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Avaliacio do potencial antagonico de leveduras, visando biocontrole
de deterioracao por Penicillium expansum

Evaluation of potential antagonistism in yeasts, seeking biocontrol of
spoilage by Penicillium expansum

Alexandre Rodrigo Coelho'*; Gisele Maria de Andrade Nobrega?; Fernando Carlos
Pagnocca®; Fernando Leite Hoffmann*; Ken-ichi Harada®; Elisa Yoko Hirooka®

Resumo

As perdas consideraveis no armazenamento de macds decorrem principalmente de desordens
microbioldgicas, causadas por Penicillium expansum, que além de colonizar o fruto e causar dano a polpa,
produz a patulina, micotoxina teratogénica e cancerigena. Entre as alternativas ao tradicional tratamento
quimico de doengas pds-colheita de frutos, enfoca-se o biocontrole por leveduras antagonistas, com
énfase em linhagens killer, em funcao da baixa possibilidade de residuos téxicos e com ampla inocuidade
demonstrada nos processos fermentativos. O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial antagdénico
de leveduras no controle de P. expansum, mediante antifungigrama em meio sélido e liquido. Do total
de 44 leveduras isoladas (16 de frutas, 10 de silagem de milho e 18 de formigueiro de laboratério),
20 apresentaram antagonismo perante esporos de P. expansum em agar Meio Para Levedura, sendo
Debaryomyces hansenii C1 responséavel por maior atividade associada a competicao por nutrientes (zona
de inibi¢do de 31 mm) e D. hansenii C7 por antibiose/hiperparasitismo (15 mm). Entretanto, o ensaio
realizado com o sobrenadante de cultivo reduziu o numero de cepas ativas em cinco, sendo Pichia ohmeri
158 e Candida guilliermondii P3 as de maior atividade antagdnica. No antifungigrama em meio liquido
(caldo MPL) o sobrenadante do cultivo de C. guilliermondii (25°C/72 horas) inibiu 58,15% da germinacao
dos esporos de P. expansum e P. ohmeri (25°C/48 horas) inibiu o desenvolvimento de hifas em 66,17%. A
atividade do meio extracelular baseado em antibiose sugeriu mecanismo associado ao carater killer, uma
vez que ambas as leveduras foram positivas perante as linhagens padrdo S. cerevisiae NCYC 1006 e P
kluyveri CAY-15. A diferenga entre os sobrenadantes obtidos do cultivo destas leveduras isoladamente e
em interacdo com o fungo teste, visando estimulo adicional na producao de substancia antifingica, ndo
foi significativa (P > 0,05). De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a aplicacdo de leveduras
antagonistas constitui ferramenta promissora no controle bioldgico de P. expansum em poés-colheita de
maga.
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Abstract

Considerable losses during apple fruit storage occur due to microbiological diseases, mainly caused by
Penicillium expansum, which in addition to fruit pulp deterioration produces patulin, a mycotoxin with
carcinogenic and teratogenic activity. Biological control of post-harvest disease by antagonist yeasts
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focused on killer toxins is an appreciable alternative to the chemical fungicides, due to the low possibility
of toxic residues demonstrated during fermentative processes. Twenty out of 44 yeasts (16 isolated
from fruits, 10 from corn silage and 18 from laboratory anthill), showed antagonism against spores of
P expansum. The assay in solid medium pointed the strongest nutrient competition antagonism by D.
hansenii strain C1 (31 mm inhibition diameter), while D. hansenii strain C7 (15 mm) showed higher
antibiosis and parasitism pattern. In the following step the extracellular activity was tested performing
the assay with culture supernatant in Yeast Medium agar, where C. guilliermondii P3 was more effective
against conidia germination (inhibition rate of 58.15%) while P. ohmeri showed better inhibition on
micelial growth (66.17%). The antibiosis showed by both yeasts could suggest probable mechanism
associated with killer phenomenon, once both strains were killer positive against sensitive reference
strains (S. cerevisiae NCYC 1006 and P. kluyveri CAY-15). In order to enhance the production of
antifungal substance, these yeasts were cultivated with P. expansum, but the difference between culture
supernatant obtained from yeasts cultivated alone and with mould was not significant (P > 0.05). The
results demonstrated that the yeasts application constitute a promising tool, enhancing the biological

control of P. expansum in post-harvest diseases of apple fruit.
Key words: Penicillium expansum, antagonist yeasts, biocontrol

Introducio

As perdas na armazenagem de mag¢a decorrem
principalmente por deterioragdes microbianas
(JANISIEWICZ et al., 1998), principalmente
bolores (BRACKETT, 1993). Devido a perdas
substanciais no processamento industrial
(SUGAR etal., 1994), Penicillium spp representa
o principal agente deteriorante, com destaque a
Penicillium expansum, que além de colonizar o
fruto e causar dano a polpa, produz a patulina,
micotoxina teratogénica e cancerigena (PRIETA
etal., 1994; SYDENHAM et al., 1997).

A aplicagdo indiscriminada de fungicidas
quimicos no controle de frutas pds-colheita
vem sendo desencorajada por afetar a saude
humana e o ecossistema, aliado ao surgimento
de cepas resistentes (SUGAR; SPOTTS, 1999;
SANTOS; SANCHEZ; MARQUINA, 2004).
O biocontrole com leveduras constitui método
alternativo apreciavel, cujo mecanismo baseia-
se na competicdo por nutrientes (WILSON
et al., 1994; JANISIEWICZ; TWORKOSKI;
SHARER, 2000), antibiose e hiperparasitismo
(DROBY; CHALUTZ, 1994; CASTORIA et al.,
1997, CHAN; TIAN, 2005). A exemplo citam-
se Candida oleophila em ASPIRE® (Ecogen)
e BioNext (SynTech Global), e Cryptococcus

albidus em YIELD PLUS® (Ancor Yeast), no
controle de magds pos-colheita, com atuacgdo
caracterizada por competicdo de nutrientes ou
hiperparasitismo (SUGAR; SPOTTS, 1999;
EL GHAOUTH et al., 2000; DROBY et al.,
2003, DROBY et al., 2009). O tratamento de
maca com Candida sake controlou P. expansum
efetivamente, reduzindo o didmetro da lesdo em
80% e ocorréncia de lesdes em 50% (TEIXIDO;
USALL; VINAS, 1999). A constatagdo da
letalidade de fator killer em determinadas
leveduras perante fungos filamentosos ampliou
as perspectivas de aplicacdo, sob o ponto de
vista de biocontrole dos fitopatégenos e bolores
deteriorantes de alimentos (JACOBS; VAN
VUOREN, 1991). Sendo assim, o controle de
doencgas de fruto pos-colheita devido a fungos
deteriorantes/toxigénicos, aliado a investigagao
de compostos bioativos indcuos compativeis
com a aplicagdo pratica, ¢ assunto prioritario
para garantir a qualidade e
produtos oriundos da fruticultura. Neste trabalho
propOs-se avaliar o potencial antagdnico in
vitro de leveduras produtoras de substancias
antifungicas, isoladas de frutas, silagem de milho
e formigueiro de laboratorio, visando biocontrole

seguranca de

da deterioragdo de magas por P. expansum.
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Material e Métodos
Fungo teste

Foi utilizada a cepa toxigénica de P. expansum
n® 2, isolada de magd cv. Gala, produtora de
patulina, mantida na micoteca no Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e¢ Medicamentos-TAM, Universidade
Estadual de Londrina-PR. O fungo, proveniente
de cultura monospérica (NELSON; TOUSSON;
MARASAS, 1983), foi mantido em Agar Batata
Dextrose-BDA inclinado a 4°C na auséncia de luz,
e o indculo padronizado com auxilio de camara
de Newbauer (10° esporos/mL) para os testes
subseqlientes.

Leveduras antagonistas

Um total de 44 leveduras (16 isoladas de

frutas, 10 de silagem de milho, 18 de formigueiro
de laboratério), foi utilizado para o estudo de
caracteristicas antagdnicas (antibiose, competi¢ao
por nutrientes, aderéncia a superficie do patdgeno)
em relagdo a presenca de fator killer, conforme
apresentado na Tabela 1. As leveduras isoladas de
frutas com o codigo A consistiram de cepas cujos
estudos preliminares foram realizados por Levy
et al. (2002). As de codigo C foram isoladas de
silagem de milho por Levy (2003), enquanto que
dezoito isoladas de formigueiro de laboratorio
foram fornecidas pelo Centro de Estudos de Insetos
Sociais-CEIS, UNESP, Rio Claro-SP (cepas 04,
11, 19, 25, 31, 42, 54, 55, 61, 69, 72, 73, 90, 102,
142, 145, 158, 166). Aquelas de codigo G e P
foram isoladas de uva e mamao, respectivamente,
no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos e
Medicamentos - UEL, Londrina-PR.

Tabela 1. Leveduras isoladas e respectivos c6digos empregados nos ensaios.

Leveduras

Codigo dos isolados

Aureobasidium spp
Candida homilentoma
Candida guilliermondii
Candida sake
Cryptococcus aerius
Cryptococcus albidus
Debaryomyces hansenii
Kloeckera spp

Pichia anomala

Pichia guilliermondii
Pichia ohmeri

Pichia membranifaciens
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces roseus
Torulaspora delbrueckii
Tremella foliacea

102%k
11%; 69%
P1¥ P2%; P3*
90
19%
145%

31%k: 61%; C1; C2; C3; C4; C5; C6; C7; C8; C9; C10

Gl
142%k
42%; 72 *
158%*k
Al; A2k; Adk; A5; A6; ATk; A8
73%; 166*k
G2; G3; G4; G5
A3k
04%*; 54*; 55%*
25%

* Leveduras fornecidas pelo Laboratorio do CEIS-UNESP, Rio Claro; cepas de cédigo A (isoladas de magd) e C
(isoladas de silagem de milho) s@o provenientes de estudos realizados por Levy et al. (2002) e Levy (2003); as cepas
de codigo G e P foram isoladas de uva e mamaéo, respectivamente; * leveduras killer.
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Para o isolamento, 10 g da parte deteriorada
da fruta foram diluidos em 90 mL de agua
peptonada estéril a 0,1%, seguido de dilui¢des
decimais seriadas até 10°. Um volume de 0,1
mL das diluicdes foi assepticamente pipetado
e distribuido em placas de Petri
previamente inoculadas com 10° esporos de P.

estéreis

expansum (suspendidos em Tween 80 e contagem
realizada em cdmara de Newbauer) em 20 mL de
Agar Meio Para Levedura-MPL pH 3,5 (glicose
2,0%; extrato de levedura 0,5%; NaH,PO,
0,23%; NaCl 1,0%; (NH,),SO, 0,5%; agar
1,8%), acidificado com acido tartarico 10%. As
leveduras foram isoladas apos incubagao a 25°C
por 5 dias e mantidas em Agar GYMP inclinado
(glucose 2,0%, extrato de malte 1,0%, extrato
de levedura 0,5%, NaHPO, 0,2% e agar 1,8%) a
4°C; para os testes subseqiientes, reativou-se em
Meio MPL a 25°C/48 horas.

A identificagdo das leveduras isoladas por
Levy et al. (2002) e Levy (2003), no Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos (Departamento
de Engenharia e Tecnologia de Alimentos-
UNESP-Sao José do Rio Preto-SP), bem como
daquelas pertencentes ao Laboratorio CEIS-
UNESP-Rio Claro-SP,
convencional descrita por Barnett, Payne e
Yarrow (1990) e Kurtzman e Fell (1998),
enquanto que as leveduras isoladas de mamaio

seguiu  metodologia

e uva foram identificadas utilizando Kit API
20 C AUX System (BioM¢érieux Vitek, Marcy-
I’Etoile, Franga).

Caracterizacgdo de leveduras killer

As leveduras promissoras no controle de P.
expansum foram caracterizadas quanto ao fator
killer. Uma al¢ada da cultura sensivel cultivada
em agar Sabouraud glicose foi suspensa em 3
mL de solugdo salina a 0,85% e padronizada na
Escala n° 1 de McFarland. As culturas sensiveis
(3,0 x 10° células) foram plaqueadas pela técnica
de “Pour Plate” em placas de Petri contendo 20

mL de agar Sabouraud adicionado de 0,003% de
azul de metileno (POLONELLI et al., 1983). Em
seguida, inoculou-se uma al¢ada de leveduras
testes previamente cultivadas em tubos de ensaio
contendo agar Sabouraud glicose sob forma
de pequenos pontos (2,0 mm de didmetro) na
superficie do meio. Apds incubagdo a 20°C por 72
horas, a presenca de fator killer foi evidenciada
pela formagdo do halo de inibicdo ao redor
das leveduras testes (WALKER; MCLEOD;
HODGSON, 1995). As cepas padrao de leveduras
sensiveis utilizadas para a caracterizagao do fator
killer consistiram de Candida glabrata NCYC
366, C. glabrata NCYC 388, Candida albicans
12A, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006,
Pichia kluyveri CAY 15 e P. kluyveri CAY 270.

Obtencao do extrato bruto

Para o pré-inoculo, uma algada de levedura
foi transferida para Erlenmeyer com 25 mL de
Caldo Meio Para Levedura e incubado a 25°C
por 24 horas a 150 rpm. O in6culo foi preparado
baseando-se na escala de McFarland para
bactérias (ITAL, 1995) adaptada para leveduras,
recalculando-se para obter os valores de 3 x 107
(escalan®1)a3x 10%leveduras/mL (escalan® 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 Erlenmeyers contendo 50 mL
de Caldo MPL e em 5 Erlenmeyers contendo 50
mL do mesmo caldo com 10° esporos de 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.

Atividade antifungica em meio solido

A atividade antifingica no meio so6lido
foi analisada pela técnica de semeadura em
profundidade (placas de Petri contendo 25 mL

de Agar MPL inoculado com 10° esporos de P,
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expansum). Apos a solidificagdo procedeu-se a
uma perfuragdo no centro da placa (diametro, 8
mm) e introduziram-se 100 pL (3,0 x 10° células)
do cultivo de levedura (Caldo MPL a 25°C/48
horas). As placas de Petri foram incubadas a
25°C e os diametros de inibigao medidos apos 5
dias com auxilio de paquimetro (MOTOMURA;
HIROOKA, 1996). Para o teste com sobrenadante
de
semelhantes, porém inoculando 100 pL do
sobrenadante preparado conforme item 2.4. Os

cultivo  utilizaram-se  procedimentos

ensaios foram realizados em triplicata.

Atividade antifungica em meio liquido

A atividade antifungica em meio liquido

foi realizada Dbaseando-se essencialmente
nas metodologias descritas por Janisiewicz,
Tworkoski e Sharer (2000) e Chen et al. (1999).
O extrato bruto obtido no item 2.4. foi filtrado
(membrana “Millipore” 0,20 pm) e inoculado
em volume igual (1,0 mL) de Caldo MPL
previamente inoculado com 10° esporos de fungo
teste. Os tubos de ensaio foram incubados a
25°C e procedeu-se a microscopia apos 12 horas,
determinando-se a germinagdo dos esporos e
tamanho das hifas. Paralelamente preparou-se o
controle (branco), inoculando-se 105 esporos de
P expansum em tubos de ensaio contendo 1,0 mL
de Caldo MPL e 1,0 mL de agua destilada estéril.
Os resultados foram obtidos perfazendo trés
repeticdes, cada uma constituida de quatro dados
para a porcentagem de esporos germinados e 40

para a determinacéo do tamanho de hifas.

Analise Estatistica

Os dados da atividade antifiingica exercida
pelas leveduras antagonistas sobre a germinagao
de esporos ¢ o desenvolvimento de hifas de P.

expansum foram analisados pelo programa

ANOVA/MANOVA (STATISTICA 5.0, 1995)
mediante teste de Tukey (P < 0,05).

Resultados e Discussao

A Tabela 2
antifungigrama

apresenta o resultado do
utilizado
como método de triagem inicial de leveduras
de

compostos extracelulares bioativos na inibigdo

em meio solido,

antagonistas interesse na producdo de
de P. expansum. Das quarenta e quatro leveduras
testadas empregando células integras no agar
MPL inoculado com 10° esporos de P. expansum,
20 (45,5%) apresentaram antagonismo, sendo 15
por competi¢do de nutrientes (cepas G3; G5; Al;
A2;A3;A5;A6;A7;C1;C5;31;42;69;102; 142)
e 5 com indicios de antibiose (cepas A4; AS; C7;
P3; 158). O diametro de inibicdo caracterizado
por competicdo de nutrientes (desenvolvimento
de massa celular) variou de 10 a 31 mm, sendo D.
hansenii C1 responsavel pela formagao de maior
halo. Em relacdo aos antagonistas produtores
de compostos extracelulares (halos de inibigdo
evidenciados por antibiose), o didmetro variou
de 13 a 17 mm (Tabela 2).

As cepas com indicio de antibiose (A4;
A8; C7; P3; 158) foram submetidas ao mesmo
solido),

porém empregando o sobrenadante de cultivo

ensaio (antifungigrama em meio
das leveduras. C. guilliermondii (cepa P3) e
Pichia ohmeri (cepa 158) apresentaram o0s
maiores didmetros de inibi¢do (COELHO et
al., 2004), sendo portanto, selecionadas para o
ensaio em meio liquido, devido a sensibilidade
do método, que permite analise microscopica
de hifas ¢ a contagem de esporos germinados
(JANISIEWICZ; TWORKOSKI; SHARER,

2000).
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Tabela 2. Efeito antagdnico de leveduras (células integras)* no desenvolvimento de P. expansum.

Leveduras/cédigos Didmetro de inibicio (mm)*
Competicao por nutrientes® Antibiose

Debaryomyces hansenii C1 31,00

D. hansenii C5 11,00

D. hansenii C7 15,00%*

Pichia membranifaciens Al 29,30

P. membranifaciens A2 22,00

Sporobolomyces roseus A3 18,00k

P. membranifaciens A4 14,00%

P. membranifaciens AS 14,00

P. membranifaciens A6 25,00

P. membranifaciens A7 28,00

P. membranifaciens A8 13,00

Rhodotorula mucilaginosa G3 14,00

R. mucilaginosa G5 14,00

Candida guilliermondii P3 17,00k

C. homilentoma 31 13,00

P. guilliermondii 42 10,00

C. homilentoma 69 16,00

Aureobasidium sp. 102 10,00k

P, anomala 142 10,00

P. ohmeri 158 17,00%

*:Células integras: leveduras cultivadas em Caldo MPL a 25°C/48 h.

**Antagonismo por antibiose e hiperparasitismo.

: Diametro caracterizado por desenvolvimento de massa celular.
E: Ensaio com indculo de células integras (3,0 x 10 células) em orificio de 8 mm no agar MPL previamente inoculado
“Pour Plate” com 10° esporos de P. expansum (25°C/5 dias), em triplicata.

k-Leveduras killer.

A Tabela 3 apresenta as 13 leveduras killer
positivas (cepas A2, A3, A4, A7, P1, P2, P3,
31, 102, 142, 145, 158 e 166), do total de 44
analisadas. As cepas A2, A3, A4, P3,31,102, 142
e 158 mostraram maior espectro de acdo killer,
com resultados positivos contra duas ou mais
leveduras sensiveis. Cinco leveduras (cepas A2,
A3, A4, A7 e 142) foram killer positivas contra
C. glabrata NCYC 366 ¢ C. glabrata NCYC 388,
sugerindo que esta similaridade poderia indicar
produgdo de uma mesma substincia antagonica
(POLONELLI et al., 1983).

Das
killer positivas, nove (69,23%) apresentaram

treze leveduras identificadas como
antagonismo contra P. expansum (Tabela 2), seja
por competicdo de nutrientes (cepas A2, A3, A7,
31, 102 e 142) ou por antibiose (cepas A4, P3
e 158). Este fato poderia ampliar a aplicagao de
leveduras antagonistas em produtos alimenticios
evitando a proliferacdo de bolores e leveduras
selvagens (WALKER; MCLEOD; HODGSON,

1995).
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Tabela 3. Identificagdo de leveduras positivas para o fator killer* empregando leveduras sensiveis de

referéncia.

Leveduras sensiveis

Leveduras (+) para fator killer

Pichia kluyveri CAY-15

Pichia kluyveri CAY-270
Saccharomyces cerevisiae NCYC-1006
Candida glabrata NCYC 366

Candida glabrata NCYC 388

Candida albicans 12*

P1; P2; P3;31; 102; 142; 145; 158; 166
A2; A4; 102
A2; A3; P3;102; 142; 158
A2; A3; Ad; A7, 142
A2; A3; A4; AT, 31;102; 142; 158
A3; A4

* 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.

A = leveduras isoladas de magca.
P = leveduras isoladas de mamao.

A Tabela 4 e Figura 1 apresentam as médias
gerais dos resultados de trés repeti¢oes (realizadas
ao longo de 4 meses), do antifungigrama em
meio liquido com sobrenadante do cultivo de
C. guilliermondii P3 e P. ohmeri 158 contra o
desenvolvimento de hifas do fungo teste e a
germinacdo de esporos. Em adigdo, cultivou-se
C. guilliermondii P3 ¢ P. ohmeri 158 em interacdo
com P. expansum, e os sobrenadantes obtidos
foram inoculados novamente com o fungo,
visando estimular maior producdo de substancia
antagdnica, associada a um processo induzido.
O sobrenadante obtido dos cultivos de 48 e 72
horas de ambas as leveduras testadas inibiram
P expansum com maior intensidade (Tabela 4,
Figura 1). O melhor efeito inibitdrio ocorreu sobre
o desenvolvimento de hifas, porém nao houve
diferenca significativa entre o sobrenadante do
cultivo de levedura e da interagdo levedura/fungo
(P> 0,05, Tabela 4). Com o intuito de analisar se
o cultivo simultdneo com P. expansum poderia
induzir estimulo adicional a antibiose, Levy
(2003) também observou atividades similares
para ambos sobrenadantes,
que a producdo de substincias antagOnicas
pelas leveduras testadas nao ¢ estimulada pela
presenca de fungo teste (Tabela 4, Figura 1A,

0s confirmando

1C). Por outro lado, a inibi¢do da germinagdo de
esporos foi significativamente maior utilizando o
sobrenadante obtido exclusivamente com cultivo
de levedura (P < 0,05, Tabela 4), sugerindo que o
sobrenadante do cultivo da interacdo levedura/P.
expansum, continha produtos do metabolismo
do fungo teste que dificultavam a atuacgdo
da substidncia antagOnica sobre os esporos
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2003).

O sobrenadante do cultivo de C. guilliermondii
obtido ap6s 72 horas de incubacdo a 25°C inibiu
31,29% do desenvolvimento de hifas e 58,15% da
germinagdo de esporos de P. expansum, enquanto
que o sobrenadante da interacdo levedura/
fungo inibiu 31,37% do desenvolvimento de
hifas e 21,41% dos esporos (Figura 1A, 1B).
Com relagdo a atividade do sobrenadante do
cultivo de P ohmeri (25°C/48 horas), este
inibiu o desenvolvimento de hifas em 64,37%
e a germinag¢do dos esporos de P. expansum
em 36,17% (Figura 1C, 1D). Nao obstante, o
sobrenadante derivado da interacdo P. ohmeri/P.
expansum inibiu o desenvolvimento de hifas em
62,68% e a germinagao dos esporos em 18,96%,
também apds 48 horas de incubacio (Figura 1C,
1D).
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Figura 1. Efeito inibitdrio do sobrenadante dos cultivos* (24 a 120 h) de A) C. guilliermondii P3 e interagao
C. guilliermondii P3/P. expansum no desenvolvimento de hifas do fungo teste, B) C. guilliermondii P3 e
interacdo C. guilliermondii P3/P. expansum na germinagao de esporos do fungo teste, C) P. ohmeri 158
e interacdo P. ohmeri 158/P. expansum no desenvolvimento de hifas do fungo teste, D) P. ohmeri 158 e
interacdo P. ohmeri 158/P. expansum na germinacao de esporos do fungo teste, apds 12 horas de incubagao

0,
a25°C.
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E 1.5
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Z 0 2 o
= 24 a8 72 %6 120 i 24 a8 72 %5 120
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= Sobrenadante do cultivo de levedura
m Sobrenadante do cultivo de levedura com P. expansum

*Cultivo estatico realizado em 50 mL de Caldo MPL durante cinco periodos diferentes a 25°C, seguido de centrifugacdo

(6.500 x g/15 min, 10°C).

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se
a utilizacdo dos sobrenadantes do cultivo isolado de
P. ohmeri (48 horas) e C. guilliermondii (72 horas),
que além de inibirem a germinacdo de esporos e
retardarem o desenvolvimento de P expansum,
nao conteriam metabolitos do fungo teste, a
exemplo de patulina, micotoxina teratogénica e
cancerigena (PRIETA et al., 1994; SYDENHAM
et al., 1997). Testes de antifungigrama em meio
liquido realizados com leveduras do género
Aureobasidium spp incubados a 25°C por 24 horas,
inibiram a germinacdo dos esporos de P. expansum
em 98% (JANISIEWICZ; TWORKOSKI;
SHARER, 2000). Entretanto, Zhang et al. (2005)
nao obtiveram resultados satisfatorios no controle

de Botrytis cinerea com o sobrenadante do cultivo

de C. laurentii, embora atingisse o controle total
ao utilizar uma suspensdo de células integras,
indicando atuacao por competicdo de nutrientes.

Wisniewsky et al. (1991) atribuiram o sucesso
da aplicacdo de leveduras a facilidade de integrar o
uso ao ambiente e sistema de manejo da fruta. Usall
et al. (2001) obtiveram 6timos resultados utilizando
C. sake (cepa CPA-1) no biocontrole de doencas
pos-colheita causadas por P. expansum em magas,
com reducdo na ocorréncia de frutas deterioradas
superior a 70%. Guinebretiere et al. (2000) também
obtiveram sucesso no tratamento contra B. cinerea
em morangos armazenados, aplicando 10° UFC/
lesdo de Candida reukaufii cepas 5L3, 10CL4, 10L2
e Candida pulcherima 10L8 isoladas da propria
fruta. A aplicagdo de 107 células por mL de Candida
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membranifaciens e Rhodotorula mucilaginosa
mostrou uma varia¢ao de inibicdo de 20,6 a 61,4%
no controle de P. expansum (GHOLAMNEJAD:;

ETEBARIAN; SAHEBANI, 2010).

A Figura 2 demonstra a Otima atuacdo dos
sobrenadantes dos cultivos de C. guilliermondii ¢
P. ohmeri sobre o desenvolvimento de hifas de P
expansum. A analise microscopica foi padronizada
em 12 horas de incubagdo a 25°C, apos inoculagao

dos esporos flingicos no sobrenadante de cultivo,
visto que a leitura em 24 horas mostrava intenso
desenvolvimento ~ micelial, impossibilitando
determinar o desenvolvimento das hifas. O fato
sugere instabilidade da substincia antifingica
devido a redugdo dos componentes presentes no
meio de cultivo apds utiliza¢do por P. expansum na

fase log, caracterizando assim um efeito fungistatico.

Figura 2. Desenvolvimento de P. expansum apo6s incubagdo a 25°C/12 horas em A: Caldo MPL e 4gua
destilada estéril (controle); B: Caldo MPL e sobrenadante do cultivo de C. guilliermondii P3 (25°C/72 h.);
C: Caldo MPL e sobrenadante do cultivo de P. ohmeri (25°C/48 h.); aumento 100 X.

A

1y

Linardi e Machado (1990), salientaram a
importancia comercial da producdo de substancias
antifungicas por leveduras, constituidas de grupo
microbiano relevante nos estudos de aplicagdo
industrial. A constatagdo da letalidade do fator
killer contra fungos filamentosos em determinadas
leveduras ampliou ainda mais as perspectivas
de aplicagdo no biocontrole de fitopatogenos e
bolores deteriorantes de alimentos (JACOBS;
VAN VUOREN, 1991). Walker, McLeod e

Hodgson (1995) realizaram os trabalhos pioneiros,

constatando a  susceptibilidade de fungos
filamentosos deteriorantes a leveduras killer: S.
cerevisiae enquadrou-se entre os agentes com
maior potencial antagdnico, cuja exposi¢ao causou
vacuolizagdo da hifa e pigmentacdo do micélio,
indicando lise celular (WALKER; MCLEOD;
HODGSON, 1995). Santos, Sanchez e Marquina
(2004) relataram a inibicao de B. cinerea CYC
20010 por Pichia membranifaciens CYC 1106
utilizando-se tanto células integras (didmetro de

inibicdo de 32 mm), como a toxina killer pura. Os
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metabolitos produzidos por C. membranfaciens
e R. mucilaginosa apresentaram oOtima atuacdo
no controle de P. expansum, com inibi¢do de até
89,1 e 86,0% do desenvolvimento do fungo teste,
respectivamente. Em estudo realizado por Levy
(2003) com células integras de D. hansenii C7 em
caldo MPL contendo 10° esporos de P. expansum,
observou-se aderéncia de células aos propagulos
fingicos, indicando atividade antifungica associada
ao hiperparasitismo, além de antibiose.

Entretanto, este estudo enfoca o avanco na
utilizacdo de compostos extracelulares produzidos
por leveduras antagonistas contra P. expansum, isto
¢, sem aplicagdo direta da levedura com o fungo.
Embora neste trabalho e no realizado por Levy
(2003), a produgdo de exocompostos ndo fosse
estimulada pela presenca do fungo teste, Castoria et
al. (2001) demonstraram a inibig¢do de P. expansum
e B. cinerea por A. pullulans em maga e péra devido
a competicdo de nutrientes, aliado a hidrélise da
parede celular por B-1-3 glucanase e N acetil B-D-
glucosaminidase (nagase), induzida pela adi¢ao de
extrato micelial seco de P. expansum. A ineficicia
do filtrado produzido somente com o cultivo de A.
pullulans confirmou os resultados, sendo o processo
similar a produgdo de quitinase desencadeado no
mecanismo natural de defesa em fruta pos-colheita.
Chan e Tian (2005), relataram maior interacao direta
de P membranifaciens com hifas de Monilinia
fructicola, P. expansum ¢ Rhyzopus stolonifer,
quando comparado com o efeito interativo de C.
albidus, associado a produgdo de B-1,3-glucanase e
quitinase.

Em suma, a prevengdo precoce empregando
procedimentos
humana seria uma decisdo perspicaz e coerente,

de controle indcuos a satde
ou seja, prevenir a proliferagdo/invasdo de agentes
deteriorantes/toxigénicos em nivel de superficie
externa do fruto, sem afetar a qualidade nutricional
e caracteristicas fisicas e quimicas internas
(COELHO; HOFFMANN; HIROOKA, 2003).
Conclui-se que as leveduras constituem agentes

promissores contra fungos deteriorantes na pos-

colheita, porém requerem-se estudos posteriores in
vivo para avaliar o perfil antagonico no hospedeiro,
além de caracterizacdo estrutural das substancias
antagbnicas visando garantir a inocuidade,
principalmente no que se refere a aplicacao direta

em alimentos.
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