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RESUMO

A Mangifera indica L., conhecida popularmente como mangueira, ¢ uma cultura pertencente a
familia Anacardiaceae, originaria da India, cultivada, geralmente, em regides tropicais e
subtropicais, apresentando diversos fatores que influenciam diretamente na sua qualidade, tais
como a escolha da variedade mais adequada para cada regido, o controle de pragas e
patdgenos, a irrigacdo e a adubacdo. O controle de doengas pds-colheita em frutos tropicais e
subtropicais desempenha um aspecto importante na prevencdo das perdas durante o
armazenamento e comercializagdo. Entretanto, a utilizagdo indiscriminada de fungicidas
quimicos tem acarretado consequéncias adversas tanto para a saude humana quanto para o
meio ambiente. Diante desse cenario, o presente estudo objetivou avaliar uma estratégia para
o controle do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose,
mediante a utilizagdo de leveduras amazonicas associadas a substincias GRAS, tanto na
abordagem do controle classico quanto integrado, visando a reducdo da incidéncia e
severidade da antracnose em mangas pds-colheita. Foram selecionadas cepas de leveduras de
trés frutos amazonicos. Sendo reativadas um total de 300 isolados, dentre estas foram
escolhidas trés leveduras (LB29, LT76, LP101) ¢ a substancia carbonato de s6dio como
possiveis agentes controladores. A escolha das leveduras com potencial inibitério contra o
patogeno, baseou-se na avaliagdo de teste de crescimento em diferentes temperaturas,
verificacdo da produgdo das enzimas pectinase e celulase e observacdo da producao de
substancias antagonicas difusiveis e volateis contra o fitopatégeno. Nos testes in vivo de
controle classico, as cepas LB29 e LT76 conseguiram reduzir de forma isolada a incidéncia da
podridao causada por C. gloeosporioides em cerca de 20% e 30% e da severidade em 69% e
58%, respectivamente. J& no controle integrado a substancia GRAS, o carbonato de s6dio em
conjunto com as cepas LB29 e LT76 diminuiram 50% da incidéncia e 69 e 58% da
severidade, respectivamente. Por outro lado, o carbonato de sodio reduziu sozinho, a
incidéncia e severidade em 90%. Portanto, foi verificada a eficacia das duas leveduras
associadas a substancia GRAS em reduzir um pouco mais de 50% da severidade da doenca,
bem como o carbonato de sddio, de forma isolada, reduzindo significativamente a incidéncia e
severidade da doenca. Isso evidencia que a selecdo dessas leveduras e da substancia pode ser
uma estratégia promissora de controle contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides em
manga pds-colheita.

Palavras-chaves: Podridao por antracnose. Controle da doenga. Leveduras amazonicas.
Carbonato de sddio.



ABSTRACT

Controlling post-harvest diseases in tropical fruits plays an important aspect in preventing
losses during storage and marketing. The indiscriminate use of chemical fungicides has had
adverse consequences for both human health and the environment. Given this scenario, the
present study aimed to propose a strategy for controlling the phytopathogen Colletotrichum
gloeosporioides, the causal agent of anthracnose, exploring the potential for inhibiting this
pathogen through the use of Amazonian yeasts associated with GRAS substances, both in the
classical and integrated control approach. , seeking to evaluate the reduction in the incidence
and severity of pathology in post-harvest mangoes. Yeasts were selected from three
Amazonian fruits. A total of 300 isolates were reactivated, among these, three yeasts (LB29,
LT76, LP101) and the substance sodium carbonate were chosen as possible controlling agents.
The choice of antagonistic biocontrol yeasts was based on the evaluation of growth tests at
different temperatures, verification of the production of pectinase and cellulase enzymes and
observation of the production of antagonistic substances against the phytopathogen. In in vivo
tests of classical biological control, strains LB29 and LT76 were able to reduce the incidence
of the disease caused by C. gloeosporioides by around 20 and 30% and 69 and 58% of
severity, respectively, while in the integrated control the substance GRAS (sodium carbonate)
together with strains LB29 and LT76 decreased incidence by 50 and 50% and severity by 69
and 58%, respectively. On the other hand, sodium carbonate alone reduced the incidence by
90% and the severity by 90%. After the experiment, the effectiveness of yeast associated with
the GRAS substance in reducing a little more than 50% of the severity of the disease was
verified, as well as just the GRAS substance significantly reducing the incidence and severity
of the disease, through classical and integrated control. . This shows that the selection of these
yeasts and the GRAS substance can be a promising strategy for controlling anthracnose
disease in mango.

Key-words: Anthracnose rot. Disease control. Amazonian yeasts. Sodium carbonate.
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INTRODUCAO

Uma das principais espécies de fungos que infectam os frutos da mangueira na fase
pos-colheita € o Colletotrichum gloeosporioides (MELO et al., 2021), agente causal da
antracnose, que ocasiona podriddo no fruto (REZENDE et al., 2020). Essa doenca ¢
conhecida mundialmente, principalmente por infectar frutos de origem tropicais tais como
manga, mamao, uva, amoras, morangos, (OLIVEIRA et al., 2019), entre outras. O C.
gloeosporioides apresenta maior prevaléncia em mangas cultivadas e armazenadas em regides
de areas com climas quentes e umidos. Essas condi¢des proporcionam um ambiente ideal para

a germinacdo dos esporos, crescimento do micélio e posterior infeccdo (KAMEI et al., 2020).

Para evitar perdas durante a conservagdo ¢ o comércio de frutos tropicais, ¢ de
fundamental importancia controlar patologias que surjam na fase pos-colheita (JOHN;
BABU, 2021). Métodos inadequados de colheita e armazenamento facilitam a disseminacao
do fungo. Danos mecanicos durante a colheita e o armazenamento prolongado, em condi¢des
umidas, também favorecem a penetracao e proliferacao do patogeno (SOUSA et al., 2022). O
entendimento desses fatores ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
controle e manejo da doencga, visando mitigar os impactos negativos na produ¢do e qualidade

final dos frutos. (SANTOS et al., 2022).

Historicamente, o uso de fungicidas quimicos tem sido a estratégia mais empregada
para o controle dessas patologias (ECULICA; DOMINGOS; SERRANO, 2021). No entanto,
a aplicacdao indiscriminada desses fungicidas sintéticos tém um impacto negativo a saude
humana e ao meio ambiente (JOHN; BABU, 2021), podendo desencadear uma série de
enfermidades graves ao homem, dentre as mais preocupantes estdo: alteragdes nos hormonios
da tireoide, cancer uterino, insuficiéncia renal cronica, e desenvolvimento de leucemia
mieloide (BRAGA et al, 2020). Quatro das maiores nagdes consumidoras de produtos
quimicos agricolas, sdo os Estados Unidos, a Unido Europeia, a China e o Brasil (FREITAS,
2019). O uso indiscriminado de agrotdxicos afeta todos os continentes, desde pequenas areas
urbanas até grandes propriedades rurais (COUDEL et al., 2021). O nimero de casos
notificados de intoxicacao por agrotoxicos registrou um aumento de duas vezes entre 2007 e
2016 (CARVALHO et al., 2022), e diversas autoridades de saude e orgdos ambientais
alertaram sobre os riscos do uso excessivo. Acredita-se que, se a politica agricola ndo for
alterada urgentemente, o custo ambiental para os agricultores e para os consumidores, pode

acabar superando a producao agricola (ALCANTARA et al., 2019).
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Estratégias estdo sendo adotadas para substituicdo deste controle, incluindo
abordagens quimicas menos severas ou associadas com métodos menos nocivos, métodos
fisicos e, principalmente, os que envolvam a aplicacdo de agentes de biologicos (FONTANA

et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2023).

Entre as diferentes abordagens, o controle biologico pos-colheita esta se tornando cada
vez mais popular no Brasil e em todo o mundo (SOUSA et al., 2022). Essa técnica, envolve o
uso de organismos vivos ou seus produtos com o objetivo de reduzir ou eliminar a atividade
de pragas e patogenos (DWIASTUTI et al., 2021). A prevaléncia do uso pode ser explicada
pela crescente intersec¢do com as preocupacdes ambientais, maior seguranca alimentar para o
consumidor final, maiores exigéncias das regulamentacdes governamentais, inovacao e
avancos tecnoldgicos frequentes, além da alta procura dos consumidores por uma alimentagao
mais saudavel e sustentavel. Esses sdo os principais fatores estimulantes na disseminacao e

aplicacdo de abordagens mais seguras (SINGH et al., 2023).

Uma ampla gama de microrganismos tem sido explorada quanto a aplicabilidade em
controle bioldgico pos-colheita. No entanto, o emprego de leveduras antagonistas tem
recebido atengdo especial devido as suas caracteristicas, como a presenca natural na superficie
dos frutos, capacidade de competir por nutrientes, colonizar rapidamente a superficie dos
frutos e a sua tolerancia a fungicidas (DROBY et al., 2022). Ainda, as leveduras apresentam
uma alta adaptacdo ao ambiente em que vivem, o que aumenta a probabilidade de resistirem
as condi¢cdes adversas encontradas comumente, como extremos de temperaturas e umidade

(ELNAHAL et al., 2022).

Geralmente, a eficicia do controle pode ser melhorada pela combinagdo da utilizagao
de leveduras antagdnicas com adi¢do do uso de substancias GRAS (Generally Recognized As
Safe) (CORREA, 2020). Substancias definidas como conservantes alimentares que tem um
longo histdrico de uso seguro na alimentagdo humana ou que foram submetidas a avaliagdes
de seguranca e consideradas seguras para consumo. Essas avaliagdes incluem dados
toxicoldgicos e informagdes sobre a exposicdo do consumidor ao uso (SHAHBAZ et al.,

2022).

A FDA (Food and Drug Administration) garante que as essas substancias sejam
isentas de preocupagdes relacionadas a presenga de residuos em produtos agricolas (NOR;
DING, 2020). Isso significa que, quando usadas de acordo com as diretrizes estabelecidas,

ndo representam riscos de contaminacao ou de efeitos adversos a satide humana, tornando-se
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uma estratégia em contraposicdo a aplicagdo de fungicidas quimicos mais nocivos
(FERREIRA et al., 2019). Reduzindo os riscos de contaminacdo dos alimentos e os impactos

negativos ao meio ambiente (BOLZANI, 2019).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Cultura da manga

A Mangifera indica L., conhecida popularmente como mangueira, ¢ uma cultura
pertencente a familia Anacardiaceae, originaria da India (DEMARTELAERE et al., 2021).
Cultivada geralmente em regides tropicais e subtropicais (BILL et al, 2021), apresenta
diversos fatores que influenciam diretamente na sua qualidade, como a escolha da variedade
mais adequada para cada regido, o controle de pragas e patdogenos, a irrigacao ¢ a adubagao
(AHMAD et al., 2019). Além disso, ¢ importante que haja um controle dos padrdes de
colheita e de maturagdo, garantindo a qualidade e a durabilidade dos frutos colhidos
(RAJAPAKSHA et al., 2021).

A manga ¢ uma fruta climatérica que possui grande relevancia econdmica, apreciada,
principalmente, por suas caracteristicas sensoriais tais como colora¢do (variando de verde a
amarelo, laranja e vermelho), fragrancia e sabor agradavel. Seu consumo pode ser realizado
como produto processado em sucos, sorvetes, doces, tanto como in natura
(MAURICIO-SANDOVAL et al., 2023). A fruta é rica em nutrientes, a exemplo de vitamina
C, vitamina A, potassio, fibras e antioxidantes, que contribuem para o fortalecimento do
sistema imunologico (AKBARI et al., 2022).

Essa cultura constitui uma importante fonte de renda para muitos produtores rurais e
exportadores do fruto (PARROT et al., 2022). Entretanto, ¢ considerada uma fruta altamente
perecivel, demandando cuidados especiais apOs a colheita para evitar perda de qualidade,
reducdo do tempo de conservagdo e perda de valor de mercado (LE et al, 2022). O
armazenamento inadequado pode levar a uma rapida deterioragdao da fruta, ocasionando
aparéncia desagradavel, diminuicdo do sabor e textura, além da perda de nutrientes
(NTSOANE et al., 2019).

Outro aspecto importante para a conservacao pds-colheita da manga, ¢ a utilizacdo de
técnicas de processamento e embalagem adequadas. O processamento pode incluir a
desinfeccdo, a remog¢do de impurezas e partes danificadas, o corte e a embalagem em
atmosfera modificada, controle biolégico pods-colheita, entre outros métodos

(TAVASSOLI-KAFRANI ef al., 2022). Contudo, para garantir a sustentabilidade do cultivo e
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a producdo adequada da cultura, é necessario solucionar os desafios enfrentados, incluindo

questdes de satde publica e socioambientais (BHATIA et al., 2023).

2.2 Perdas pos-colheita

As perdas pos-colheita sdo um problema comum em muitas regides produtoras da
cultura da manga, especialmente em paises tropicais e subtropicais (ZAKARIA, 2021). A
antracnose ¢ a doenga de maior relevancia nesta cultura, causada principalmente pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides, podendo infectar todas as partes da planta, incluindo os
frutos. Os sintomas caracterizam-se por manchas escuras e encharcadas na casca, que podem
evoluir para feridas necréticas maiores, culminando na deterioragdo da polpa (PAUDEL et al.,
2022).

Essas perdas podem ocorrer devido a infecgao pré-colheita ou pds-colheita da fruta. A
infeccdo pré-colheita ¢ comumente causada por esporos do fungo presentes no ar, no solo ou
em material vegetal infectado. J4 na fase pos-colheita, principalmente durante o
armazenamento, as perdas podem ser agravadas por danos mecanicos no fruto, criando um
ambiente propicio para a proliferacio do fungo. Além disso, condi¢cdes inadequadas de
temperatura e umidade também podem contribuir significativamente para o crescimento do
patogeno e consequentemente a deterioracao acelerada do fruto (KERSTEN et al., 2023).

Em todos os casos, a prevencdo ¢ a melhor estratégia para reduzir as perdas
pos-colheita por doencas fingicas. A higiene e a limpeza dos equipamentos, embalagens e
locais de armazenamento sdo fundamentais para evitar a contaminacdo (BHARDWAJ; LATA;
GARG, 2023).

Contudo, ¢ importante destacar que a prevengdo e o controle das doencas fingicas na
manga devem ser uma atividade continua, envolvendo toda a cadeia produtiva, desde os
produtores até o consumidor final. A adoc¢do de boas praticas agricolas e o uso de tecnologias
adequadas s3o fundamentais para garantir a qualidade e a seguranca alimentar, além de

assegurar a sustentabilidade da produ¢ao (BHARDWAJ; LATA; GARG, 2023).

2.3 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo Colletotrichum gloeosporioides ¢ um patdogeno que afeta diversas culturas
importantes, incluindo manga, mamao, banana, maracuja e abacate (ZAKARIA, 2021). Esse
fungo ¢ responsavel por causar uma doenga conhecida como antracnose, que causa lesdes
escuras nas folhas, frutos e caules das plantas afetadas (LOKARE; FATIMA; JAGDALE,

2021). Esse patogeno ¢ uma espécie de ascomiceto que se reproduz sexualmente e
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assexuadamente (TRONSMO et al., 2020). A reproducdo sexual ocorre por meio de esporos
sexuais que sdo produzidos em estruturas denominadas peritécios, enquanto a reprodugdao
assexual ocorre por meio de esporos aéreos chamados conidios (ALIYARUKUNJU;
HARIDAS; SUGATHAN, 2023).

O controle da antracnose causada por C. gloeosporioides pode ser feito por meio de
medidas preventivas, como a eliminag¢do de fontes de infec¢do, a poda de ramos doentes e a
utilizacdo de fungicidas (KUMAR; SHARMA; BISEN, 2022). Além disso, também ¢
importante realizar boas praticas agricolas, como a rotacdo de culturas e a utilizacdo de
variedades de plantas resistentes (PAUDEL et al., 2022).

E importante aderir por solugdes estratégias, além do uso de fungicidas quimicos para
eliminar essas doengas, por exemplo o uso de substancias naturais tais como o uso de extratos
vegetais e microrganismos com potencial de combater a acdo do fungo fitopatégeno (EL
KHETABI et al., 2022). Essas abordagens podem ser uma alternativa aos fungicidas
quimicos, os quais apresentam efeitos colaterais prejudiciais ao meio ambiente e a saude

humana (THERA, 2021).

2.4 Controle bioldgico

A protecao de frutos contra doengas e deterioracdo durante o armazenamento € o
transporte, podem ser alcancadas de maneira sustentavel e eficaz com o uso do controle
biologico (BHARDWALIJ et al., 2023). Esse método consiste na utilizagdo de microrganismos
antagonistas, como bactérias, fungos e leveduras, que competem com os patdégenos, reduzindo
sua incidéncia e severidade (DWIASTUTI et al, 2021). Outros métodos incluem o uso de
praticas culturais adequadas, como rotacdo de culturas e manejo integrado de pragas, bem
como a aplicagao de produtos fitossanitarios de origem natural. Essas abordagens visam
reduzir a incidéncia e a gravidade de patégenos, promovendo a qualidade e a durabilidade dos
frutos durante o processo pos-colheita (SINGH et al., 2023).

Os microrganismos antagonistas podem ser encontrados naturalmente nas superficies
dos frutos ou podem ser aplicados como agentes de controle, associados ou ndao a outras
substancias (LAHLALI et al, 2022). Eles interagem com os patdégenos por meio de diferentes
mecanismos, como a producdo de compostos antimicrobianos, competi¢do por nutrientes e
espaco, parasitismo e predatismo (SINGH et al., 2023). Além disso, o controle também pode
ser combinado com outras técnicas de manejo, como por exemplo o controle de temperatura,
para aumentar a eficicia do controle e ndo aparecimento de doengas e melhorar a qualidade

dos frutos (KUSSTATSCHER et al., 2020).
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2.5 Controle integrado a substiancias GRAS

Em frutos tropicais pds-colheita, o controle também pode ser realizado associado a
aplicacdo de substancias GRAS (Generally recognized as safe - Geralmente reconhecidas
como seguras), que sdo substancias comumente presentes em alimentos e que apresentam
baixo risco a saude humana (FERREIRA et al., 2019).

O uso dessas substancias ¢ uma técnica de controle que envolve o uso de acidos
graxos € seus ésteres como agentes antimicrobianos (NOR; DING, 2020). Os acidos graxos
sdo compostos organicos encontrados naturalmente em dleos e gorduras animais e vegetais, e
seus ésteres sao derivados desses compostos (SALIH; SALIMON, 2021). A aplicacao dessas
substancias pode ser realizada por meio de aplicagdo, imersao, pulverizacdo ou revestimento
(FU; DUDLEY, 2021).

Contudo, o controle utilizando substincias GRAS em poés-colheita ¢ uma técnica
promissora na prevencdo de doencgas, extensao da vida util e melhoria da qualidade dos frutos
(NOR; DING, 2020). Tais substancias sdo reconhecidas como seguras e eficazes no controle
de pragas e patogenos (SHAHBAZ et al., 2022). No entanto, o sucesso desta técnica depende
da sele¢do adequada do tipo e concentragdo de acido graxo ou éster utilizados, bem como ao
método de aplicagio e as condi¢des de armazenamento empregados (SCHARFE; FLOTER,
2020).

2.6 Potencial antagonico de leveduras amazonicas

A regido amazodnica ¢ conhecida por abrigar uma grande diversidade de espécies
vegetais, muitas das quais ainda sdo pouco estudadas. Dentre essas espécies encontram-se
diversas frutas, algumas das quais sdo amplamente comercializadas tanto no mercado local
quanto a nivel de exportagdo (CAMACAM; MESSIAS, 2020).

Em relagdo as frutas amazonicas, algumas leveduras tém sido isoladas e avaliadas
como agentes biocontroladoras (VEGAS et al, 2020). Entre elas, destaca-se a Pichia
guilliermondii, que tem demonstrado eficacia no controle de fungos como Penicillium,
Fusarium e Aspergillus em diversas frutas, como abacaxi, banana, maracuja e cupuagu
(JAIBANGYANG; NASANIT; LIMTONG, 2020).

Outra espécie estudada para o controle de patdogenos em frutas amazonicas € a
Candida guilliermondii, que se mostrou eficaz contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides
em frutos de agai (SENA ef al., 2022). Além disso, outras espécies como a Saccharomyces

cerevisiae € a Debaryomyces hansenii tém sido objeto de investigacdo (VEGAS et al., 2020).
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Apesar dos resultados positivos, ¢ importante destacar que o sucesso do uso de
leveduras como agentes de controle bioldgico depende de diversos fatores, como a selecao de
microrganismos eficazes, o desenvolvimento de formulagdes adequadas e a otimizagao das
condi¢cdes de aplicagdo (ELNAHAL ef al., 2022). Além disso, ¢ de fundamental importancia,
assegurar que a aplicacdo desses microrganismos nao acarrete prejuizos a qualidade dos frutos
e ndo comprometa a seguranca alimentar dos consumidores (TEIXIDO; USALL; TORRES,
2022).

Entretanto, a aplicacdo de leveduras isoladas de frutas amazonicas pode exercer um
efeito positivo na economia regional, promovendo a produgdo e a utilizagdo de bioprodutos
locais, além de potencialmente abrir novas oportunidades de negodcios para os produtores
(NASCIMENTO et al., 2022). Dessa forma, a adocao de praticas agricolas mais sustentaveis
e isentas de agentes nocivos na producao de frutas pode contribuir significativamente para a

preservagdo ambiental e a promogao da satde publica (VEGAS et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Selecionar e avaliar o potencial antagonico de leveduras isoladas de trés frutos
amazOnicos para o controle da antracnose pos-colheita em manga utilizando o método de
controle bioldgico e o método de controle associado a substincias GRAS (Generally

recognized as safe).

3.1.1 Objetivos Especificos

» Realizar testes de controle bioldgico utilizando as leveduras selecionadas
para determinar sua eficicia na reducdo da incidéncia e severidade do fungo
Colletotrichum Gloeosporioides;

* Avaliar a eficiéncia do método de controle associado a substancias GRAS na
redu¢do da podridao por antracnose em manga pos-colheita;

* Comparar os resultados dos diferentes métodos de controle (bioldgico,
quimico e associado a substincias GRAS) em termos de eficacia na reducdao da

infeccao pelo fungo e preservacao da qualidade dos frutos testados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo C. gloeosporioides, foi obtido a partir da colecdo de culturas Carlos Rosa do
Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA) da Universidade Federal do
Tocantins (UFT). Para a reativagao, transferiu-se um disco contendo o micélio fungico que
estava criopreservado, para placas de Petri contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose

(BDA), com tempo de incubacdo de sete dias em temperatura controlada (BOD) de 25 °C.

4.2 Cultivo das leveduras

As 300 leveduras utilizadas no experimento foram obtidas da colecdo de culturas
microbioldgicas mantidas no Laboratorio de Microbiologia Geral (LMA) da Universidade
Federal do Tocantins, Campus de Palmas-TO. Para a reativagdo, cada cultura foi crescida por
48 h a 25 °C (BOD) em tubos contendo meio liquido GYMP (1% de glicose, 1% de extrato de
levedura, 0,02% de fosfato de sddio monobasico e 0,5% de peptona). Posteriormente ao
crescimento, as colonias foram estriadas em placas de Petri por técnica de esgotamento,
contendo meio de cultura NYDA (Agar Nutriente Dextrose de Levedura) (composto por 1,8%
de agar, 3% de extrato de carne, 1% de glicose, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de
peptona), e incubadas durante 48 h a 25°C (BOD). Ao final do processo, as colonias de
leveduras foram avaliadas quanto a sua pureza, utilizando laminas de verificacdo para
visualizacdo das suas caracteristicas morfologicas. Contudo, apos a realizagdo de uma
triagem, somente as leveduras que resistiram a todos os testes de classificacdo, foram

selecionadas para seguir no experimento.

4.2.1 Identificacio morfologica

Os isolados foram caracterizados a partir da visualizagdo morfoldgica das
colonias reativadas. As caracteristicas das colonias, como tamanho, bordas, elevacao,
cor e aspectos especificos foram observadas para caracterizar o fendmeno
macroscopico (KURTZMAN et al, 2011). Em seguida, a visualizagdo das
caracteristicas microscopicas foi avaliada com o uso de laminas a fresco para observar
o brotamento e a predominancia da morfologia celular previamente existente para fins
de comprovagdo. Para posterior armazenamento e conservagdo, cada amostra
purificada dos isolados, foi preservada em tubos criogénicos contendo meio liquido

GYMP (com 1% de glicose, 1% de extrato de levedura, 0,02% de fosfato de sodio
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monobasico e 0,5% de peptona) adicionado de 20% de glicerol e mantidos a -80 °C de

temperatura.

4.3 Selecio de leveduras antagonicas

Foram realizados testes prévios de selecdo para observar a capacidade das leveduras
quanto ao seu potencial antagdnico ao fitopatdgeno, tais como: crescimento € armazenamento
dos isolados em diferentes temperaturas de crescimento; capacidade de produzir enzimas
pectinoliticas e celuloliticas; capacidade de producdao de compostos antifiingicos difusiveis e
volateis; e capacidade de resisténcia a diferentes substancias GRAS. Somente as leveduras
que apresentaram potencial inibitério contra o fungo causador da antracnose, foram

selecionadas para seguirem no experimento.

4.3.1 Teste de crescimento em diferentes temperaturas

As leveduras restantes foram testadas quanto a capacidade de crescer em 10
°C, 25 °C e 37°C de temperatura, com finalidade de avaliar se as cepas eram capazes
de resistir a temperaturas que geralmente sdo utilizadas no acondicionamento e
armazenamento dos frutos. Para tanto, as leveduras foram estriadas em placas de Petri
contendo meio de cultura NYDA e incubadas em cada temperatura citada
anteriormente, para as temperaturas de 25°¢ 37°C as placas foram mantidas por um
periodo de 72 horas de incubagdo em BOD, no entanto, as cepas submetidas a 10 °C

foram mantidas em BOD por um periodo de 5 dias. (MARTINEZ et al., 2016).

4.3.2 Teste de producio de enzimas celuloliticas e pectinoliticas

O método de Carrasco et al. (2012) foi utilizado para realizar o teste de
producdo de enzimas pectinoliticas e celuloliticas, com algumas adaptag¢des. O
experimento comegou com um pré-crescimento das leveduras em meio NYDA por 48
horas antes do inicio dos testes. Para o teste de enzimas celuloliticas, as leveduras
foram estriadas em um meio de cultura so6lido YNB (Yeast Nitrogen Base 0,67%)
suplementado com 1% de celulose. As placas foram incubadas em BOD a 10 °C por 5
dias e a 25 °C e 37 °C por 72 hrs. Decorrido o periodo de incubagdo, a presenga da
enzima foi detectada usando uma solugdo reveladora de vermelho congo (0,1%) sobre
a placa, seguida da lavagem com solu¢dao de NaCl 1M. A atividade enzimatica foi
considerada positiva quando houve formag¢do de um halo claro em volta das col6nias

em um fundo avermelhado. Para avaliar se as leveduras eram produtoras de enzimas
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pectinoliticas, foram cultivadas em placas de Petris contendo meio de cultura YNB,
suplementado com 1% de pectina e pH ajustado para 6,0. As culturas foram incubadas
em BOD a 10 °C por 5 dias e a 25 °C e 37 °C por 72 horas. Apds a incubagao, as
culturas foram submetidas a um banho com uma solu¢do de lugol a 1% para
determinar a atividade enzimdtica. A atividade enzimética foi considerada positiva
quando observado a formagao de um halo claro em torno das colonias em um fundo

amarronzado.

4.3.3 Teste de producio de compostos difusiveis e volateis

Foi realizado um teste de antagonismo para verificagdo da producdo de
compostos difusos entre isolados de leveduras e C. gloeosporioides. Para tanto, as
leveduras foram crescidas previamente em placas de Petri contendo meio de cultura
NYDA utilizando a técnica de estrias em um dos lados da placa, e incubadas a 25 °C
por 48 horas. Apoés o periodo de incubacdo e crescimento, um disco de 5 mm de
diametro contendo micélio fungico do fitopatdgeno foi adicionado do lado oposto da
placa. Para fins de controle, foram utilizadas placas contendo apenas o fungo causador
da antracnose. Posteriormente, seguiu-se incubagdo a 25 °C por sete dias em BOD. O
crescimento radial do patdégeno foi medido em relagdo ao antagonista e posteriormente
comparado ao raio da coldnia controle.

Para determinacdo dos compostos volateis, foi utilizado 50 pL de uma
suspensdo de células com 48 horas de crescimento a 10° células/mL de cada cepa,
determinada previamente por escala de Mcfarland, e espalhada uniformemente com
alca de Drigalski em placas de Petri contendo meio NYDA. Em uma outra placa,
depositou-se um disco de 5 mm de diametro do C. gloeosporioides contendo sete dias
de crescimento. Ambas as placas foram juntadas e lacradas com duas camadas de
Parafilme® com a finalidade de unir o conjunto de placas contendo o fungo e a
levedura, simulando uma camara fechada (ARRARTE et al., 2017). O diametro das
colonias foi mensurado na placa que continha o patdgeno com auxilio de um
paquimetro digital. Os didmetros estimados foram comparados com o didmetro

observado no controle. O experimento foi realizado em triplicata.

4.4 Atividade antifungica de substancias GRAS contra o patégeno
A atividade antifingica do acido acético, acido latico, acido propidnico, bicarbonato

de sodio, e carbonato de sodio frente ao fungo, foram analisados em conformidade com a
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metodologia de Karaca et al. (2014) com algumas modifica¢des. Para tanto, placas de Petri
foram previamente preparadas contendo meio cultura NYDA e enriquecidas com os acidos e
sais nas concentracdes de 1%, 3% e 5% (v/v). O C. gloeosporioides foi previamente
ressuspendido em meio de cultivo NYDA e incubado a 25 °C por cinco dias. Apos esse
periodo, um disco micelial fingico de 5 mm de diametro foi inserido no centro de cada placa
contendo meio NYDA acrescido das substancias GRAS, nas trés concentragdes selecionadas.
Para fins de controle, foram utilizadas placas de Petri contendo o fitopatégeno sem a presenca
dos das substancias. As culturas foram incubadas a 25 °C em BOD por 7 dias. O experimento
foi realizado em triplicata e o resultado foi obtido pela mensuracdo do didmetro da colonia
fungica em comparagdo com o diametro crescido no tratamento controle (KARACA et al,

2014).

4.4.1 Teste de resisténcia das leveduras a substiancias GRAS

Utilizando as mesmas substancias e concentragdes selecionadas no ensaio
anterior, procedeu-se a avaliacdo da sensibilidade dos isolados de leveduras restantes
no experimento. Estas, foram previamente cultivadas em meio de cultura NYDA e
incubadas a 25 °C durante 48 horas. As leveduras foram estriadas em meio NYDA
enriquecido de substincias GRAS: 4cido acético, acido latico, acido propidnico,
bicarbonato de sodio e carbonato de sodio, nas concentragdes de 1, 3 e 5% para cada
substancia avaliada. As culturas foram mantidas sob incubagdo a 25 °C por 48 horas

em BOD.

4.5 Uso de levedura e substincia GRAS no controle do C.gloeosporioides (in vivo)

4.5.1 Controle biologico classico

Nesse experimento, foram utilizadas leveduras previamente selecionadas
anteriormente, que apresentaram boas caracteristicas como agentes de controle
biologico, de acordo com os critérios estabelecidos no estudo. Foram utilizadas um
total de 10 mangas para cada tratamento, incluindo: controle positivo, controle
negativo e as concentragdes de 1x10" e 1x10° células/mL de leveduras. Antes da
inoculagdo de cada tratamento empregado, as mangas foram lavadas, sanitizadas e
secas naturalmente. Em seguida, foi realizada uma lesdo de aproximadamente 3 mm

de largura e profundidade em cada fruto, onde foram depositados os inoculos.
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Inicialmente, foi inoculada uma suspensao de células de leveduras de 10uL nas
concentragdoes de 1x10" e 1x10° células/mL, a fim de determinar a cepa mais eficaz
contra o fungo. Apds a inoculagdo das leveduras, o fitopatogeno foi inoculado através
da deposicdo de uma suspensdo de conidios de 10uL do Colletotrichum
gloeosporioides no local do ferimento. Os frutos foram colocados em bandejas de
plastico, contendo chumagos de algodio embebido em agua estéril, para manter a
umidade relativa. Ao final do processo, os frutos foram entao incubados a 25°C por 7
dias em uma camara imida utilizando uma bandeja pléstica lacrada com tampa.

O controle positivo foi efetuado pela inoculagdo de 10uL da solucdo de
esporos (1x10° esporos/mL), enquanto o controle negativo foi produzido pela
inoculagdo de 10uL de 4agua destilada estéril. Apos o periodo de incubagdo, a eficacia
do controle foi avaliada através da interacdo entre o patdgeno e as leveduras e/ou
substancia GRAS, determinando a incidéncia e severidade da doenca.

A redugdo percentual da incidéncia e severidade da doenca foram calculadas
utilizando as equagdes propostas por Assis et al. (1999). A reducao da incidéncia foi
baseada na seguinte equagdo: RID (%) = (N°Fd—N°Ft) /N°Fd x 100, onde N°Fd ¢ o
nimero de frutos afetados pela doenca e N°Ft ¢ o niimero de frutos tratados. Ja a
reducdo da severidade foi baseada pela equacao: RSD (%) = (DLC—DLT) /DLC x 100,
onde RSD representa a reducao da severidade da doenca, e DLC ¢ o diametro da lesao

no controle positivo, ja DLT ¢ o didmetro das lesdes dos frutos tratados.

4.5.2 Controle integrado a substincia GRAS

O teste foi realizado buscando avaliar a eficicia da concentragdo de leveduras
selecionadas integradas com substancias GRAS, como medida de controle contra o
fitopatogeno em frutos de manga. Para tanto, foram utilizados 10 frutos para cada
tratamento, seguindo a metodologia descrita no item anterior. As frutas foram
dispostas em bandejas de plastico lacradas, contendo algodao umedecido em agua
destilada estéril. Posteriormente, foram armazenados em temperaturas controladas de
25°C por 7 dias. Apos o periodo de incubagao, foi calculada a porcentagem de redugado
na incidéncia e a severidade da doenca, seguindo as mesmas diretrizes do controle

descrito no topico anterior.
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5. RESULTADOS E ANALISE

5.1 Reativacdo e caracterizacdo morfologica

Foram obtidas 300 leveduras para uso no estudo, sendo 50% isoladas do fruto Tucuma
(Astrocaryum aculeatum), 35% isoladas do fruto Pupunha (Bactris gasipaes) e 15% isoladas
do fruto Bacupari (Garcinia gardneriana). A analise das caracteristicas morfologicas das
leveduras resultou em diferencas na elevacao das colonias, com tipos de alta, plana, ondulada,
inteira e concava, variagdo na cor das colonias com tons de branco, creme, bege ¢ salmdo, e
diferentes formas de bordas com caracteristicas como regular, irregular, filamentosa,
ondulada, circular e rizéides. As andlises indicaram variagdo na aparéncia, com caracteristicas
cremosas, brilhantes e opacas (Tabela 1).

A alta biodiversidade da regido amazonica, incluindo a presenga de muitas espécies
ainda ndo descobertas, pode explicar essa diversidade (COLLI; VIEIRA; DIANESE, 2020).
Além disso, fatores ambientais, como temperatura, pH e nutrientes, podem influenciar na
morfologia das leveduras. Multiplas espécies de leveduras podem estar presentes em um

mesmo fruto, contribuindo para a variedade observada (AGGARWAL; MISHRA, 2022).
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Tabela 1: Caracterizacdo morfologica de leveduras isoladas de frutos amazonicos

Codigo  Quantidade Percentual Elevacio Borda Cor Aspecto

Leveduras Tucuma

LT 69 46% Alta Regular Branca Opaca
LT 30 20% Plana Filamentosa Branca Brilhante
LT 51 34% Plana Ondulada Branca Opaca
150
Leveduras Pupunha
LP 15 14,28% Alta Rizoide Branca Opaca
LP 57 54,29% Ondulada Circular Branca Brilhante
LP 29 27,62% Inteira Irregular Branca Opaca
LP 4 3,81% Inteira Filamentosa Bege Opaca
105
Leveduras Bacupari
LB 40 88,88% Alta Circular Branca Brilhante
LB 3 6,67% Concava Irregular Creme Opaca
LB 2 4,45% Alta Irregular Salmao Cremosa
45
TOTAL 300

*LT: Levedura Tucuma *LP: Levedura Pupunha *LB: Levedura Bacupari

Atualmente, considera-se que a identificacdo de espécies baseada somente em suas
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas ou bioquimicas seja insuficiente (SUMBY;
CALIANI; JIRANEK, 2021). A identificagdao precisa das espécies de leveduras ¢ essencial
para fins de conservacdo, biotecnologia e producdo alimenticia (JAYAWARDENA et al.,
2021).

A andlise molecular é uma abordagem altamente eficaz na identificacdo de
microorganismos, devido a sua capacidade de discernir entre as variagdes genéticas presentes
em diferentes populagdes. Por conseguinte, a aplicacdo da identificagdo molecular ¢ essencial
ndo apenas para a preservagdo da diversidade de leveduras, mas também para assegurar a
seguranca alimentar (CARRETE et al., 2019). Esse método permite uma caracterizagio mais
precisa e detalhada dos microorganismos, possibilitando uma compreensao mais abrangente
de sua distribuicdo e diversidade genética. Assim, a sua utilizacdo contribui para a
conservagdo da biodiversidade microbiana e para a garantia da qualidade e seguranca dos

alimentos (FRAGA-CORRAL et al., 2022).



24

5.2 Selecao de leveduras amazonicas com potencial antagénico

5.2.1 Verificacao de crescimento em diferentes temperaturas

Os 300 isolados de leveduras foram avaliadas quanto a capacidade de
crescimento nas temperaturas de 10 °C, 25 °C e 37 °C. Ap6s o teste, resultou-se que
todas as cepas apresentaram crescimento nas temperaturas de 25 °C e 37 °C. Com
relagdo a temperatura de 10 °C apenas 50% da soma total obtiveram crescimento.

A auséncia de crescimento observada nas cepas submetidas a temperatura de
10 °C pode ser atribuida a origem dos isolados de levedura, os quais foram obtidos a
partir de frutos cultivados em uma regido de clima quente e umido, a regido amazonica
(VEGAS et al., 2020). Essas condicdes climaticas explicam a falta de resisténcia ou
adaptagdo das cepas a temperaturas extremamente baixas, como observado no presente
estudo. Além disso, essas informagdes também justificam o crescimento das leveduras
em temperaturas mais elevadas.

A faixa de temperatura para crescimento maximo e minimo de um
microrganismo pode variar consideravelmente entre diferentes espécies e linhagens
(JUNIOR et al., 2020). E de fundamental importincia obter microrganismos com
resisténcia a uma ampla gama de temperaturas, tanto baixas quanto altas, uma vez que
isso pode aumentar sua capacidade de sobrevivéncia em frutos durante o
armazenamento, seja em condi¢des refrigeradas ou em temperaturas mais elevadas
(MATOS et al., 2021).

Considerando que as mangas sdo exportadas e armazenadas em baixas
temperaturas, com finalidade de prolongar sua vida de prateleira, ¢ de grande interesse
identificar leveduras capazes de crescer em temperaturas mais baixas, como 10 °C,
mesmo quando isoladas de regides com temperaturas elevadas. Nesse contexto, a
utilizacdo de microrganismos capazes de sobreviver em temperaturas de refrigeragao
pode ser benéfica para o armazenamento de frutos que necessitam de periodos
prolongados de conservagdo antes do consumo (VERO et al, 2013; ALEGBELEYE
et al., 2022).

Portanto, ao término do teste, foram selecionadas apenas 50% do total de cepas
de leveduras analisadas, pois foram as inicas que apresentaram crescimento tanto em

temperatura de crescimento baixa quanto alta: 10 °C, 25 °C e 37 °C sucessivamente.
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5.2.2 Verificacdo da producio de enzimas celuloliticas e pectinoliticas

Das 150 cepas de leveduras selecionadas para uso no teste, 90 correspondem
aos isolados de tucuma, 32 cepas aos isolados de bacupari e 28 cepas aos isolados de
pupunha. Da totalidade dos isolados do fruto tucuma, 74 cepas produziram apenas
celulase, enquanto oito cepas produziram tanto celulase quanto pectinase, portanto,
estas 82 cepas foram descartadas dos posteriores testes uma vez que foram positivos
para producao de celulase e pectinase. Em se tratando da totalidade dos isolados do
fruto bacupari, 14 cepas produziram apenas celulase e uma cepa produziu tanto
celulase quanto pectinase, para tanto as 15 cepas também foram descartados dos
posteriores testes. Com relagdo a totalidade dos isolados do fruto da pupunha, 16
cepas produziram pectinase e nove produziram tanto celulase quanto pectinase,
contudo, 25 das cepas dos isolados de pupunha também foram descartados dos

posteriores testes. Os dados estdo demonstrados na Figura 1.

Figura 1: Selecdo de leveduras com potencial antagdnico submetidos aos testes de producdo de
enzimas pectinoliticas e celuloliticas.

TUCUMA BACUPARI PUPUNHA

Pectinase 8 Celulase Pectinase 1 Celulase Pectinase 9 Celulase

1] 74 0 14 16 0

Total: 90 leveduras Total: 32 leveduras Total: 28 leveduras

Totalidade de crescimento positivo e/ou negativo para producdo de enzimas celuloliticas e pectinoliticas de
leveduras amazonicas

A escolha de leveduras que nao produzem as enzimas celuloliticas e
pectinoliticas ocorreu com o objetivo de evitar a degradacdo dos frutos. A presenca
dessas enzimas pode levar a deterioracao dos frutos devido a degradacdo da celulose e
da pectina, componentes importantes das paredes celulares vegetais (SUPE, 2020).
Portanto, a selecdo de cepas ndo produtoras destas enzimas ¢ fundamental para
garantir a preservagdo da qualidade e da integridade dos frutos durante o
armazenamento (VERO et al., 2019).

Portanto, apds a realizagdo do teste de pectinase, foi observado que cepas da
totalidade das leveduras testadas foram capazes de produzir essa enzima tanto de

forma isolada quanto de forma conjunta, no entanto, sendo excluidas das analises
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subsequentes. Essa observacdo ¢ relevante, uma vez que a producdo de enzimas
pectinoliticas estd associada a capacidade dos microrganismos de degradar pectina,
componente importante das paredes celulares e espagos intercelulares dos tecidos
vegetais (SHIN et al., 2021).

A presenga de uma ampla variedade de microrganismos capazes de produzir
essas enzimas, incluindo bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozoarios,
insetos e nematoides, destaca a importancia das mesmas na natureza € em processos
biotecnoldgicos (RASTEGARI; YADAV; YADAY, 2020; SIVAKUMAR et al., 2020).

De acordo com esses resultados sugere-se que as leveduras que foram
excluidas por produzirem pectinase podem ter um potencial relevante na degradacao
de pectinas e, possivelmente, desempenhar um papel significativo na decomposic¢ao de
materiais vegetais, no entanto, ndo sendo as leveduras desejadas para uso no estudo.

A presenca de leveduras produtoras de pectinase tem sido relatada na literatura
como uma consequéncia na deterioracdo de frutos. Essas enzimas degradantes
desempenham um papel importante na evolugao da degradacdo da pectina, resultando
em uma mudanga na consisténcia dos frutos, tornando-os moles ou com aspecto
molhado (RANJBAR et al., 2022). Podendo afetar negativamente a qualidade e a vida
util dos frutos, consequentemente, ocasionando perdas significativas para a industria
de alimentos (ATTA et al., 2022).

Com isso, a selecdo de leveduras nao pectinoliticas tem se mostrado uma
estratégia satisfatoria para a conservagdo dos frutos e interessante para uso. Essas
leveduras apresentam um potencial significativo, pois permitem a reducio das perdas
causadas pela deterioracdo e estende a disponibilidade dos frutos no mercado
(FELICIA et al., 2022). Além disso, essa abordagem pode contribuir para a
sustentabilidade e a eficiéncia dos processos de producdo de alimentos, evitando o
desperdicio e promovendo a utilizagdo adequada dos recursos naturais
(MUNHUWEYT; MPAI; SIVAKUMAR, 2020).

ApOs a realizacao do teste de celulase, foi observado que cepas de leveduras
dos isolados dos trés frutos amazonicos apresentaram a produ¢do dessa enzima, tanto
de forma isolada, quanto de forma conjunta, sendo, portanto, excluidas das andlises
subsequentes. Esses resultados foram satisfatorios, uma vez que o objetivo era
selecionar cepas nao produtoras destas enzimas. A celulase ¢ uma enzima responsavel
pela degradagdo da celulose, um componente importante da parede celular vegetal. A

celulose ¢ um polissacarideo ndo-ramificado composto exclusivamente por moléculas
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de glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 (PANICKER; SAYYED,
2022.).

Contudo, cepas nao produtoras de enzimas celuloliticas e pectinoliticas tém
sido relatadas como possiveis agentes biocontroladoras. Isso significa que essas
leveduras podem ser utilizadas no controle de microrganismos indesejaveis que
causam a deterioragdo dos frutos, podendo contribuir para a redugdo de perdas
pos-colheita e promover a conservagao dos frutos de forma eficiente (JAISANI, 2020;

SHARMA, 2021; GUPTA; SAXENA, 2023).

5.2.3 Verificacao da producio de compostos difusiveis e volateis

Foram realizados testes com as 28 cepas de leveduras selecionadas para avaliar
sua capacidade de produzir compostos antagdnicos, tanto difusiveis quanto volateis,
com o objetivo de determinar quais apresentaram algum grau de antagonismo contra o
fungo Colletotrichum gloeosporioides (in vitro).

Na avaliacdo do antagonismo por difusdo, observou-se que as taxas de
crescimento do fitopatdgeno variaram em comparacao com o controle de 0% a 74,3%
nos primeiros 7 dias de crescimento e de 5% a 78,3% nos ultimos 14 dias. No entanto,
foi constatado que trés cepas de leveduras apresentaram um potencial antagénico
significativo contra o patdgeno. As leveduras LP 73, LP 101 e LT 76 foram as que
mais inibiram o crescimento micelial do fungo, com taxas de crescimento de 5,0%,
6,7% e 7,9%, respectivamente, apds 14 dias de incubagcdo em comparagcdo com o
controle.

Posteriormente, também foram realizadas andlises da produgdo de compostos
antifngicos volateis com as 28 cepas de leveduras selecionadas, observando-se taxas
de crescimento em comparagdo com o controle que variaram de 0% a 23,4% nos
primeiros 7 dias e de 0% a 56,96% nos ultimos 14 dias de incubac¢do. No entanto, as
cepas LB 29, LB 12, LB 6, LB 17 ¢ LB 18 foram as que apresentaram as melhores
capacidades inibitérias, com nenhuma taxa de crescimento das trés primeiras cepas
durante os 14 dias de incubacdo, ¢ taxas de crescimento de 5,1% e 6,3% nas duas
ultimas cepas, respectivamente durante os ultimos 14 dias de crescimento em
comparagao com o controle.

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo substancias de baixo peso
molecular que sdo sintetizadas por fungos, bactérias e leveduras (BENNETT et al.,

2012). Esses compostos tém sido considerados como um potencial alternativo para o
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controle de doencgas que ocorrem apoés a colheita de frutos, especialmente em casos em
que as mercadorias sdo armazenadas em cont€ineres fechados durante o transporte € o
armazenamento (ARRARTE et al., 2017). A producao desses compostos organicos
volateis com atividade antifingica depende de vérios fatores, incluindo o estagio de
crescimento dos microrganismos envolvidos na sua sintese, a temperatura e o tempo
de incubacdo desses microrganismos, bem como a composi¢do dos compostos
produzidos (DI FRANCESCO et al., 2015).

O estudo dos compostos difusiveis na pos-colheita de frutos € importante para
entender os mecanismos envolvidos na interacdo entre frutos, microrganismos e
insetos. Isso pode levar ao desenvolvimento de estratégias de controles mais eficientes
e sustentaveis, reduzindo a dependéncia de pesticidas quimicos € minimizando os
impactos nocivos ao meio ambiente (WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021).

Além disso, o conhecimento sobre os compostos difusiveis pode ser aplicado
no manejo poés-colheita de frutos, permitindo o desenvolvimento de técnicas de
armazenamento e conservagao que prolonguem a vida ttil dos produtos agricolas. Isto
¢ de particular importancia, considerando que uma grande quantidade de frutos ¢
perdida durante o armazenamento e transporte devido ao amadurecimento acelerado,
ataque de patdgenos e infestagdo de pragas (LAMENEW; MEKONNEN; GASHAW,
2019).

Com base nos resultados dos ensaios antagonicos contra o Colletotrichum
gloeosporioides, foram selecionadas oito cepas de leveduras (LP 73, LP 101, LT 76,
LB 29,LB 12, LB 6, LB 17 ¢ LB 18) que obtiveram a melhor capacidade de inibi¢ao
pela producao de compostos difusiveis e volateis, para prosseguirem nas etapas de

selecao.

5.2.4 Verificacido da atividade antifingica de substincias GRAS contra o

patogeno

Para o experimento, foram utilizadas sete substancias GRAS, incluindo dois
sais (carbonato de sddio e bicarbonato de sddio) e cinco compostos organicos volateis
(acido propidnico, acido acético, acido lactico, acido citrico e acido ascorbico). O
carbonato de sodio, o acido acético e o acido propionico apresentaram resultados
positivos na inibicdo do fungo Colletotrichum Gloeosporioide, alcancando 100% de
inibicdo das colonias fingicas patogénicas. Por outro lado, o bicarbonato de sodio, o

acido lactico, o 4cido ascorbico e o 4acido citrico foram incapazes de inibir o
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fitopatdgeno nas menores concentragdes testadas (1% 3% e 5%), conforme

demonstrado na Tabela 4 e na Figura 2.

Tabela 4: Efeito das substincias GRAS no desenvolvimento das coldnias de Colletotrichum
Gloeosporioide ap6s 7 ¢ 14 dias de crescimento.

Concentracio 7 dias 14 dias

Acido Propionico

0% 80a£2 90a+2
1% 5b£0 5b+0
3% 5b+0 5b+0
5% 5b£0 5b+0
Bicarbonato de Sodio
0% 80a£2 90a+2
1% 56b+1 62b +2
3% 24c +£2 41c+1
5% 5d+0 5d+0
Carbonato de Sédio
0% 80a£2 90a+2
1% 5b+0 5b+0
3% 5b+0 5b+0
5% 5b£0 5b+0
Acido Latico
0% 80a+2 90a+2
1% 56b+2 63b+3
3% 5¢+0 13c+2
5% S5¢£0 8d+1
Acido Ascorbico
0% 80a+2 90a+2
1% 64b £+ 2 76b+2
3% 40c + 1 50c+4
5% 24d+3 42d +£2
Acido Citrico
0% 80a£2 90a + 2
1% 73b+3 90a+1
3% 23c+1 41b+ 1
5% 5d+0 8c+ 1
Acido Acético
0% 80a + 2 90a + 2
1% 5b+0 5b+0
3% 5b+0 5b+0
5% 5b+0 5b+0

Os dados de inibi¢do do crescimento do patdogeno sdo expressos pela média em milimetro (mm) de trés
repetigdes em comparagdo com o controle (0%), acompanhada do desvio padrio e diferencga
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significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Figura 2: Efeito inibitorio de substincias GRAS contra o fitopatdégeno C. gloeosporioide (in vitro)
apos 14 dias de incubagao.

N° 1: Carbonato de sodio, N° 2: Acido propionico; N° 3: Bicarbonato de s6dio; N° 4: Acido citrico; N°
5: Acido acético; N° 6: Acido latico. * A imagem representa os ensaios in vitro realizados. A ordem
dos tratamentos para todos os numeros sao: Controle, 1, 3 e 5% dos respectivos sais e acidos testados.

As substancias empregadas no presente estudo, foram previamente descritas na
literatura por apresentarem atividade antifingica e serem utilizadas na conservacao de
alimentos. O acido acético, por exemplo, ¢ empregado com o objetivo de prevenir o
desenvolvimento fingico e prolongar a vida 1til de alimentos (ANGANE et al., 2022;
RIVERO-PINO et al, 2023). De forma andloga, o carbonato de sédio tem sido
relatado como capaz de inibir o crescimento do fungo C. Gloeosporioide em frutos de
manga (GOMEZ-MALDONADO et al., 2020; GUERRERO-BARAJAS et al., 2020).

As substancias GRAS (Generally recognized as safe) sdo utilizadas como
auxiliares na agdo antagonica dos agentes bioldgicos, apresentando vantagens como

disponibilidade, custo relativamente baixo e alta solubilidade em dgua (BADSHA et
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al., 2022).

O Carbonato de sodio se destacou como o mais acessivel economicamente e
efetivo nos testes realizados no experimento. A menor concentracdo testada (1%) foi
escolhida como a mais rentavel para o produtor que deseja utilizd-la no controle
fingico, visto que apesar de todas as concentragdes (1, 3 e 5%) inibirem o patégeno, a
menor concentracdo ¢ a op¢ao mais vidvel economicamente. Os dados apresentados
sugerem que o carbonato de sodio pode ser uma opg¢do efetiva no controle de
patdgenos, especialmente quando se considera a viabilidade econdmica da substancia.

Em um estudo conduzido por Ferreira et al. (2015), foram avaliadas
substancias GRAS como possiveis agentes de controle de fungos fitopatogénicos que
causam danos pos-colheita de frutos. De acordo com os resultados, o carbonato de
sodio, utilizado em concentragdes especificas, inibiu completamente o crescimento de
Colletotrichum gloeosporioides. Adicionalmente, o carbonato de s6dio também foi
eficaz em inibir o crescimento de Fusarium guttiforme em todas as concentragdes
testadas. Além disso, observou-se um efeito positivo do bicarbonato de sédio nas
concentragoes de 3% e 5%.

Em outra investigacdo realizada por Siddiqui e Ali (2014), cepas de C.
gloeosporioides foram reduzidas em 75%, empregando-se carbonato de s6dio como
agente antifungico. Estes achados corroboram a eficicia dos nossos resultados e
demonstram a importancia de um sal GRAS com propriedades antifingicas, capaz de
contribuir com o controle de doencas flingicas e substituir, em parte ou

completamente, a utilizacdo de fungicidas sintéticos.

5.2.5 Verificacado da resisténcia das leveduras a substancias GRAS

A partir dos resultados de ensaios antagdnicos anteriores, foram selecionadas
as oito cepas de leveduras para avaliar sua resisténcia aos sais carbonato de sédio,
bicarbonato de sodio e aos acidos acético, propidnico, latico, citrico e ascorbico.
Constatou-se que 87,5% das cepas ndo apresentaram resisténcia ao carbonato de sodio,
acido acético e acido propidnico em nenhuma concentracdo respectivamente testada,
mas foram resistentes ao acido citrico, acido ascorbico, acido latico e bicarbonato de
sodio em pelo menos duas das concentragoes utilizadas, conforme exposto na Tabela
5. E importante destacar que o 4cido acético e o acido propidnico causaram odor
desagradavel no meio de cultura apds o término do tempo de crescimento, o que

possivelmente também causaria odor desagraddvel no fruto se selecionado para
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prosseguir, ndo sendo uma caracteristica desejada pelo estudo.

Devido a alta resisténcia do fungo as substadncias GRAS, que também
apresentaram crescimento positivo para a maioria das leveduras (acido latico, acido
citrico, acido acético e bicarbonato de so6dio), as avaliagdes foram restritas a um
conjunto limitado de cepas de leveduras, especificamente LT 73, LB 29 e LP 101, que
demonstraram crescimento acentuado quando expostas a concentragdo de 1% de
carbonato de sodio, selecionada, anteriormente, para os testes de antagonismo in vivo.

A secle¢ao de uma variedade de leveduras resistentes a diferentes niveis de
concentragdo de substancias GRAS, resultou no reconhecimento do fato de que as
cepas LT 73, LB 29 e LP 101 apresentaram robustez no seu aglomerado, mesmo
quando cultivadas em meio NYDA enriquecido com carbonato de sddio, acido acético
e acido propidnico, em concentracdes de 1%. Tais cepas foram entdo escolhidas para
os testes in vivo subsequentes.

O carbonato de so6dio é um sal acessivel comercialmente, de custo baixo, com
boa disponibilidade no mercado e com grande facilidade de armazenamento, além de
facil manuseio e aplicagdo. O acido acético e acido propidnico por mais que tenham
sido positivos para o teste de resisténcia, conferiram odor desagradavel ao meio de
cultura enriquecido e possivelmente acarretaria 0 mesmo problema no fruto. Sendo
assim, o carbonato de sodio ¢ indicativo de ser o mais promissor nos testes futuros.

Ferreira et al (2015) realizaram um estudo para avaliar a resisténcia de seus
isolados de levedura contra substincias geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS). Dentre as quatro cepas avaliadas, apenas uma foi capaz de sobreviver sete
dias na presenga de bicarbonato de sddio e carbonato de s6dio em trés concentracdes
testadas. Esses resultados demonstram a fragilidade desses isolados frente as
substancias testadas e a incompatibilidade de seu uso no controle integrado com essas

leveduras que ndo apresentam resisténcia.

5.3 Verificagdo da inibicio de crescimento (in vivo) do C. gloeosporioides

utilizando controle biolégico e o controle integrado a substincias GRAS

Com base nos resultados preliminares, foram selecionados trés isolados LB29, LT76 e
LP101 para conducao de experimentos in vivo, devido as suas caracteristicas favoraveis, tais
como a capacidade de crescimento em temperatura 6tima, auséncia de produgao de enzimas
celuloliticas e pectinoliticas, produ¢cdo de compostos difusiveis e volateis, e resisténcia a

substancias GRAS. Essas caracteristicas foram tidas como determinantes na sele¢ao das
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leveduras com potencial inibitério do patogeno.

5.3.1 Leveduras LB29, LT76, LP101 e Carbonato de sodio

A Figura 3 exibe a incidéncia (A) e a severidade (B) da doenca em frutos de
manga tratados com leveduras e inoculados com o patogeno. Os resultados
demonstram uma reducdo na incidéncia nos tratamentos LB29 e LB76, assim como na
severidade da doenca apos a aplicacdo das trés leveduras, independentemente da
concentracdo utilizada. Entre as diferentes concentracdes avaliadas, observaram-se os
melhores resultados na concentragdo de 1x10° células/mL, onde ocorreram redugdes
na incidéncia e severidade da doenga ap6s uso das leveduras LB29 e LB76 em 20% ¢
69%, e 30% e 58%, respectivamente. A incidéncia ¢ caracterizada como a propor¢ao
(frequéncia) de plantas ou partes de plantas afetadas por doengas em uma amostra ou
populacdo. Ja a severidade ¢ determinada como a propor¢ao da area ou do volume de
tecido ocupado por sintomas. (AMORIM, 1995).

Shen et al. (2019) e Liu et al. (2020) utilizaram concentra¢des de 10°, 107, 10,
e 10° células/mL das leveduras Sporidiobolus pararoseus e Pichia kudriavzevii em
seus estudos contra B. cinerea e R. stolonifer, respectivamente. Verificaram que a
concentragdo de 1 x 10® foi a mais eficaz, sendo a selecionada para os ensaios in vivo

integrados e classicos.
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Figura 3. Reducdo da incidéncia e severidade de mangas tratadas com as leveduras LB29, LT76 e
LP101 em duas diferentes concentragdes e inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides. O controle
constituiu apenas do tratamento com o patdogeno ¢ as a avaliagdo foi realizada apdés 7 dias de
experimento a 25 °C. As barras do grafico representam a média de cada tratamento (%). Semelhangas
estatisticas sdo indicadas por letras idénticas, enquanto letras diferentes denotam diferencas
significativas. O teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn foi empregado, considerando
um valor de p<0,05.
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Ap6s a defini¢do da concentracdo da levedura de (10%), foi realizado o teste de
controle integrado das leveduras com a substancia GRAS contra o fitopatogeno,
conforme demonstrado na Figura 4. Os resultados obtidos indicam que os isolados
selecionados (LB29, LT76 e LP101) foram capazes de reduzir de forma isolada a
incidéncia e a severidade da doenca causada por Colletotrichum gloeosporioides em
cerca de 20 e 69%, 30 e 58%, 0 e 39% respectivamente, ao longo de um periodo de 7
dias de experimento a 25 °C. Por outro lado, o uso isolado de carbonato de sodio
resultou em uma reducdo de 90% na incidéncia e na severidade da doenga. Ao realizar
o teste integrado das leveduras (LB29, LT76 ¢ LP101) associadas ao carbonato de
sodio, obteve-se uma reducao de incidéncia de 50%, 50% e 30%, respectivamente, e
uma reducdo de severidade de 69%, 58% e 39%, conforme observado na Figura 4- A1l
e Bl. Entretanto, houve diferencas estatisticamente significativas entre os valores
conforme indicado pelo teste de Kruskal-Wallis. Nesse contexto, ¢ recomendavel
empregar as leveduras LB29 e LT76 associadas a substancia GRAS para alcangar uma
redu¢do de incidéncia de no minimo 50%. Por outro lado, o uso exclusivo da
substincia GRAS carbonato de sddio, demonstrou ser mais eficaz no controle da

doenga alcancando resultados positivos em comparagdo com os demais tratamentos.
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Figura 4. Redugdo da incidéncia e severidade de mangas tratadas com as leveduras LB29, LT76,
LP101 e/ou substincia GRAS carbonato de sédio e inoculadas com o fitopatogeno Colletotrichum
gloeosporioides. O controle constituiu apenas na inoculacdo do patogeno, e as avaliagcdes foram
realizadas ap6s 7 dias de experimento a 25°C. As barras no grafico representam a média de cada
tratamento. Semelhangas estatisticas sdo indicadas por letras idénticas, enquanto letras diferentes
denotam diferencas significativas. O teste Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn foi
empregado, considerando um valor de p < 0,05. (C)= controle; (CS)= carbonato de sodio; (LB29+CS)
= levedura LB29 10%carbonato de soédio; (LT76+CS) = levedura LT26 10%+carbonato de sodio;
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(LP101+CS) = levedura LP101 10*+carbonato de sédio.

E recomendada a adogdo de estratégias combinadas envolvendo dois ou mais
métodos de controle de doengas pos-colheita. Para esse propdsito, o aprimoramento
dos mecanismos de acdo ¢ fundamental para uma eficaz implementagdo e obtencao de
resultados satisfatorios. Zhang et al. (2018) destacaram que a combinagdo de
compostos quimicos ndo convencionais e agentes de controle bioldgico tem mostrado
eficacia em diversos graus no controle de doengas pos-colheita. Os beneficios dessas
abordagens dependem da selecdo criteriosa dos agentes, levando em consideracdao o
conhecimento detalhado de seus critérios de a¢ao no sistema de controle.

Algumas leveduras antagonistas, devido a sua eficacia no controle bioldgico de
patogenos, t€m sido investigadas devido a seus mecanismos de acdo que promovem a
formagdo de biofilme na superficie de feridas em frutas. Esse biofilme ¢ capaz de
inibir a invasdo de fungos patogénicos, impedindo sua colonizagdo e subsequente
infeccdo (YANG et al., 2021). A utilizagdo de leveduras como agentes de controle
bioldgico ¢ de suma importancia, pois além de prevenir ou reduzir a deterioragdo
microbiana nos frutos, também permite a redugao do uso de fungicidas (MALTA et al.,

2019).

CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, este estudo demonstrou resultados promissores quanto a eficacia de duas
cepas de leveduras (LB29 e LT76) como possiveis agentes de controle biologico para
protecdo de mangas contra o patdgeno Colletotrichum gloeosporioides. A utilizagdo dessas
leveduras em conjunto com bicarbonato de sodio, e principalmente, o uso da substancia
carbonato de so6dio de forma isolada, revelou-se uma alternativa promissora e segura para o
controle da doenca. No entanto, sdo necessarias investigacdes adicionais para compreender os
mecanismos pelos quais essas leveduras exercem sua atividade antifingica. Estes resultados
tétm o potencial de direcionar futuras abordagens visando um controle mais eficaz e

sustentavel da doenca em frutos de manga pds-colheita.
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