; 04; 142; 166

PF2,; PF3y; PF12g; PF144; PF17g; PF27,; PF27,;
PF30+; PF304; PF315; PF315; PF31,; PF344; PF375;
PF43:; PF54,; PF54;; PF564; PF565; PF56¢; PF574;

PF583;42; 142; 166

PF2,; PF34; PF3,; PF35; PF3,; PF3s; PF36; PF3y;
PF3o; PF310; PF311; PF4s; PF4y; PF4s; PFAy; PF4s;
PF47; PF410; PF415; PF103; PF115; PF164; PF16y;
PF163; PF165; PF166; PF179; PF257; PF274; PF275;
PF275; PF274; PF304; PF314; PF315; PF313; PF314;
PF317; PF344; PF374; PF375, PF39,; PF39s;
PF3910; PF3911; PF412; PF423; PF431; PF463;
PF48,; PF48,; PF48,; PF49,; PF493; PF547; PF54g;
PF561; PF563, PF566, PF569, PF5610; PF571;
PF583; 25; 54; 102; 166

Ensaio em agar Sabouraud adicionado de 0,003% de azul de metileno (POLONELLI et al., 1983) com culturas
sensiveis (3,0 x 10° células) incubadas a 20°C por 72 horas, em triplicata.
PF = leveduras isoladas de polpas congeladas de frutas.
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Verificou-se que trinta e quatro (27,2%) leveduras foram “killer” positivas contra
uma linhagem sensivel; vinte (16,0%) contra duas; trinta e trés (26,4%) contra trés;
treze (10,4%) contra quatro e seis (4,8%) contra cinco. Dentre essas, cinqlenta e cinco
(44%) leveduras foram selecionadas para realizagdo do antifungigrama em meio solido
por apresentarem maior espectro de agao “killer” (positividade por antibiose contra duas
ou mais leveduras sensiveis).

A acdo micocinogénica foi também detectada em leveduras pertencentes aos
géneros Aureobasidium, Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Dekkera,
Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Stephanoascus,
Torulaspora e Trichosporon; resultado semelhante aqueles obtidos por outros
pesquisadores (COELHO, 2005; PHILLISKIRK; YOUNG, 1975; YOUNG, 1981;
MORACE et al, 1984; RADLER; PFEIFFER; DENNART, 1985; JANISIEWICZ;
PETERSON; BORS, 1994; REYES; ROHRBACH; PAULL, 2004; TRINDADE et al.,
2002; VITAL et al., 2002).

Cryptococcus albidus e Rhodotorula mucilaginosa estao entre as linhagens que
exibiram ag&o micocinogénica; resultado este também obtido por Trindade et al. (2002).
Pichia anomala e P. farinosa apresentaram ag¢do antagénica sobre a levedura sensivel
de referéncia Saccharomyces cerevisiae NCYC-1006. Em pesquisa realizada por
Ceccato-Antonini, Cremonini e Regenfuss (1999) a mesma habilidade foi demonstrada
pelo género Pichia. Dentre as linhagens testadas, seis (4,8%) apresentaram atividade
micocinogénica contra todas as linhagens sensiveis empregadas. Resultados
superiores; 7,3 e 74,4%, foram obtidos, respectivamente por Cabral et al. (2005) e
Farias, Maia e Vital (2005).

A Tabela 3 apresenta os resultados do antifungigrama em meio solido,
empregado como método de triagem de leveduras antagonistas de interesse na
producao de compostos extracelulares bioativos na inibicado de Aspergillus ochraceus,
Fusarium verticillioides e Penicilium expansum. Das cinqlienta e cinco leveduras “killer”
positivas submetidas ao antifungigrama em meio solido, quarenta e duas (76,4%)
apresentaram antagonismo contra A. ochraceus, vinte e quatro (43,6%) contra F.
verticillioides e trinta e duas (58,2%) contra P. expansum; seja por competicdo de

nutrientes ou por antibiose.
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Com relacdo a A. ochraceus, dentre as leveduras testadas empregando células
integras, dezenove (34,5%) apresentaram antagonismo por antibiose, dezenove
(34,5%) por competicao de nutrientes e quatro (7,3%) por competicao de nutrientes e
antibiose. O didametro de inibicdo caracterizado por competicido de nutrientes
(desenvolvimento de massa celular) variou de 9 a 31 mm, sendo Dekkera bruxellensis
PF58; responsavel pela formagcdo de maior halo. Em relagcdo as antagonistas
produtoras de compostos extracelulares (halos de inibigcdo evidenciados por antibiose),
o didmetro variou de 9 a 35 mm. Em trabalho realizado por Soliman e Badeaa (2002) foi
observada atividade antagonica (100,0%) de 6leo essencial de menta (2000 ppm) sobre
A. ochraceus. Masoud e Hgj Kaltoft (2006) também constataram a atividade antifungica
de Pichia anomala, P. kluyveri e Hanseniaspora uvarum sobre A. ochraceus.

No que se refere a Fusarium verticillioides, quatorze (25,5%) exibiram atividade
micocinogénica por antibiose, oito (14,5%) por competicdo de nutrientes e duas (3,6%)
por competicdo de nutrientes e antibiose. O didmetro de inibigcdo caracterizado por
competicdo de nutrientes variou de 10 a 50 mm, sendo Dekkera bruxellensis PF583
responsavel pela formac&o de maior halo. Em relagdo as antagonistas produtoras de
compostos extracelulares, o didmetro variou de 9 a 52 mm. O emprego da bactéria
Bacillus RC9 inibiu o desenvolvimento de F. verticillioides em 51,5% (CAVAGLIERI;
PASSONE; ETCHEVERRY, 2004). Em trabalho realizado por outros pesquisadores
uma linhagem do género Bacillus exerceu atividade antagbnica de 78,0% sobre o
mesmo fungo filamentoso (CAVAGLIERI et al., 2005).

Para testes realizados frente a Penicillium expansum vinte e duas (40,0%)
leveduras monstraram agao antagonista por antibiose e dez (18,2%) por competi¢cdo de
nutrientes. O didmetro de inibicdo caracterizado por competi¢cdo de nutrientes variou de
10 a 19 mm, sendo Debaryomyces hansenii var. fabryi PF404 responsavel pela
formagdo de maior halo. Em relagdo as antagonistas produtoras de compostos
extracelulares, o didametro variou de 9 a 13 mm. Intervalos superiores (10 a 31 mm e 13
a 17 mm) foram obtidos em pesquisa desenvolvida por Coelho (2005) para 0 mesmo
bolor. Trabalhos realizados por Blum et al. (2004) e Zhang, Zheng e Yu (2007)
constataram o antagonismo de Cryptococcus laurentii sobre este fungo filamentoso.

Atividade micocinogénica sobre este bolor também foi constatada para Rhodotorula



62

glutinis (CALVENTE; BENUZZI; TOSETTI, 1999), Metschnikowia pulcherrima
(SPADARO et al., 2002) e Kloeckera apiculata e M. pulcherrima (KARABULUT et al.,
2005).

Foram selecionadas para realizagdo do antifungigrama em meio liquido as trés
leveduras que apresentaram os melhores indicios de antibiose contra os trés bolores.

A Tabela 4 e Figuras 1, 4 e 7 apresentam as médias gerais dos resultados de
trés repeticbes do antifungigrama em meio liquido com sobrenadante do cultivo de
Dekkera bruxellensis PF583, Pichia anomala 142 e Saccharomyces cerevisiae PF3,
contra a germinagdo de esporos e desenvolvimento de hifas de A. ochraceus. Em
adicdo, cultivou-se as leveduras em interagdo com os bolores, e os sobrenadantes
obtidos foram inoculados novamente com o fungo; objetivando estimular maior

producéo de substancia antagbnica associada a um processo induzido.
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Dekkera bruxellensis PF 583

3
. 9 100
S qr:> S 80
S EZ 60
g 2 8 40
EEE 2
§ 0
0 24 48 72 96 120
Tempo (horas)
o
uT
g < 100
£ 80
g é 60
3 % 40
o © 9
@ @
5% o
S

0 24 48 72 96 120

Tempo (horas)

Sobrenadante do cultivo de D. bruxellensis PF 585

Sobrenadante do cultivo da interacao D. bruxellensis PF 583 /A. ochraceus

Figura 1. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de D. bruxellensis PF 58; e da
interacao D. bruxellensis PF 583 /A. ochraceus no crescimento de hifas e germinacao de

esporos de A. ochraceus (10° esporos), apds 12 horas de incubagéo a 25°C.
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Pichia anomala 142
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Sobrenadante do cultivo da interacao P. anomala 142 /A. ochraceus

Figura 4. Efeito inibitorio do sobrenadante do cultivo de P. anomala 142 e da interacao
P. anomala 142 |/A. ochraceus no crescimento de hifas e germinagcéo de esporos de A.

ochraceus (10° esporos), apds 12 horas de incubacéo a 25°C.
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Saccharomyces cerevisiae PF 34
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Figura 7. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de S. cerevisiae PF 34 e da
interacdo S. cerevisiae PF 34 /A. ochraceus no crescimento de hifas e germinacao de

esporos de A. ochraceus (10° esporos), apds 12 horas de incubacéo a 25°C.
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Analisando os valores apresentados para A. ochraceus, os sobrenadantes
obtidos dos cultivos de 72 horas de P. anomala 142, 48 horas de S. cerevisiae PF34 e
de 72 horas de D. bruxellensis PF583 inibiram o bolor com maior intensidade. O efeito
inibitorio sobre o crescimento de hifas e a germinagcdo de esporos foi semelhante para
P. anomala 142 e S. cerevisiae PF3, quando cultivadas por 48 horas. D. bruxellensis
PF58; exerceu a melhor inibi¢ao (cultivo de 72 horas) sobre o bolor em questdo; houve
diferenga significativa entre o sobrenadante do cultivo de levedura e da interagéo
levedura/fungo (P < 0,05). Os valores inibitérios foram de, respectivamente, 100,0 e
53,7% para o crescimento de hifas; 100,0 e 67,5% para germinagédo de esporos. Isto
sugere que o sobrenadante do cultivo da interagdo levedura/A. ochraceus (72 horas)
continha produtos do metabolismo do fungo teste que dificultavam a atuagdo da
substancia antagonica. Para o cultivo de 96 horas esta diferenca nédo existiu (100,0%).
Inibicdo inferior (80,0%) foi constatada para Pichia anomala S17 sobre o
desenvolvimento de A. ochraceus (MASOUD; HJJ KALTOFT, 2006). Efeito semelhante
foi verificado em estudo realizado por Soliman e Badeaa (2002) por anis (concentracao
< 500 ppm) sobre Aspergillus flavus, A. ochraceus, A. parasiticus e Fusarium
moniliforme.

Os valores exibidos na Tabela 5 e Figuras 2, 5 e 8 para Fusarium verticillioides
demonstram que os sobrenadantes obtidos dos cultivos de 72 horas de P. anomala
142, 48 horas de S. cerevisiae PF34; e de 96 horas da D. bruxellensis PF58; exerceram
efeito antagdnico mais intenso sobre o crescimento de hifas do fungo filamentoso,
sendo respectivamente, 63,0; 60,6 e 77,9%. O melhor efeito inibitério sobre o
crescimento de hifas (77,9%) e germinagdo de esporos (79,8%) foi exercido por D.
bruxellensis PF58;. Soliman e Badeaa (2002) constataram inibicdo superior (100,0%)
de Oleos essenciais de anis (500 ppm) e menta (3000 ppm) sobre o fungo filamentoso
do mesmo género. Atividade antifungica de Arthrobacter globiformis RC4 e Bacillus
subtilis RC8 sobre F. verticillioides foi verificada em trabalho desenvolvido por
Cavaglieri, Passone e Etcheverry (2004). Em pesquisa realizada por outros
pesquisadores, Bacillus spp. 3 e Bacillus spp. CE1 exerceram atividade antifungica
equivalente a, 78,0 e 60,0% sobre, respectivamente este bolor (CAVAGLIERI et al.,
2005).
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Dekkera bruxellensis PF 583
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Figura 2. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de D. bruxellensis PF 58; e da
interacado D. bruxellensis PF 583 /F. verticillioides no crescimento de hifas e germinacao

de esporos de F. verticillioides (10° esporos), apds 12 horas de incubacéo a 25°C.



Pichia anomala 142
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Figura 5. Efeito inibitorio do sobrenadante do cultivo de P. anomala 142 e da interagéo
P. anomala 142 /F. verticillioides no crescimento de hifas e germinagédo de esporos de

F. verticillioides (10° esporos), ap6s 12 horas de incubagao a 25°C.
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Saccharomyces cerevisiae PF 34
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Figura 8. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de S. cerevisiae PF 34 e da
interacédo S. cerevisiae PF 34/F. verticillioides no crescimento de hifas e germinagao de

esporos de F. verticillioides (10° esporos), apds 12 horas de incubacéo a 25°C.
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A Tabela 6 e Figuras 3, 6 e 9 apresentam os resultados para Penicillium
expansum. QOs sobrenadantes obtidos dos cultivos de 48 horas de P. anomala 142
(82,9%) e 72 horas de S. cerevisiae PF34(72,7%); e do de 72 horas de D. bruxellensis
PF58; (100,0%) inibiram P. expansum com maior intensidade em relacdo ao
crescimento de hifas. Em trabalho realizado por Fan e Tian (2001) ag&o similar a da D.
bruxellensis PF583 foi constatada para a acéo de Cryptococcus albidus sobre o fungo
filamentoso em questdo. No entanto, inibicao inferior (66,17%) foi verificada pela
atuacdo de Pichia ohmeri sobre P. expansum (COELHO, 2005). Existiu diferenca
significativa entre o sobrenadante do cultivo de levedura e da interacao levedura/fungo
para D. bruxellensis PF58; e P. anomala 142 (P < 0,05).
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Dekkera bruxellensis PF 583
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Figura 3. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de D. bruxellensis PF 58; e da
interacéo D. bruxellensis PF 583 /P. expansum no crescimento de hifas e germinacao de

esporos de P. expansum (10° esporos), apds 12 horas de incubagéo a 25°C.
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Pichia anomala 142
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Figura 6. Efeito inibitorio do sobrenadante do cultivo de P. anomala 142 e da interacao
P. anomala 142 |P. expansum no crescimento de hifas e germinagéo de esporos de P.

expansum (10° esporos), apds 12 horas de incubagéo a 25°C.
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Saccharomyces cerevisiae PF 34
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Figura 9. Efeito inibitério do sobrenadante do cultivo de S. cerevisiae PF 34 e da
interacdo S. cerevisiae PF 34 /P. expansum no crescimento de hifas e germinacao de

esporos de P. expansum (10° esporos), apds 12 horas de incubagéo a 25°C.
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Para a germinagcéo de esporos as 3 leveduras exerceram efeitos semelhantes
com o cultivo da levedura de 72 horas, os quais foram de 100,0% para D. bruxellensis
PF58;, 83,3 % para P. anomala 142 e 95,8% para S. cerevisiae PF3,4. Efeito
semelhante ao da D. bruxellensis PF583 foi obtido a partir da atuagéo da Metschnikowia
pulcherrima sobre Botrytis cinerea, P. expansum, Alternaria spp. e Monilia spp.
(SPADARO et al., 2002); e da Cryptococcus albidus sobre P. expansum (FAN; TIAN,
2001). Resultado inferior (568,15%) foi obtido pela atuagdo de Candida guilliermondii
sobre o referido bolor em pesquisa realizada por Coelho (2005). Pesquisa realizada por
Yao, Tian e Wang (2004) evidenciou a inibicdo completa da germinagao de esporos e
do crescimento de hifas de P. expansum por Cryptococcus laurentii combinada com 2%
de bicarbonato de sédio. Existiu diferenca significativa entre o sobrenadante do cultivo
de levedura e da interacao levedura/fungo de D. bruxellensis PF583, Pichia anomala
142 e Saccharomyces cerevisiae PF34 (P < 0,05).

A Tabela 7 apresenta os resultados para o antifungigrama em meio liquido com
sobrenadante do cultivo de levedura; S. cerevisiae e P. anomala (48 horas) e D.

bruxellensis (72 horas), obtido ap6s tratamento térmico (42°C/48 horas).
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ApoOs a cura, a D. bruxellensis PF58; manteve o carater “killer”, porém perdeu a
atividade antifungica, indicando que o efeito é possivelmente devido a producéo de uma
enzima extracelular e ndo esta associado ao carater “killer”. Castoria et al. (2001)
exibiram a hidrolise da parede celular de P. expansum e B. cinerea por 3-1-3 glucanase
como um dos efeitos de inibigdo por A. pullulans.

A levedura S. cerevisiae PF34 perdeu a ag&o antifungica apds a cura, o que esta
de acordo com a literatura (SCHMITT; BREINING, 2002), pois grande parte das toxinas
“killer” produzidas por esta espécie sao codificadas por plasmideos que foram perdidos
no tratamento térmico.

Pichia anomala 142 manteve o carater “killer” e a acao antifungica, o que indica
que a producado de toxina & provavelmente cromossomal e pode estar associado ao
fator “killer”.

Os resultados dos experimentos realizados com a levedura PF583; ndo curada
(Dekkera bruxellensis) aplicada individualmente ou em combinagdo com uma pequena
dosagem de Tecto™SC contra A. ochraceus e P. expansum estdo demonstrados nas

Tabelas 8 € 9; e Figura 10.

Tabela 8. Porcentagem de eficacia de controle dos tratamentos sobre o

desenvolvimento de A. ochraceus e P. expansum, ap6s incubacao a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 0,0 0,0
B 0,0 0,0
C 100,0 100,0
D 12,5 25,0
E 87,5 100,0

A = Controle; B = 30uL da suspensdo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.
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Tabela 9. Porcentagem de lesbes infectadas nos tratamentos sobre o desenvolvimento

de A. ochraceus e P. expansum, ap6s incubacdo a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 100,0 100,0
B 100,0 100
C 0,0 0,0
D 87,5 75,0
E 12,5 0,0

A = Controle; B = 30uL da suspensdo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.
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Tratamento A. ochraceus P. expansum

e e
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Figura 10. Macas submetidas a diferentes tratamentos (bioldégico, quimico ou controle

integrado) ap6s 21 dias de armazenagem a 21°C.
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Apds 7 dias de armazenagem, 75 e 100% das lesdes das magéas controle
mostraram podridao ocasionada por A. ochraceus e P. expansum, respectivamente. O
fungicida Tecto®SC em baixa dosagem foi eficiente contra ambos os bolores (12,5 e
50% das lesbes infectadas), assim como 0 mesmo aplicado em dosagem recomendada
pelo fabricante (0% de lesdes infectadas). As lesdes que receberam apenas a levedura
apresentaram 100% de podriddo, enquanto que a mesma em combinagdo com uma
baixa dosagem do fungicida exibiu 100% de controle.

Depois de 14 dias de estocagem, as macas controle e aquelas que receberam
apenas a antagonista mostraram eficacia de controle nula com relagéo aos dois fungos
filamentosos. O tratamento que empregou a levedura e o fungicida em baixa dosagem
manteve 100% de eficacia de controle, resultado este superior ao observado por
Castoria et al. (2001) (88,5%) para a acdo de Aureobasidium pullulans sobre P.
expansum e por Lima et al. (2006) (92%) para a atividade de Cryptococcus laurentii
sobre Botrytis cinerea. No entanto, a baixa dosagem utilizada individualmente
promoveu 12,5 e 25% de controle. A dosagem recomendada pelo fabricante exibiu
eficacia de controle de, respectivamente, 87,5 e 100%; resultado este que se manteve
ao final do periodo de armazenagem (21 dias).

Finalizados 21 dias de estocagem a melhor eficacia de controle foi evidenciada
pelos tratamentos C e E para A. ochraceus e P. expansum. Os valores obtidos foram
de, respectivamente, 100 e 100%; 87,5 e 100%. Resultados inferiores (67 e 70%) foram
obtidos por Ippolito et al. (2000) com relagéo a atividade de biocontrole exercida por
Aureobasidium pullulans sobre P. expansum.

Como pode ser observado, o tratamento combinado (C) apresentou eficacia de
controle de 100% para ambos os bolores. Inibicao inferior (94%) foi constatada por
Calvente, Benuzzi e Tosetti (1999) ao aplicar Rhodotorula glutinis e sideroforos sobre P.
expansum; e por Usall et al. (2000) (70%) ao testar Candida sake sobre o mesmo bolor.

As Tabelas 10 e 11; e Figura 11 exibem os resultados obtidos por meio do
emprego da levedura PF3, (Saccharomyces cerevisiae), individualmente ou em

associacdo com baixa dosagem de Tecto“SC, sobre A. ochraceus e P. expansum.
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Tabela 10. Porcentagem de eficacia de controle dos tratamentos sobre o

desenvolvimento de A. ochraceus e P. expansum, ap6s incubagao a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 0,0 0,0
B 33,3 0,0
C 66,6 0,0
D 66,6 37,5
E 33,3 100,0

A = Controle; B = 30uL da suspensdo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.

Tabela 11. Porcentagem de

lesbes

infectadas

tratamentos sobre o

desenvolvimento de A. ochraceus e P. expansum, apo6s incubacao a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 37,5 100,0
B 25,0 100,0
C 12,5 100,0
D 12,5 62,5
E 25,0 0,0

A = Controle; B = 30uL da suspensédo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.
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Tratamento A. ochraceus P. expansum

Figura 11. Macas submetidas a diferentes tratamentos (biolégico, quimico ou controle

integrado) apods 21 dias de armazenagem a 21°C.
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Depois de uma semana de armazenagem nenhuma macéa exibiu podridéo por A.
ochraceus. Com relagdo a P. expansum as magas pertencentes aos tratamentos A, B,
C, D e E exibiram respectivamente, 62,5; 62,5; 62,5; 37,5 e 0% de podridao.

Apdés duas semanas observou-se nos tratamentos A, B, C, D e E,
respectivamente, 25,0; 12,5; 0; 0 e 12,5% de podridao para as macas que foram
inoculadas com A. ochraceus. No entanto, para P. expansum os valores obtidos foram
100,0; 100,0; 100,0; 62,5 e 0%, sendo este o resultado obtido apds os 21 dias de
armazenagem.

Ao final de trés semanas, a melhor eficacia de controle de P. expansum foi
exibida pelo fungicida aplicado em dosagem recomendada pelo fabricante (EC=100%);
sendo 0 mesmo constatado por Spadaro et al. 2002 com relagdo a agédo de
Metschnikowia pulcherrima sobre P. expansum. A eficacia de controle para o
tratamento com a levedura foi de 0%, sendo este inferior aquele (33,3%) constatado por
Zhang, Zheng e Yu (2007) para a ac¢ado de Cryptococcus laurentii sobre P. expansum
em péssegos. Resultado inverso foi observado por Blum et al. (2004), os quais
verificaram que C. laurentii foi tao eficiente quanto o tratamento com thiabendazol. No
que se refere a A. ochraceus para os tratamentos A, B, C, D e E, a eficacia de controle
obtida foi, respectivamente, 33,3; 66,6; 66,6 e 33,3%.

Os resultados obtidos a partir do emprego da levedura Pichia anomala 142,
utilizada individualmente ou em combinagdo com pequena dosagem de Tecto®SC,

sobre A. ochraceus e P. expansum estédo exibidos nas Tabelas 12 e 13 e Figura 12.
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Tabela 12. Porcentagem de eficacia de controle dos tratamentos sobre o

desenvolvimento de A. ochraceus e P. expansum, ap6s incubacao a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 0,0 0,0
B 100,0 0,0
C 20,0 0,0
D 20,0 0,0
E 100,0 87,5

A = Controle; B = 30uL da suspensdo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.

Tabela 13. Porcentagem de

lesdes

infectadas

tratamentos sobre o

desenvolvimento de A. ochraceus e P. expansum, ap6s incubacao a 21°C por 21 dias.

Tratamentos A. ochraceus P.expansum
A 62,5 100,0
B 0,0 100,0
C 50,0 100,0
D 50,0 100,0
E 0,0 12,5

A = Controle; B = 30uL da suspensdo de células antagonistas; C = 30uL da suspensdo de células
antagonistas no fungicida em baixa dosagem; D = 30uL do fungicida em baixa dosagem; E = 30uL do
fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante.
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Tratamento A. ochraceus P. expansum
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Figura 12. Macas submetidas a diferentes tratamentos (bioldgico, quimico ou controle

integrado) ap6s 21 dias de armazenagem a 21°C.
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Apés 7 dias de armazenagem, 0 e 100% das lesdes das macgas controle exibiram
deterioracdo ocasionada por A. cohraceus e P. expansum, respectivamente. Para os
demais tratamentos (B, C, D e E) a porcentagem de lesdes infectadas por A. ochraceus
foi nula. Porém, para P. expansum foi de, respectivamente, 100,0; 87,5; 100,0 e 12,5%.

Completados 14 dias de estocagem verificou-se que no referente a A. cohraceus,
para os tratamentos A, B, C, D e E a podridao atingiu, respectivamente, 37,5; 0; 12,5;
50,0 e 50,0% das lesdes. Para P. expansum obteve-se 100%, exceto para o tratamento
E (12,5%).

Depois de 21 dias foi constatado para A. ochraceus, com relacdo aos
tratamentos B, C, D e E, eficacia de controle de respectivamente, 100, 20, 20 e 100%.
No que se refere a P. expansum os valores foram 0, 0, 0 e 87,5%. Para o tratamento
combinado C, resultado superior (100%) foi verificado por Yao, Tian e Wang (2004)
para a acao de C. laurentii associada a 2% de bicarbonato de sodio sobre P. expansum
em péras; da mesma maneira Karabulut e Baykal (2004) obtiveram 50% de eficacia de
controle para a agdo de Candida oleophila associada a agua quente (55°C/10
segundos) e atmosfera modificada a 0°C sobre P. expansum em péssegos. A melhor
eficacia de controle foi verificada a partir dos tratamentos B (levedura individualmente) e
E (fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante) para A. cohraceus (100%) e
tratamento E para P. expansum (87,5%).

Diante dos excelentes resultados de eficacia de controle apresentados por D.
bruxellensis PF583 (sobre ambos os bolores) e P. anomala 142 (sobre A. ochraceus),
estudos mais avangados deveriam ser ealizados visando o emprego do sobrenadante
de levedura associado a filmes comestiveis (a base de polissacarideos, por exemplo)

para o revestimento de frutas.
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6. CONCLUSOES

O sobrenadante obtido do cultivo de Dekkera bruxellensis PF58; exerceu o
melhor efeito inibitério sobre o crescimento de hifas e germinacdo de esporos de
Aspergillus ochraceus, Fusarium verticillioides e Penicillium expansum.

A atividade antifungica de D. bruxellensis PF58; & possivelmente devido a
producdo de uma enzima extracelular e ndo esta associado ao carater “killer”.

As provaveis toxinas “killer” produzidas por Saccharomyces cerevisiae PF3,4 sao
codificadas por plasmideos (pequeno anel de DNA extra-cromossomal) que foram
perdidos no tratamento térmico, uma vez que eles ndo apresentam cobertura protéica
como o DNA cromossomal.

A producao de toxina por Pichia anomala 142 & provavelmente cromossomal e
pode estar associado ao carater “killer”.

Com relacéo a levedura D. bruxellensis PF583; a melhor eficacia de controle foi
evidenciada pelos tratamentos C (30 yL da suspensdo de células antagonistas no
fungicida Tecto SC® a baixa dosagem - 10% da dosagem recomendada pelo fabricante)
e E (fungicida em dosagem recomendada pelo fabricante) para A. ochraceus e P.
expansum.

No que se refere ao agente biolégico S. cerevisiae PF34, a melhor eficacia de
controle de P. expansum foi exibida pelo fungicida aplicado em dosagem recomendada
pelo fabricante (EC=100%).

Para a antagonista Pichia anomala 142 a melhor eficacia de controle foi
verificada a partir dos tratamentos B (levedura individualmente) e E para A. cohraceus
(100%) e tratamento E para P. expansum (87,5%).

A integracdo da levedura com baixa dosagem do fungicida € uma estratégia de
controle muito interessante do ponto de vista econémico e técnico. O sistema proposto
poderia também ser considerado na selegdo de biocontroles mais eficientes para a
aplicacao integrada com fungicidas. Tal integracao apresenta diversos efeitos positivos,
dentre os quais: melhor controle da podriddo e mais longa armazenagem da fruta,
reducdo dos riscos de resisténcia do patdogeno ao fungicida, redugdo do risco de

acumulo de residuos toxicos na fruta.
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