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Resumo

O controle de doencas em pés-colheita é usualmente realizado com a
utilizacdo de agrotéxicos; contudo, nos ultimos anos, tem crescido a
demanda por tratamentos alternativos, objetivando minimizar os efeitos
danosos desses produtos na saide humana e no meio ambiente.

Entre as alternativas para substituicdo de agentes quimicos, estao os
agentes de biocontrole. Este trabalho objetivou avaliar a acéo in vivo
da levedura killer, Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440, contra
Colletotrichum gloeosporioides, agente da podridao pés-colheita do
mamao. A levedura foi previamente selecionada in vitro em desafio
contra o patégeno em questao. Neste trabalho, quando inoculada
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in vivo 24 horas antes da aplicacdo do fungo, a Cepa killer 440
(Wickerhamomyces anomalus) foi capaz de reduzir o didmetro da lesao
em 30,23%, 8 dias apds a inoculacado do fitopatégeno. A aplicacao da
levedura 12 e 3 horas antes do fitopatégeno resultou em reducao da
infeccdo na ordem de 24,64% e 10%, respectivamente.

Palavras-chave: Carica papaya, doenca, Colletotrichum gloeosporioides,
controle biolégico.



Biocontrol of Postharvest
Anthracnose in Papaya
Employing Killer Yeasts

Abstract

The control of diseases in post-harvest is usually done using pesticides.
However, in recent years, the demand for alternative treatments has
increased, aiming to minimize the harmful effects of these products
on human health and the environment. Among the alternatives

for replacing chemical agents, there are the biocontrol agents.

In the study, the in vivo action of yeast killer Wickerhamomyces
anomalus, strain 440, against Colletotrichum gloeosporioides, agent
of postharvest decay of papaya. The yeast was previously selected

in vitro challenging the pathogen in question. In this work, when
inoculated in vivo 24 hours before application of the fungus, strain
killer 440 (Wickerhamomyces anomalus) was able to reduce the
diameter of the lesion by 30,23%, 8 days after inoculation of the
phytopathogen. The application of yeast 12 and 3 hours prior to the
phytopathogen resulted in reduction of infection in the order of 24,64
% and 10%, respectively.

Keywords: Carica papaya, disease, Colletotrichum gloeosporioides,
biological control.



Biocontrole da Antracnose Pds-Colheita do Mamao com Levedura Killer

Introducao

O mamao (Carica papaya L.) constitui um dos principais frutos da
pauta de exportacdo do Brasil, situando nosso pais como o segundo
maior exportador mundial da fruta (Figura 1), além de uma forte
comercializacéo interna. Contudo, a susceptibilidade dessa fruta a
doencas, principalmente na pds-colheita, € muito elevada, ndao podendo
dispensar um cuidadoso manejo na pré e pos-colheita de maneira a
reduzir a possibilidade de perdas. Dentre as doencas que ocorrem nessa
fase, a antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Sacc., é considerada uma das mais importantes (SERRA; SILVA, 2004;
SILVA et al., 2006).
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Figura 1. Principais exportadores de mamao segundo a organizacdo das nacdes
Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO, 2012).
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O controle das doencas de mamao em pds-colheita é frequentemente
realizado por meio da aplicacdo de quimicos sintéticos. Contudo, o
aumento de resisténcia dos fitopatdgenos, assim como a comprovacao
dos efeitos nocivos desses produtos ao meio ambiente e a salde,
tém aumentado a demanda por novas alternativas de controle
(KEFIALEWA; AYALEWB, 2008; SPADARO; GULLINO, 2004). Desse
modo, o emprego de agentes de biocontrole como forma de minorar
o impacto quimico no ambiente configura-se como uma das mais
vidveis alternativas de controle de doencas de plantas na atualidade,
tanto que, para isso, jd sdo comercializadas formulacdes prontas a
base de diferentes microrganismos ou seus metabdlitos no mercado
internacional e até nacional (ROMEIRO, 2007).

Nos ultimos anos, a utilizacdao de leveduras killer para controlar
fitopatégenos vem sendo reportada por varios autores (GOUVEIA,
2007; COELHO et al., 2007; HASHEM; ALAMRI, 2009), porque esses
microrganismos produzem uma toxina antagénica a outros fungos

e sao habeis em colonizar e sobreviver na superficie de frutos por
longos periodos de tempo e em diferentes condicbes ambientais. Além
disso, tém baixo requerimento nutricional, alta taxa reprodutiva e
reconhecida inocuidade ao ser humano, comprovada por centenas de
anos de utilizagcdao em fermentacoes industriais (COELHO et al., 2003;
DRUVEFORS, 2004).

Nesse contexto, a pesquisa objetivou avaliar o efeito in vivo

e a influéncia do tempo de inoculacao de leveduras killer
Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440 no controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides, agente da antracnose e podriddao
pds-colheita em mamao.

Material e Métodos

Inoculacédo do fitopatégeno

Primeiramente, um isolado de Colletotrichum gloeosporioides, obtido
de mamao infectado, pertencente a Colecao de Fungos Fitopatogénicos
da Embrapa Agroindustria Tropical, teve a sua patogenicidade testada
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em fruto sadio, de onde se reisolou o espécime, mantendo-o em meio
batata-dextrose-agar (BDA) a 8 °C para utilizacdo nos experimentos
deste trabalho. Para a inoculacao do fitopatégeno nos frutos de
mamao, a partir de culturas de 10 dias de idade incubadas a 28 °C,
foram preparadas suspensdes de conidios com concentracdo ajustada
para 1,0 x 10°% conidios mL", sendo esse ajuste realizado com o auxilio
de hemacitometro (ZHAO et al., 2008).

Levedura antagonista

O isolado de Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440, isolada e
identificada por meio de biologia molecular, em estudo prévio, foi
mantida a 4 °C em BDA até o momento de sua utilizacdo. Culturas
liguidas dessa levedura foram cultivadas em frascos Falcon, cujo
meio era constituido de 30 mL de caldo YEPD (extrato de levedura
10 g L, peptona 20 g L', glicose 20 g L'"). A cultura foi incubada por
24 horas a 28 °C, a partir da qual se obteve a suspensado de células
livres de meio por centrifugacao a 6.000 rpm por um periodo de 10
minutos. A suspensao foi lavada duas vezes com agua destilada estéril
para a completa remocdo de meio. Os pellets foram ressuspensos em
agua destilada estéril até a concentracdo de 1 x 108 células mL'. O
ajuste da concentracao foi realizado com auxilio de hemacitémetro
(ZHAO et al., 2008).

Frutos

Mamoes ‘Gold’ com tamanho e grau de maturidade uniformes, sem
lesdes ou podridao, foram colhidos em um pomar comercial situado no
Municipio de Paraipaba, CE, e conduzidos ao Laboratério de Patologia
Pés-Colheita, onde foram lavados com agua corrente para a remocao
de residuos do campo. Em seguida, foram higienizados, com hipoclorito
de sédio a 2,0% por 3 minutos, e postos para secar naturalmente.
Apds esse processo, com o auxilio de um furador de rolhas esterilizado,
prepararam-se os frutos para a realizacdao dos testes efetuando-se dois
ferimentos uniformes de 5 mm de diametro e 3 mm de profundidade,
distanciados entre si a 8 cm e situados na regidao equatorial de cada
fruto (Figura 2).
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Foto: Francisco Marto Pinto Viana

Figura 2. Mamdées ‘Gold’ comuns, com tamanho
e grau de maturidade uniforme, sendo preparados
para inoculacéo.

Ensaios

1. Eficiéncia de Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440 no
controle da podriddo do mamao por Colletotrichum gloeosporioides

Aliquotas de 20 uL da suspensdo contendo 1 x 108 células mL" de
Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440 foram inoculadas em cada
ferimento. Apds 3 horas, a suspensao de conidios (1 x 10° conidios
mL") do fungo foi adicionada em cada ferimento (Figura 3A). Os
frutos foram incubados em caixas plasticas que foram envolvidas com
filme plastico e acomodadas em estantes em ambiente de elevada
temperatura e umidade relativa do ar, respectivamente 28 °C e 90%,
de modo a proporcionar condicoes favoraveis ao desenvolvimento da
doenca pdés-colheita em estudo (Figura 3B). A evolucao das lesdes

foi avaliada diariamente, por meio da medicdo do diametro da area
deteriorada a partir dos ferimentos iniciais. Como controle negativo,
foi utilizada agua destilada esterilizada em substituicdo ao agente de
biocontrole. Foram utilizados 10 frutos, cada um constituindo uma
repeticao (ZHAO et al., 2008).
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Fotos: Francisco Marto Pinto Viana

Figura 3. Suspensédo de Wickerhamomyces anomalus Cepa
LFP-440 sendo inoculada em ferimento de mamao (A) e frutos
incubados apés a inoculacao (B).
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2. Efeito do tempo de inoculacdo da levedura killer Wickerhamomyces
anomalus Cepa LFP-440 no controle de Colletotrichum sp. em
mamoes

Os frutos higienizados e feridos, como descrito acima, foram tratados
com aliquotas da levedura e do fitopatdgeno, combinando-se diferentes
tempos de associacao desses microrganismos, o que deveria refletir o
efeito de prevencao e de cura do agente de biocontrole sobre a doenca
incitada pelo agente em estudo. Primeiramente, adicionaram-se, aos
ferimentos, aliquotas de 20 uL da suspensdo de Wickerhamomyces
anomalus 12 e 24 horas antes da inoculacdo do patégeno e, nos
outros tratamentos, adicionou-se a levedura 12 e 24 horas depois da
inoculacao do Colletotrichum gloeosporioides.

Apds o estabelecimento dos tratamentos, os frutos foram incubados
da mesma forma ja descrita para o ensaio anterior. Diariamente, a
evolucao das lesdes foi avaliada, por meio da medicao do didmetro da
area deteriorada. Como controle negativo, foi utilizada dgua destilada
esterilizada em substituicdo ao agente de biocontrole. Para cada
agente, foram utilizados 10 frutos, sendo cada um considerado uma
repeticao (ZHAO et al., 2008).

Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
SISVAR (versado 5.3; Universidade Federal de Lavras). Os dados
foram analisados por analise de variancia (ANVA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de P=0,05.

Resultados e Discussao

Pelos dados da tabela 1, verifica-se que a suspensdo da levedura
killer Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440, foi capaz de reduzir
significativamente (P=0,05) a lesdao causada por Colletotrichum sp.
em mamao, quando inoculada simultaneamente ao fitopatégeno, apds
8 dias de incubacédo na temperatura de 28 °C em cédmara Umida (90%
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de UR) (Figuras 4A e B). Varios trabalhos tém relatado o controle de
fitopatégeno com o uso de leveduras (HASHEM; ALMRI, 2009; LIU;
TSAO, 2009; DAL BELLO et al., 2008). Contudo, ndo se conhece a
utilizacao da espécie Wickerhamomyces anomalus como agente de
biocontrole.

Tabela 1. Efeito da levedura killer Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440, no
diametro da lesdo causada por Colletotrichum sp. em mamao.

Média das Resultado

e amenio lesdes do teste!"
Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440 2,090 a
Controle negativo (dgua destilada estéril) 3,390 b

"Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o
teste de Tukey P=0,05.

Figura 4. Efeito protetor de Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440, sobre
Colletotrichum gloeosporioides em mamdes apos 8 dias de incubacdo a 28 °C
com 95% de UR em comparacéo a frutos tratados com agua destilada.

Resultados semelhantes foram relatados por WANG et al. (2010),
que avaliou a eficiéncia de Rhodosporium palidum no biocontrole de
mofo-verde em tomate e relatou reducédo de 35,8% na infeccédo apds
5 dias de incubacédo. Zhang et al. (2010) relataram reducéao de 33%,
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35,7% e 44,4% da podriddo-marrom em péssegos com 0 emprego,
respectivamente, de Pseudozyma fusiformata, Metschnikowia sp. e
Aureobasidium pullulans. A eficacia do agente é influenciada por vérios
fatores, dentre os quais merecem destaque: a capacidade do agente
de controle em colonizar a superficie dos frutos, a taxa reprodutiva do
fitopatégeno e as condicoes ambientais (DROBY et al, 2009).

O tempo decorrido entre a inoculacao do agente de biocontrole e o
fitopatégeno teve efeito significativo sobre a eficiéncia de controle.
Durante todo o periodo de incubacédo (8 dias), mamdes inoculados
com a levedura antagénica 24 e 12 horas antes da aplicacdo do
fitopatégeno apresentaram didametro de infecgao significativamente
menor, em relacdo aqueles inoculados 12 e 24 horas depois (P=0,05),
como se vé na Tabela 2. Frutos tratados com a levedura antag6nica 24
e 12 horas antes da inoculacado de Colletotrichum sp. apresentaram,
ap6s 8 dias de incubacao, respectivamente, lesdes 30,23% e

24,64% menores quando comparados com o controle, enquanto
aqueles tratados 12 e 24 horas depois da inoculacdo do fitopatégeno
apresentaram reducao de 10,9% e 5,7% (Figura b).

Tabela 2. Efeito do tempo de inoculacdo sobre a eficiéncia de controle de
Colletotrichum sp. pela levedura killer Wickerhamomyces anomalus Cepa
LFP-440.

Resultado do teste de

Tempo de inoculacdo Média Tukey com P=0,05"
24 horas antes do fitopatégeno 2,00 A
12 horas antes do fitopatdégeno 2,45 A
12 horas depois do fitopatégeno 3,10 B
24 horas depois do fitopatégeno 8,25 B

" Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com
o teste de Tukey P=0,05.
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Figura 5. Efeito” do tempo de inoculacdo de Wickerhamomyces anomalus
Cepa LFP-440 sobre o desenvolvimento de lesdo provocada por Colletotrichum
sp. em mamao.

' Barras representam desvio padrdao da média de cada tratamento no dia da avaliacéo.

Resultado semelhante foi descrito por Zhao et al. (2008), que,
avaliando a eficiéncia do antagonismo de Pichia guilliermondii contra
o agente de podridao pés-colheita de frutos de tomate, Rhizopus
nigricans, relataram controle de 92% da infeccdo com a inoculacéo
da levedura 24 horas antes do fitopatégeno. Os autores descreveram
ainda que o percentual de inibicdo caiu para 75,5%, com inoculacao
simultanea de ambos, e chegou a 14,7% com inoculacéo da levedura
24 horas ap0ds o fitopatégeno.

O resultado obtido com o tratamento dos frutos com a levedura
antagonista somente apds a inoculacdo do patégeno sugere uma

15
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perda de eficiéncia do biocontrole. Contudo, essa perda pode

estar relacionada ao mecanismo de acao antagbnica da levedura,
principalmente, em competicdo por espaco e por nutrientes. No

caso deste ensaio, o fitopatdgeno ja havia iniciado o processo de
colonizacao do tecido hospedeiro quando a levedura foi inoculada, nao
havendo tempo habil para que a levedura assumisse os sitios para a
defesa do fruto (Tabela 2).

Pelos dados da Tabela 2, observa-se que ndo houve diferenca
significativa (P=0,05) entre as médias dos tratamentos realizados a 12
ou 24 horas antes da inoculacdo do fitopatégeno, nem entre as médias
dos tratamentos realizados a 12 e 24 horas apds a inoculacao dele,
evidenciando que a eficiéncia do controle estd condicionada a aplicacao
do agente antagonista antes da instalacdo do agente da doenca. Essa
constatacao é fundamental para a escolha do momento de aplicacdo do
agente de biocontrole, pois, segundo Zhao et al. (2008), a aspersao de
leveduras antagbnicas antes da colheita dos frutos pode proteger areas
da superficie que apresentem pequenas lesdes, seja no transporte ou
na comercializacao, prevenindo a ocorréncia de doencas.

Devido a elevada populacdo que a levedura é capaz de desenvolver em
substrato apropriado, é possivel que esse tenha sido o mecanismo que
controlou C. gloeosporioides. A competicao por espaco e nutrientes
tem sido descrita como o principal mecanismo de acdo para agentes
de controle (ZHAO et al., 2008; DROBY et al, 2009; WANG et al.,
2010; ROSA et al., 2010). Portanto, nesse trabalho de defesa na
po6s-colheita do mamao, Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440
atuou principalmente na prevencao e na reducao da severidade da
doenca estudada, isso em funcao da sua eficiente ocupacao dos
possiveis nichos favoraveis ao desenvolvimento do patégeno. Vale a
pena observar que nem sempre o controle de doencas na pds-colheita
por meio de microrganismos € obtido a partir de sustancias lesivas ao
patogeno, pois, sendo um processo complexo, pode envolver diferentes
atividades por parte do organismo antagénico. No caso de leveduras,
em geral, é a competicdo por espaco e nutrientes um dos mais
importantes mecanismos.
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Conclusao

A levedura killer Wickerhamomyces anomalus Cepa LFP-440 é

capaz de proteger mamdes da podridao pds-colheita causada por
Colletotrichum gloeosporioides quando esses frutos sao tratados antes
da introducéao do fitopatdgeno.
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