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RESUMO

A Mangifera indica L., conhecida popularmente como mangueira, é uma cultura pertencente à
família Anacardiaceae, originária da Índia, cultivada, geralmente, em regiões tropicais e
subtropicais, apresentando diversos fatores que influenciam diretamente na sua qualidade, tais
como a escolha da variedade mais adequada para cada região, o controle de pragas e
patógenos, a irrigação e a adubação. O controle de doenças pós-colheita em frutos tropicais e
subtropicais desempenha um aspecto importante na prevenção das perdas durante o
armazenamento e comercialização. Entretanto, a utilização indiscriminada de fungicidas
químicos tem acarretado consequências adversas tanto para a saúde humana quanto para o
meio ambiente. Diante desse cenário, o presente estudo objetivou avaliar uma estratégia para
o controle do fitopatógeno Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose,
mediante a utilização de leveduras amazônicas associadas a substâncias GRAS, tanto na
abordagem do controle clássico quanto integrado, visando a redução da incidência e
severidade da antracnose em mangas pós-colheita. Foram selecionadas cepas de leveduras de
três frutos amazônicos. Sendo reativadas um total de 300 isolados, dentre estas foram
escolhidas três leveduras (LB29, LT76, LP101) e a substância carbonato de sódio como
possíveis agentes controladores. A escolha das leveduras com potencial inibitório contra o
patógeno, baseou-se na avaliação de teste de crescimento em diferentes temperaturas,
verificação da produção das enzimas pectinase e celulase e observação da produção de
substâncias antagônicas difusíveis e voláteis contra o fitopatógeno. Nos testes in vivo de
controle clássico, as cepas LB29 e LT76 conseguiram reduzir de forma isolada a incidência da
podridão causada por C. gloeosporioides em cerca de 20% e 30% e da severidade em 69% e
58%, respectivamente. Já no controle integrado à substância GRAS, o carbonato de sódio em
conjunto com as cepas LB29 e LT76 diminuíram 50% da incidência e 69 e 58% da
severidade, respectivamente. Por outro lado, o carbonato de sódio reduziu sozinho, a
incidência e severidade em 90%. Portanto, foi verificada a eficácia das duas leveduras
associadas à substância GRAS em reduzir um pouco mais de 50% da severidade da doença,
bem como o carbonato de sódio, de forma isolada, reduzindo significativamente a incidência e
severidade da doença. Isso evidencia que a seleção dessas leveduras e da substância pode ser
uma estratégia promissora de controle contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides em
manga pós-colheita.

Palavras-chaves: Podridão por antracnose. Controle da doença. Leveduras amazônicas.
Carbonato de sódio.



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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1. INTRODUÇÃO

Uma das principais espécies de fungos que infectam os frutos da mangueira na fase

pós-colheita é o Colletotrichum gloeosporioides (MELO et al., 2021), agente causal da

antracnose, que ocasiona podridão no fruto (REZENDE et al., 2020). Essa doença é

conhecida mundialmente, principalmente por infectar frutos de origem tropicais tais como

manga, mamão, uva, amoras, morangos, (OLIVEIRA et al., 2019), entre outras. O C.

gloeosporioides apresenta maior prevalência em mangas cultivadas e armazenadas em regiões

de áreas com climas quentes e úmidos. Essas condições proporcionam um ambiente ideal para

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

Para evitar perdas durante a conservação e o comércio de frutos tropicais, é de

fundamental importância controlar patologias que surjam na fase pós-colheita (JOHN;

BABU, 2021). Métodos inadequados de colheita e armazenamento facilitam a disseminação

do fungo. Danos mecânicos durante a colheita e o armazenamento prolongado, em condições

úmidas, também favorecem a penetração e proliferação do patógeno (SOUSA et al., 2022). O

entendimento desses fatores é essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de

controle e manejo da doença, visando mitigar os impactos negativos na produção e qualidade

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

Historicamente, o uso de fungicidas químicos tem sido a estratégia mais empregada

para o controle dessas patologias (ECULICA; DOMINGOS; SERRANO, 2021). No entanto,

a aplicação indiscriminada desses fungicidas sintéticos têm um impacto negativo à saúde

humana e ao meio ambiente (JOHN; BABU, 2021), podendo desencadear uma série de

enfermidades graves ao homem, dentre as mais preocupantes estão: alterações nos hormônios

da tireoide, câncer uterino, insuficiência renal crônica, e desenvolvimento de leucemia

mieloide (BRAGA et al., 2020). Quatro das maiores nações consumidoras de produtos

químicos agrícolas, são os Estados Unidos, a União Europeia, a China e o Brasil (FREITAS,

2019). O uso indiscriminado de agrotóxicos afeta todos os continentes, desde pequenas áreas

urbanas até grandes propriedades rurais (COUDEL et al., 2021). O número de casos

notificados de intoxicação por agrotóxicos registrou um aumento de duas vezes entre 2007 e

2016 (CARVALHO et al., 2022), e diversas autoridades de saúde e órgãos ambientais

alertaram sobre os riscos do uso excessivo. Acredita-se que, se a política agrícola não for

alterada urgentemente, o custo ambiental para os agricultores e para os consumidores, pode

acabar superando a produção agrícola (ALCANTARA et al., 2019).
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Estratégias estão sendo adotadas para substituição deste controle, incluindo

abordagens químicas menos severas ou associadas com métodos menos nocivos, métodos

físicos e, principalmente, os que envolvam a aplicação de agentes de biológicos (FONTANA

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

Entre as diferentes abordagens, o controle biológico pós-colheita está 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 patógenos (DWIASTUTI et al., 2021). A prevalência do uso pode ser explicada

pela crescente intersecção com as preocupações ambientais, maior segurança alimentar para o

consumidor final, maiores exigências das regulamentações governamentais, inovação e

avanços tecnológicos frequentes, além da alta procura dos consumidores por uma alimentação

mais saudável e sustentável. Esses são os principais fatores estimulantes na disseminação e

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

Uma ampla gama de microrganismos tem sido explorada quanto à aplicabilidade em

controle biológico pós-colheita. No entanto, o emprego de leveduras antagonistas tem

recebido atenção especial devido às suas características, como a presença natural na superfície

dos frutos, capacidade de competir por nutrientes, colonizar rapidamente a superfície dos

frutos e a sua tolerância a fungicidas (DROBY et al., 2022). Ainda, as leveduras apresentam

uma alta adaptação ao ambiente em que vivem, o que aumenta a probabilidade de resistirem

às condições adversas encontradas comumente, como extremos de temperaturas e umidade

(ELNAHAL et al., 2022).

Geralmente, a eficácia do controle pode ser melhorada pela combinação da utilização

de leveduras antagônicas com adição do uso de substâncias GRAS (Generally Recognized As

Safe) (CORRÊA, 2020). Substâncias definidas como conservantes alimentares que tem um

longo histórico de uso seguro na alimentação humana ou que foram submetidas a avaliações

de segurança e consideradas seguras para consumo. Essas avaliações incluem dados

toxicológicos e informações sobre a exposição do consumidor ao uso (SHAHBAZ et al.,

2022).

A FDA (Food and Drug Administration) garante que as essas substâncias sejam

isentas de preocupações relacionadas à presença de resíduos em produtos agrícolas (NOR;

DING, 2020). Isso significa que, quando usadas de acordo com as diretrizes estabelecidas,

não representam riscos de contaminação ou de efeitos adversos à saúde humana, tornando-se
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uma estratégia em contraposição à aplicação de fungicidas químicos mais nocivos

(FERREIRA et al., 2019). Reduzindo os riscos de contaminação dos alimentos e os impactos

negativos ao meio ambiente (BOLZANI, 2019).

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1 A Cultura da manga

A Mangifera indica L., conhecida popularmente como mangueira, é uma cultura

pertencente à família Anacardiaceae, originária da Índia (DEMARTELAERE et al., 2021).

Cultivada geralmente em regiões 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 região, o controle de pragas e patógenos, a irrigação e a adubação

(AHMAD et al., 2019). Além disso, é importante que haja um controle dos padrões de

colheita e de maturação, garantindo a qualidade e a durabilidade dos frutos colhidos

(RAJAPAKSHA et al., 2021).

A manga é uma fruta climatérica que possui grande relevância econômica, apreciada,

principalmente, por suas características sensoriais tais como coloração (variando de verde a

amarelo, laranja e vermelho), fragrância e sabor agradável. Seu consumo pode ser realizado

como produto processado em sucos, sorvetes, doces, tanto como in natura

(MAURÍCIO-SANDOVAL et al., 2023). A fruta é rica em nutrientes, a exemplo de vitamina

C, vitamina A, potássio, fibras e antioxidantes, que contribuem para o fortalecimento do

sistema imunológico (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, é considerada uma fruta altamente

perecível, demandando cuidados especiais após a colheita para evitar perda de qualidade,

redução do tempo de conservação e perda de valor de mercado (LE et al., 2022). O

armazenamento inadequado pode levar a uma rápida deterioração da fruta, ocasionando

aparência desagradável, diminuição do sabor e textura, além da perda de nutrientes

(NTSOANE et al., 2019).

Outro aspecto importante para a conservação pós-colheita da manga, é a utilização de

técnicas de processamento e embalagem adequadas. O processamento pode incluir a

desinfecção, a remoção de impurezas e partes danificadas, o corte e a embalagem em

atmosfera modificada, controle biológico pós-colheita, entre outros métodos

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

questões de saúde pública e socioambientais (BHATIA et al., 2023).

2.2 Perdas pós-colheita

As perdas pós-colheita são um problema comum em muitas regiões produtoras da

cultura da manga, especialmente em países tropicais e subtropicais (ZAKARIA, 2021). A

antracnose é a doença de maior relevância 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 necróticas maiores, culminando na deterioração da polpa (PAUDEL et al.,

2022).

Essas perdas podem ocorrer devido à infecção pré-colheita ou pós-colheita da fruta. A

infecção pré-colheita é comumente causada por esporos do fungo presentes no ar, no solo ou

em material vegetal infectado. Já na fase pós-colheita, principalmente durante o

armazenamento, as perdas podem ser agravadas por danos mecânicos no fruto, criando um

ambiente propício para a proliferação do fungo. Além disso, condições inadequadas de

temperatura e umidade também podem contribuir significativamente para o crescimento do

patógeno e consequentemente a deterioração acelerada do fruto (KERSTEN et al., 2023).

Em todos os casos, a prevenção é a melhor estratégia para reduzir as perdas

pós-colheita por doenças fúngicas. A higiene e a limpeza dos equipamentos, embalagens e

locais de armazenamento são fundamentais para evitar a contaminação (BHARDWAJ; LATA;

GARG, 2023).

Contudo, é importante destacar que a prevenção e o controle das doenças fúngicas na

manga devem ser uma atividade contínua, envolvendo toda a cadeia produtiva, desde os

produtores até o consumidor final. A adoção de boas práticas agrícolas e o uso de tecnologias

adequadas são fundamentais para garantir a qualidade e a segurança alimentar, além de

assegurar a sustentabilidade da produção (BHARDWAJ; LATA; GARG, 2023).

2.3 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo Colletotrichum gloeosporioides é um patógeno que afeta diversas culturas

importantes, incluindo manga, mamão, banana, maracujá e abacate (ZAKARIA, 2021). Esse

fungo é responsável por causar uma doença conhecida como antracnose, que causa lesões

escuras nas folhas, frutos e caules das plantas afetadas (LOKARE; FÁTIMA; JAGDALE,

2021). Esse patógeno é uma espécie de ascomiceto que se reproduz sexualmente e
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assexuadamente (TRONSMO et al., 2020). A reprodução sexual ocorre por meio de esporos

sexuais que são produzidos em estruturas denominadas peritécios, enquanto a reprodução

assexual ocorre por meio de esporos aéreos chamados conídios (ALIYARUKUNJU;

HARIDAS; SUGATHAN, 2023).

O controle da antracnose causada por C. gloeosporioides pode ser feito por meio de

medidas preventivas, como a eliminação de fontes de infecção, a poda de ramos doentes e a

utilização de fungicidas (KUMAR; SHARMA; BISEN, 2022). Além disso, também é

importante realizar boas práticas agrícolas, como a rotação de culturas e a utilização de

variedades de plantas resistentes (PAUDEL et al., 2022).

É importante aderir por soluções estratégias, além do uso de fungicidas químicos para

eliminar essas doenças, por exemplo o uso de substâncias naturais tais como o uso de extratos

vegetais e microrganismos com potencial de combater a ação do fungo fitopatógeno (EL

KHETABI et al., 2022). Essas abordagens podem ser uma alternativa aos fungicidas

químicos, os quais apresentam efeitos colaterais prejudiciais ao meio ambiente e à saúde

humana (THERA, 2021).

2.4 Controle biológico

A proteção de frutos contra doenças e deterioração durante o armazenamento e o

transporte, podem ser alcançadas de maneira sustentável e eficaz com o uso do controle

biológico (BHARDWAJ et al., 2023). Esse método consiste na utilização de microrganismos

antagonistas, como bactérias, fungos e leveduras, que competem com os patógenos, reduzindo

sua incidência e severidade (DWIASTUTI et al., 2021). Outros métodos incluem o uso de

práticas culturais adequadas, como rotação de culturas e manejo integrado de pragas, bem

como a aplicação de produtos fitossanitários de origem natural. Essas abordagens visam

reduzir a incidência e a gravidade de patógenos, promovendo a qualidade e a durabilidade dos

frutos durante o processo pós-colheita (SINGH et al., 2023).

Os microrganismos antagonistas podem ser encontrados naturalmente nas superfícies

dos frutos ou podem ser aplicados como agentes de controle, associados ou não a outras

substâncias (LAHLALI et al., 2022). Eles interagem com os patógenos por meio de diferentes

mecanismos, como a produção de compostos antimicrobianos, competição por nutrientes e

espaço, 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 eficácia do controle e não aparecimento de doenças e melhorar a qualidade

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

Em frutos tropicais pós-colheita, o controle também pode ser realizado associado à

aplicação de substâncias GRAS (Generally recognized as safe - Geralmente reconhecidas

como seguras), que são substâncias comumente presentes em alimentos e que apresentam

baixo risco à saúde humana (FERREIRA et al., 2019).

O uso dessas substâncias é uma técnica de controle que envolve o uso de ácidos

graxos e seus ésteres como agentes antimicrobianos (NOR; DING, 2020). Os ácidos graxos

são compostos orgânicos encontrados naturalmente em óleos e gorduras animais e vegetais, e

seus ésteres são derivados desses compostos (SALIH; SALIMON, 2021). A aplicação dessas

substâncias pode ser realizada por meio de aplicação, imersão, pulverização ou revestimento

(FU; DUDLEY, 2021).

Contudo, o controle utilizando substâncias GRAS em pós-colheita é uma técnica

promissora na prevenção de doenças, extensão da vida útil e melhoria da qualidade dos frutos

(NOR; DING, 2020). Tais substâncias são reconhecidas como seguras e eficazes no controle

de pragas e patógenos (SHAHBAZ et al., 2022). No entanto, o sucesso desta técnica depende

da seleção adequada do tipo e concentração de ácido graxo ou éster utilizados, bem como ao

método de aplicação e às condições de armazenamento empregados (SCHARFE; FLÖTER,

2020).

2.6 Potencial antagônico de leveduras amazônicas

A região amazônica é conhecida por abrigar uma grande diversidade de espécies

vegetais, muitas das quais ainda são pouco estudadas. Dentre essas espécies encontram-se

diversas frutas, algumas das quais são amplamente comercializadas tanto no mercado local

quanto à nível de exportação (CAMACAM; MESSIAS, 2020).

Em relação às frutas amazônicas, algumas leveduras têm sido isoladas e avaliadas

como agentes biocontroladoras (VEGAS et al., 2020). Entre elas, destaca-se a Pichia

guilliermondii, que tem demonstrado eficácia no controle de fungos como Penicillium,

Fusarium e Aspergillus em diversas frutas, como abacaxi, banana, maracujá e cupuaçu

(JAIBANGYANG; NASANIT; LIMTONG, 2020).

Outra espécie estudada para o controle de patógenos em frutas amazônicas é a

Candida guilliermondii, que se mostrou eficaz contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides

em frutos de açaí (SENA et al., 2022). Além disso, outras espécies como a Saccharomyces

cerevisiae e a Debaryomyces hansenii têm sido objeto de investigação (VEGAS et al., 2020).
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Apesar dos resultados positivos, é importante destacar que o sucesso do uso de

leveduras como agentes de controle biológico depende de diversos fatores, como a seleção de

microrganismos eficazes, o desenvolvimento de formulações adequadas e a otimização das

condições de aplicação (ELNAHAL et al., 2022). Além disso, é de fundamental importância,

assegurar que a aplicação desses microrganismos não acarrete prejuízos à qualidade dos frutos

e não comprometa a segurança alimentar dos consumidores (TEIXIDÓ; USALL; TORRES,

2022).

Entretanto, a aplicação de leveduras isoladas de frutas amazônicas pode exercer um

efeito positivo na economia regional, promovendo a produção e a utilização de bioprodutos

locais, além de potencialmente abrir novas oportunidades de negócios para os produtores

(NASCIMENTO et al., 2022). Dessa forma, a adoção de práticas agrícolas mais sustentáveis

e isentas de agentes nocivos na produção de frutas pode contribuir significativamente para a

preservação ambiental e a promoção da saúde pública (VEGAS et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Selecionar e avaliar o potencial antagônico de leveduras isoladas de três frutos

amazônicos para o controle da antracnose pós-colheita em manga utilizando o método de

controle biológico e o método de controle associado a substâncias GRAS (Generally

recognized as safe).

3.1.1 Objetivos Específicos

• Realizar testes de controle biológico utilizando as leveduras selecionadas

para determinar sua eficácia na redução da incidência e severidade do fungo

Colletotrichum Gloeosporioides;

• Avaliar a eficiência do método de controle associado a substâncias GRAS na

redução da podridão por antracnose em manga pós-colheita;

• Comparar os resultados dos diferentes métodos de controle (biológico,

químico e associado a substâncias GRAS) em termos de eficácia na redução da

infecção pelo fungo e preservação da qualidade dos frutos testados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Colletotrichum gloeosporioides

O fungo C. gloeosporioides, foi obtido a partir da coleção de culturas Carlos Rosa do

Laboratório de Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA) da Universidade Federal do

Tocantins (UFT). Para a reativação, transferiu-se um disco contendo o micélio fúngico que

estava criopreservado, para placas de Petri contendo meio de cultura Ágar Batata Dextrose

(BDA), com tempo de incubação de sete dias em temperatura controlada (BOD) de 25 ºC.

4.2 Cultivo das leveduras

As 300 leveduras utilizadas no experimento foram obtidas da coleção de culturas

microbiológicas mantidas no Laboratório de Microbiologia Geral (LMA) da Universidade

Federal do Tocantins, Campus de Palmas-TO. Para a reativação, cada cultura foi crescida por

48 h a 25 °C (BOD) em tubos contendo meio líquido GYMP (1% de glicose, 1% de extrato de

levedura, 0,02% de fosfato de sódio monobásico e 0,5% de peptona). Posteriormente ao

crescimento, as colônias 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 ágar, 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 colônias de

leveduras foram avaliadas quanto a sua pureza, utilizando lâminas de verificação para

visualização das suas características morfológicas. Contudo, após a realização de uma

triagem, somente as leveduras que resistiram a todos os testes de classificação, foram

selecionadas para seguir no experimento.

4.2.1 Identificação morfológica

Os isolados foram caracterizados a partir da visualização morfológica das

colônias reativadas. As características das colônias, como tamanho, bordas, elevação,

cor e aspectos específicos foram observadas para caracterizar o fenômeno

macroscópico (KURTZMAN et al., 2011). Em seguida, a visualização das

características microscópicas foi avaliada com o uso de lâminas a fresco para observar

o brotamento e a predominância da morfologia celular previamente existente para fins

de comprovação. Para posterior armazenamento e conservação, cada amostra

purificada dos isolados, foi preservada em tubos criogênicos contendo meio líquido

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

temperatura.

4.3 Seleção de leveduras antagônicas

Foram realizados testes prévios de seleção para observar a capacidade das leveduras

quanto ao seu potencial antagônico ao fitopatógeno, tais como: crescimento e armazenamento

dos isolados em diferentes temperaturas de crescimento; capacidade de produzir enzimas

pectinolíticas e celulolíticas; capacidade de produção de compostos antifúngicos difusíveis e

voláteis; e capacidade de resistência à diferentes substâncias GRAS. Somente as leveduras

que apresentaram potencial inibitório 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 à 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 são 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°e 37ºC as placas foram mantidas por um

período de 72 horas de incubação em BOD, no entanto, as cepas submetidas a 10 ºC

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

4.3.2 Teste de produção de enzimas celulolíticas e pectinolíticas

O método de Carrasco et al. (2012) foi utilizado para realizar o teste de

produção de enzimas pectinolíticas e celulolíticas, com algumas adaptações. O

experimento começou com um pré-crescimento das leveduras em meio NYDA por 48

horas antes do início dos testes. Para o teste de enzimas celulolíticas, as leveduras

foram estriadas em um meio de cultura sólido 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 período de incubação, a presença da

enzima foi detectada usando uma solução reveladora de vermelho congo (0,1%) sobre

a placa, seguida da lavagem com solução de NaCl 1M. A atividade enzimática foi

considerada positiva quando houve formação de um halo claro em volta das colônias

em um fundo avermelhado. Para avaliar se as leveduras eram produtoras de enzimas
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pectinolíticas, 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. Após a incubação, as

culturas foram submetidas a um banho com uma solução de lugol a 1% para

determinar a atividade enzimática. A atividade enzimática foi considerada positiva

quando observado a formação de um halo claro em torno das colônias em um fundo

amarronzado.

4.3.3 Teste de produção de compostos difusíveis e voláteis

Foi realizado um teste de antagonismo para verificação da produção 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. Após o período de incubação e crescimento, um disco de 5 mm de

diâmetro contendo micélio fúngico do fitopatógeno foi adicionado do lado oposto da

placa. Para fins de controle, foram utilizadas placas contendo apenas o fungo causador

da antracnose. Posteriormente, seguiu-se incubação a 25 ºC por sete dias em BOD. O

crescimento radial do patógeno foi medido em relação ao antagonista e posteriormente

comparado ao raio da colônia controle.

Para determinação dos compostos voláteis, foi utilizado 50 μL de uma

suspensão de células com 48 horas de crescimento a 108 células/mL de cada cepa,

determinada previamente por escala de Mcfarland, e espalhada uniformemente com

alça de Drigalski em placas de Petri contendo meio NYDA. Em uma outra placa,

depositou-se um disco de 5 mm de diâmetro 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 câmara fechada (ARRARTE et al., 2017). O diâmetro das

colônias foi mensurado na placa que continha o patógeno com auxílio de um

paquímetro digital. Os diâmetros estimados foram comparados com o diâmetro

observado no controle. O experimento foi realizado em triplicata.

4.4 Atividade antifúngica de substâncias GRAS contra o patógeno

A atividade antifúngica do ácido acético, ácido lático, ácido propiônico, bicarbonato

de sódio, e carbonato de sódio frente ao fungo, foram analisados em conformidade com a
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metodologia de Karaca et al. (2014) com algumas modificações. Para tanto, placas de Petri

foram previamente preparadas contendo meio cultura NYDA e enriquecidas com os ácidos e

sais nas concentrações 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. Após esse

período, um disco micelial fúngico de 5 mm de diâmetro foi inserido no centro de cada placa

contendo meio NYDA acrescido das substâncias GRAS, nas três concentrações selecionadas.

Para fins de controle, foram utilizadas placas de Petri contendo o fitopatógeno sem a presença

dos das substâncias. As culturas foram incubadas a 25 °C em BOD por 7 dias. O experimento

foi realizado em triplicata e o resultado foi obtido pela mensuração do diâmetro da colônia

fúngica em comparação com o diâmetro crescido no tratamento controle (KARACA et al.,

2014).

4.4.1 Teste de resistência das leveduras a substâncias GRAS

Utilizando as mesmas substâncias e concentrações selecionadas no ensaio

anterior, procedeu-se à avaliação 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 substâncias GRAS: ácido acético, ácido lático, ácido propiônico,

bicarbonato de sódio e carbonato de sódio, nas concentrações de 1, 3 e 5% para cada

substância avaliada. As culturas foram mantidas sob incubação a 25 °C por 48 horas

em BOD.

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

4.5.1 Controle biológico clássico

Nesse experimento, foram utilizadas leveduras previamente selecionadas

anteriormente, que apresentaram boas características como agentes de controle

biológico, 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 concentrações de 1x10⁷ e 1x10⁸ células/mL de leveduras. Antes da

inoculação de cada tratamento empregado, as mangas foram lavadas, sanitizadas e

secas naturalmente. Em seguida, foi realizada uma lesão de aproximadamente 3 mm

de largura e profundidade em cada fruto, onde foram depositados os inóculos.
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Inicialmente, foi inoculada uma suspensão de células de leveduras de 10µL nas

concentrações de 1x10⁷ e 1x10⁸ células/mL, a fim de determinar a cepa mais eficaz

contra o fungo. Após a inoculação das leveduras, o fitopatógeno foi inoculado através

da deposição de uma suspensão de conídios de 10µL do Colletotrichum

gloeosporioides no local do ferimento. Os frutos foram colocados em bandejas de

plástico, contendo chumaços de algodão embebido em água estéril, para manter a

umidade relativa. Ao final do processo, os frutos foram então incubados a 25°C por 7

dias em uma câmara úmida utilizando uma bandeja plástica lacrada com tampa.

O controle positivo foi efetuado pela inoculação de 10µL da solução de

esporos (1x10⁵ esporos/mL), enquanto o controle negativo foi produzido pela

inoculação de 10µL de água destilada estéril. Após o período de incubação, a eficácia

do controle foi avaliada através da interação entre o patógeno e as leveduras e/ou

substância GRAS, determinando a incidência e severidade da doença.

A redução percentual da incidência e severidade da doença foram calculadas

utilizando as equações propostas por Assis et al. (1999). A redução da incidência foi

baseada na seguinte equação: RID (%) = (N°Fd−N°Ft) /N°Fd x 100, onde N°Fd é o

número de frutos afetados pela doença e N°Ft é o número de frutos tratados. Já a

redução da severidade foi baseada pela equação: RSD (%) = (DLC−DLT) /DLC x 100,

onde RSD representa a redução da severidade da doença, e DLC é o diâmetro da lesão

no controle positivo, já DLT é o diâmetro das lesões dos frutos tratados.

4.5.2 Controle integrado a substância GRAS

O teste foi realizado buscando avaliar a eficácia da concentração de leveduras

selecionadas integradas com substâncias GRAS, como medida de controle contra o

fitopatógeno 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 plástico lacradas, contendo algodão umedecido em água

destilada estéril. Posteriormente, foram armazenados em temperaturas controladas de

25°C por 7 dias. Após o período de incubação, foi calculada a porcentagem de redução

na incidência e a severidade da doença, seguindo as mesmas diretrizes do controle

descrito no tópico anterior.
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5. RESULTADOS E ANÁLISE

5.1 Reativação e caracterização morfológica

Foram obtidas 300 leveduras para uso no estudo, sendo 50% isoladas do fruto Tucumã

(Astrocaryum aculeatum), 35% isoladas do fruto Pupunha (Bactris gasipaes) e 15% isoladas

do fruto Bacupari (Garcinia gardneriana). A análise das características morfológicas das

leveduras resultou em diferenças na elevação das colônias, com tipos de alta, plana, ondulada,

inteira e côncava, variação na cor das colônias com tons de branco, creme, bege e salmão, e

diferentes formas de bordas com características como regular, irregular, filamentosa,

ondulada, circular e rizóides. As análises indicaram variação na aparência, com características

cremosas, brilhantes e opacas (Tabela 1).

A alta biodiversidade da região amazônica, incluindo a presença de muitas espécies

ainda não descobertas, pode explicar essa diversidade (COLLI; VIEIRA; DIANESE, 2020).

Além disso, fatores ambientais, como temperatura, pH e nutrientes, podem influenciar na

morfologia das leveduras. Múltiplas espécies de leveduras podem estar presentes em um

mesmo fruto, contribuindo para a variedade observada (AGGARWAL; MISHRA, 2022).
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Tabela 1: Caracterização morfológica de leveduras isoladas de frutos amazônicos

Código Quantidade Percentual Elevação Borda Cor Aspecto

Leveduras Tucumã
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 Rizóide 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% Côncava Irregular Creme Opaca
LB 2 4,45% Alta Irregular Salmão Cremosa

45
TOTAL 300      

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

Atualmente, considera-se que a identificação de espécies baseada somente em suas

características morfológicas, fisiológicas ou bioquímicas seja insuficiente (SUMBY;

CALIANI; JIRANEK, 2021). A identificação precisa das espécies de leveduras é essencial

para fins de conservação, biotecnologia e produção alimentícia (JAYAWARDENA et al.,

2021).

A análise molecular é uma abordagem altamente eficaz na identificação de

microorganismos, devido à sua capacidade de discernir entre as variações genéticas presentes

em diferentes populações. Por conseguinte, a aplicação da identificação molecular é essencial

não apenas para a preservação da diversidade de leveduras, mas também para assegurar a

segurança alimentar (CARRETÉ et al., 2019). Esse método permite uma caracterização mais

precisa e detalhada dos microorganismos, possibilitando uma compreensão mais abrangente

de sua distribuição e diversidade genética. Assim, a sua utilização contribui para a

conservação da biodiversidade microbiana e para a garantia da qualidade e segurança dos

alimentos (FRAGA-CORRAL et al., 2022).
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5.2 Seleção de leveduras amazônicas com potencial antagônico

5.2.1 Verificação de crescimento em diferentes temperaturas

Os 300 isolados de leveduras foram avaliadas quanto à capacidade de

crescimento nas temperaturas de 10 ºC, 25 °C e 37 ºC. Após o teste, resultou-se que

todas as cepas apresentaram crescimento nas temperaturas de 25 °C e 37 ºC. Com

relação à temperatura de 10 ºC apenas 50% da soma total obtiveram crescimento.

A ausência de crescimento observada nas cepas submetidas a temperatura de

10 °C pode ser atribuída à origem dos isolados de levedura, os quais foram obtidos a

partir de frutos cultivados em uma região de clima quente e úmido, a região amazônica

(VEGAS et al., 2020). Essas condições climáticas explicam a falta de resistência ou

adaptação das cepas a temperaturas extremamente baixas, como observado no presente

estudo. Além disso, essas informações também justificam o crescimento das leveduras

em temperaturas mais elevadas.

A faixa de temperatura para crescimento máximo e mínimo de um

microrganismo pode variar consideravelmente entre diferentes espécies e linhagens

(JUNIOR et al., 2020). É de fundamental importância obter microrganismos com

resistência a uma ampla gama de temperaturas, tanto baixas quanto altas, uma vez que

isso pode aumentar sua capacidade de sobrevivência em frutos durante o

armazenamento, seja em condições refrigeradas ou em temperaturas mais elevadas

(MATOS et al., 2021).

Considerando que as mangas são exportadas e armazenadas em baixas

temperaturas, com finalidade de prolongar sua vida de prateleira, é de grande interesse

identificar leveduras capazes de crescer em temperaturas mais baixas, como 10 °C,

mesmo quando isoladas de regiões com temperaturas elevadas. Nesse contexto, a

utilização de microrganismos capazes de sobreviver em temperaturas de refrigeração

pode ser benéfica para o armazenamento de frutos que necessitam de períodos

prolongados de conservação 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 únicas 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 Verificação da produção de enzimas celulolíticas e pectinolíticas

Das 150 cepas de leveduras selecionadas para uso no teste, 90 correspondem

aos isolados de tucumã, 32 cepas aos isolados de bacupari e 28 cepas aos isolados de

pupunha. Da totalidade dos isolados do fruto tucumã, 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 produção 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 relação à 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 estão demonstrados na Figura 1.

Figura 1: Seleção de leveduras com potencial antagônico submetidos aos testes de produção de
enzimas pectinolíticas e celulolíticas.

Totalidade de crescimento positivo e/ou negativo para produção de enzimas celulolíticas e pectinolíticas de
leveduras amazônicas

A escolha de leveduras que não produzem as enzimas celulolíticas e

pectinolíticas ocorreu com o objetivo de evitar a degradação dos frutos. A presença

dessas enzimas pode levar à deterioração dos frutos devido à degradação da celulose e

da pectina, componentes importantes das paredes celulares vegetais (SUPE, 2020).

Portanto, a seleção de cepas não produtoras destas enzimas é fundamental para

garantir a preservação da qualidade e da integridade dos frutos durante o

armazenamento (VERO et al., 2019).

Portanto, após a realização 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 excluídas das análises
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subsequentes. Essa observação é relevante, uma vez que a produção de enzimas

pectinolíticas está associada à capacidade dos microrganismos de degradar pectina,

componente importante das paredes celulares e espaços intercelulares dos tecidos

vegetais (SHIN et al., 2021).

A presença de uma ampla variedade de microrganismos capazes de produzir

essas enzimas, incluindo bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozoários,

insetos e nematoides, destaca a importância das mesmas na natureza e em processos

biotecnológicos (RASTEGARI; YADAV; YADAV, 2020; SIVAKUMAR et al., 2020).

De acordo com esses resultados sugere-se que as leveduras que foram

excluídas por produzirem pectinase podem ter um potencial relevante na degradação

de pectinas e, possivelmente, desempenhar um papel significativo na decomposição de

materiais vegetais, no entanto, não sendo as leveduras desejadas para uso no estudo.

A presença de leveduras produtoras de pectinase tem sido relatada na literatura

como uma consequência na deterioração de frutos. Essas enzimas degradantes

desempenham um papel importante na evolução da degradação da pectina, resultando

em uma mudança na consistência dos frutos, tornando-os moles ou com aspecto

molhado (RANJBAR et al., 2022). Podendo afetar negativamente a qualidade e a vida

útil dos frutos, consequentemente, ocasionando perdas significativas para a indústria

de alimentos (ATTA et al., 2022).

Com isso, a seleção de leveduras não pectinolíticas tem se mostrado uma

estratégia satisfatória para a conservação dos frutos e interessante para uso. Essas

leveduras apresentam um potencial significativo, pois permitem a redução das perdas

causadas pela deterioração e estende a disponibilidade dos frutos no mercado

(FELICIA et al., 2022). Além disso, essa abordagem pode contribuir para a

sustentabilidade e a eficiência dos processos de produção de alimentos, evitando o

desperdício e promovendo a utilização adequada dos recursos naturais

(MUNHUWEYI; MPAI; SIVAKUMAR, 2020).

Após a realização do teste de celulase, foi observado que cepas de leveduras

dos isolados dos três frutos amazônicos apresentaram a produção dessa enzima, tanto

de forma isolada, quanto de forma conjunta, sendo, portanto, excluídas das análises

subsequentes. Esses resultados foram satisfatórios, uma vez que o objetivo era

selecionar cepas não produtoras destas enzimas. A celulase é uma enzima responsável

pela degradação da celulose, um componente importante da parede celular vegetal. A

celulose é um polissacarídeo não-ramificado composto exclusivamente por moléculas
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de glicose unidas por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (PANICKER; SAYYED,

2022.).

Contudo, cepas não produtoras de enzimas celulolíticas e pectinolíticas têm

sido relatadas como possíveis agentes biocontroladoras. Isso significa que essas

leveduras podem ser utilizadas no controle de microrganismos indesejáveis que

causam a deterioração dos frutos, podendo contribuir para a redução de perdas

pós-colheita e promover a conservação dos frutos de forma eficiente (JAISANI, 2020;

SHARMA, 2021; GUPTA; SAXENA, 2023).

5.2.3 Verificação da produção de compostos difusíveis e voláteis

Foram realizados testes com as 28 cepas de leveduras selecionadas para avaliar

sua capacidade de produzir compostos antagônicos, tanto difusíveis quanto voláteis,

com o objetivo de determinar quais apresentaram algum grau de antagonismo contra o

fungo Colletotrichum gloeosporioides (in vitro).

Na avaliação do antagonismo por difusão, observou-se que as taxas de

crescimento do fitopatógeno variaram em comparação com o controle de 0% a 74,3%

nos primeiros 7 dias de crescimento e de 5% a 78,3% nos últimos 14 dias. No entanto,

foi constatado que três cepas de leveduras apresentaram um potencial antagônico

significativo contra o patógeno. 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, após 14 dias de incubação em comparação com o

controle.

Posteriormente, também foram realizadas análises da produção de compostos

antifúngicos voláteis com as 28 cepas de leveduras selecionadas, observando-se taxas

de crescimento em comparação com o controle que variaram de 0% a 23,4% nos

primeiros 7 dias e de 0% a 56,96% nos últimos 14 dias de incubação. No entanto, as

cepas LB 29, LB 12, LB 6, LB 17 e LB 18 foram as que apresentaram as melhores

capacidades inibitórias, com nenhuma taxa de crescimento das três primeiras cepas

durante os 14 dias de incubação, e taxas de crescimento de 5,1% e 6,3% nas duas

últimas cepas, respectivamente durante os últimos 14 dias de crescimento em

comparação com o controle.

Os compostos orgânicos voláteis (COVs) são substâncias de baixo peso

molecular que são sintetizadas por fungos, bactérias e leveduras (BENNETT et al.,

2012). Esses compostos têm sido considerados como um potencial alternativo para o
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controle de doenças que ocorrem após a colheita de frutos, especialmente em casos em

que as mercadorias são armazenadas em contêineres fechados durante o transporte e o

armazenamento (ARRARTE et al., 2017). A produção desses compostos orgânicos

voláteis com atividade antifúngica depende de vários fatores, incluindo o estágio de

crescimento dos microrganismos envolvidos na sua síntese, a temperatura e o tempo

de incubação desses microrganismos, bem como a composição dos compostos

produzidos (DI FRANCESCO et al., 2015).

O estudo dos compostos difusíveis na pós-colheita de frutos é importante para

entender os mecanismos envolvidos na interação entre frutos, microrganismos e

insetos. Isso pode levar ao desenvolvimento de estratégias de controles mais eficientes

e sustentáveis, reduzindo a dependência de pesticidas químicos e minimizando os

impactos nocivos ao meio ambiente (WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021).

Além disso, o conhecimento sobre os compostos difusíveis pode ser aplicado

no manejo pós-colheita de frutos, permitindo o desenvolvimento de técnicas de

armazenamento e conservação que prolonguem a vida útil dos produtos agrícolas. Isto

é de particular importância, considerando que uma grande quantidade de frutos é

perdida durante o armazenamento e transporte devido ao amadurecimento acelerado,

ataque de patógenos e infestação de pragas (LAMENEW; MEKONNEN; GASHAW,

2019).

Com base nos resultados dos ensaios antagônicos contra o Colletotrichum

gloeosporioides, foram selecionadas oito cepas de leveduras (LP 73, LP 101, LT 76,

LB 29, LB 12, LB 6, LB 17 e LB 18) que obtiveram a melhor capacidade de inibição

pela produção de compostos difusíveis e voláteis, para prosseguirem nas etapas de

seleção.

5.2.4 Verificação da atividade antifúngica de substâncias GRAS contra o

patógeno

Para o experimento, foram utilizadas sete substâncias GRAS, incluindo dois

sais (carbonato de sódio e bicarbonato de sódio) e cinco compostos orgânicos voláteis

(ácido propiônico, ácido acético, ácido láctico, ácido cítrico e ácido ascórbico). O

carbonato de sódio, o ácido acético e o ácido propiônico apresentaram resultados

positivos na inibição do fungo Colletotrichum Gloeosporioide, alcançando 100% de

inibição das colônias fúngicas patogênicas. Por outro lado, o bicarbonato de sódio, o

ácido láctico, o ácido ascórbico e o ácido cítrico foram incapazes de inibir o
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fitopatógeno nas menores concentrações testadas (1% 3% e 5%), conforme

demonstrado na Tabela 4 e na Figura 2.

Tabela 4: Efeito das substâncias GRAS no desenvolvimento das colônias de Colletotrichum
Gloeosporioide após 7 e 14 dias de crescimento.

Concentração 7 dias 14 dias
Ácido Propiônico

0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 5b ± 0 5b ± 0
3% 5b ± 0 5b ± 0
5% 5b ± 0 5b ± 0

Bicarbonato de Sódio
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 56b ± 1 62b ± 2
3% 24c ± 2 41c ± 1
5% 5d ± 0 5d ± 0

Carbonato de Sódio
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 5b ± 0 5b ± 0
3% 5b ± 0 5b ± 0
5% 5b ± 0 5b ± 0

Ácido Lático
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 56b ± 2 63b ± 3
3% 5c ± 0 13c ± 2
5% 5c ± 0 8d ± 1

Ácido Ascórbico
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 64b ± 2 76b ± 2
3% 40c ± 1 50c ± 4
5% 24d ± 3 42d ± 2

Ácido Cítrico
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 73b ± 3 90a ± 1
3% 23c ± 1 41b ± 1
5% 5d ± 0 8c ± 1

Ácido Acético
0% 80a ± 2 90a ± 2
1% 5b ± 0 5b ± 0
3% 5b ± 0 5b ± 0
5% 5b ± 0 5b ± 0

Os dados de inibição do crescimento do patógeno são expressos pela média em milímetro (mm) de três
repetições em comparação com o controle (0%), acompanhada do desvio padrão e diferença
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significativa à nível de 5% pelo teste de Tukey.

Figura 2: Efeito inibitório de substâncias GRAS contra o fitopatógeno C. gloeosporioide (in vitro)
após 14 dias de incubação.

Nº 1: Carbonato de sódio, Nº 2: Ácido propiônico; Nº 3: Bicarbonato de sódio; Nº 4: Ácido cítrico; Nº
5: Ácido acético; Nº 6: Ácido lático. * A imagem representa os ensaios in vitro realizados. A ordem
dos tratamentos para todos os números são: Controle, 1, 3 e 5% dos respectivos sais e ácidos testados.

As substâncias empregadas no presente estudo, foram previamente descritas na

literatura por apresentarem atividade antifúngica e serem utilizadas na conservação de

alimentos. O ácido acético, por exemplo, é empregado com o objetivo de prevenir o

desenvolvimento fúngico e prolongar a vida útil de alimentos (ANGANE et al., 2022;

RIVERO-PINO et al., 2023). De forma análoga, o carbonato de sódio tem sido

relatado como capaz de inibir o crescimento do fungo C. Gloeosporioide em frutos de

manga (GÓMEZ-MALDONADO et al., 2020; GUERRERO-BARAJAS et al., 2020).

As substâncias GRAS (Generally recognized as safe) são utilizadas como

auxiliares na ação antagônica dos agentes biológicos, apresentando vantagens como

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

O Carbonato de sódio se destacou como o mais acessível economicamente e

efetivo nos testes realizados no experimento. A menor concentração testada (1%) foi

escolhida como a mais rentável para o produtor que deseja utilizá-la no controle

fúngico, visto que apesar de todas as concentrações (1, 3 e 5%) inibirem o patógeno, a

menor concentração é a opção mais viável economicamente. Os dados apresentados

sugerem que o carbonato de sódio pode ser uma opção efetiva no controle de

patógenos, especialmente quando se considera a viabilidade econômica da substância.

Em um estudo conduzido por Ferreira et al. (2015), foram avaliadas

substâncias GRAS como possíveis agentes de controle de fungos fitopatogênicos que

causam danos pós-colheita de frutos. De acordo com os resultados, o carbonato de

sódio, utilizado em concentrações específicas, inibiu completamente o crescimento de

Colletotrichum gloeosporioides. Adicionalmente, o carbonato de sódio também foi

eficaz em inibir o crescimento de Fusarium guttiforme em todas as concentrações

testadas. Além disso, observou-se um efeito positivo do bicarbonato de sódio nas

concentrações de 3% e 5%.

Em outra investigação realizada por Siddiqui e Ali (2014), cepas de C.

gloeosporioides foram reduzidas em 75%, empregando-se carbonato de sódio como

agente antifúngico. Estes achados corroboram a eficácia dos nossos resultados e

demonstram a importância de um sal GRAS com propriedades antifúngicas, capaz de

contribuir com o controle de doenças fúngicas e substituir, em parte ou

completamente, a utilização de fungicidas sintéticos.

5.2.5 Verificação da resistência das leveduras a substâncias GRAS

A partir dos resultados de ensaios antagônicos anteriores, foram selecionadas

as oito cepas de leveduras para avaliar sua resistência aos sais carbonato de sódio,

bicarbonato de sódio e aos ácidos acético, propiônico, lático, cítrico e ascórbico.

Constatou-se que 87,5% das cepas não apresentaram resistência ao carbonato de sódio,

ácido acético e ácido propiônico em nenhuma concentração respectivamente testada,

mas foram resistentes ao ácido cítrico, ácido ascórbico, ácido lático e bicarbonato de

sódio em pelo menos duas das concentrações utilizadas, conforme exposto na Tabela

5. É importante destacar que o ácido acético e o ácido propiônico causaram odor

desagradável no meio de cultura após o término do tempo de crescimento, o que

possivelmente também causaria odor desagradável no fruto se selecionado para
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prosseguir, não sendo uma característica desejada pelo estudo.

Devido à alta resistência do fungo às substâncias GRAS, que também

apresentaram crescimento positivo para a maioria das leveduras (ácido lático, ácido

cítrico, ácido acético e bicarbonato de sódio), as avaliações 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 concentração de 1% de

carbonato de sódio, selecionada, anteriormente, para os testes de antagonismo in vivo.

A seleção de uma variedade de leveduras resistentes a diferentes níveis de

concentração de substâncias 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 sódio, ácido acético

e ácido propiônico, em concentrações de 1%. Tais cepas foram então escolhidas para

os testes in vivo subsequentes.

O carbonato de sódio é um sal acessível comercialmente, de custo baixo, com

boa disponibilidade no mercado e com grande facilidade de armazenamento, além de

fácil manuseio e aplicação. O ácido acético e ácido propiônico por mais que tenham

sido positivos para o teste de resistência, conferiram odor desagradável ao meio de

cultura enriquecido e possivelmente acarretaria o mesmo problema no fruto. Sendo

assim, o carbonato de sódio é indicativo de ser o mais promissor nos testes futuros.

Ferreira et al (2015) realizaram um estudo para avaliar a resistência de seus

isolados de levedura contra substâncias geralmente reconhecidas como seguras

(GRAS). Dentre as quatro cepas avaliadas, apenas uma foi capaz de sobreviver sete

dias na presença de bicarbonato de sódio e carbonato de sódio em três concentrações

testadas. Esses resultados demonstram a fragilidade desses isolados frente às

substâncias testadas e a incompatibilidade de seu uso no controle integrado com essas

leveduras que não apresentam resistência.

5.3 Verificação da inibição de crescimento (in vivo) do C. gloeosporioides

utilizando controle biológico e o controle integrado a substâncias GRAS

Com base nos resultados preliminares, foram selecionados três isolados LB29, LT76 e

LP101 para condução de experimentos in vivo, devido às suas características favoráveis, tais

como a capacidade de crescimento em temperatura ótima, ausência de produção de enzimas

celulolíticas e pectinolíticas, produção de compostos difusíveis e voláteis, e resistência a

substâncias GRAS. Essas características foram tidas como determinantes na seleção das
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leveduras com potencial inibitório do patógeno.

5.3.1 Leveduras LB29, LT76, LP101 e Carbonato de sódio

A Figura 3 exibe a incidência (A) e a severidade (B) da doença em frutos de

manga tratados com leveduras e inoculados com o patógeno. Os resultados

demonstram uma redução na incidência nos tratamentos LB29 e LB76, assim como na

severidade da doença após a aplicação das três leveduras, independentemente da

concentração utilizada. Entre as diferentes concentrações avaliadas, observaram-se os

melhores resultados na concentração de 1x10⁸ células/mL, onde ocorreram reduções

na incidência e severidade da doença após uso das leveduras LB29 e LB76 em 20% e

69%, e 30% e 58%, respectivamente. A incidência é caracterizada como a proporção

(frequência) de plantas ou partes de plantas afetadas por doenças em uma amostra ou

população. Já a severidade é determinada como a proporção da área ou do volume de

tecido ocupado por sintomas. (AMORIM, 1995).

Shen et al. (2019) e Liu et al. (2020) utilizaram concentrações de 106, 107, 108,

e 109 células/mL das leveduras Sporidiobolus pararoseus e Pichia kudriavzevii em

seus estudos contra B. cinerea e R. stolonifer, respectivamente. Verificaram que a

concentração de 1 x 108 foi a mais eficaz, sendo a selecionada para os ensaios in vivo

integrados e clássicos.

Figura 3. Redução da incidência e severidade de mangas tratadas com as leveduras LB29, LT76 e
LP101 em duas diferentes concentrações e inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides. O controle
constituiu apenas do tratamento com o patógeno e as a avaliação foi realizada após 7 dias de
experimento a 25 °C. As barras do gráfico representam a média de cada tratamento (%). Semelhanças
estatísticas são indicadas por letras idênticas, enquanto letras diferentes denotam diferenças
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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Após a definição da concentração da levedura de (108), foi realizado o teste de

controle integrado das leveduras com a substância GRAS contra o fitopatógeno,

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

incidência e a severidade da doença causada por Colletotrichum gloeosporioides em

cerca de 20 e 69%, 30 e 58%, 0 e 39% respectivamente, ao longo de um período de 7

dias de experimento a 25 ºC. Por outro lado, o uso isolado de carbonato de sódio

resultou em uma redução de 90% na incidência e na severidade da doença. Ao realizar

o teste integrado das leveduras (LB29, LT76 e LP101) associadas ao carbonato de

sódio, obteve-se uma redução de incidência de 50%, 50% e 30%, respectivamente, e

uma redução de severidade de 69%, 58% e 39%, conforme observado na Figura 4- A1

e B1. Entretanto, houve diferenças estatisticamente significativas entre os valores

conforme indicado pelo teste de Kruskal-Wallis. Nesse contexto, é recomendável

empregar as leveduras LB29 e LT76 associadas à substância GRAS para alcançar uma

redução de incidência de no mínimo 50%. Por outro lado, o uso exclusivo da

substância GRAS carbonato de sódio, demonstrou ser mais eficaz no controle da

doença alcançando resultados positivos em comparação com os demais tratamentos.

Figura 4. Redução da incidência e severidade de mangas tratadas com as leveduras LB29, LT76,
LP101 e/ou substância GRAS carbonato de sódio e inoculadas com o fitopatógeno Colletotrichum
gloeosporioides. O controle constituiu apenas na inoculação do patógeno, e as avaliações foram
realizadas após 7 dias de experimento a 25°C. As barras no gráfico representam a média de cada
tratamento. Semelhanças estatísticas são indicadas por letras idênticas, enquanto letras diferentes
denotam diferenças 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 sódio; (LB29+CS)
= levedura LB29 108+carbonato de sódio; (LT76+CS) = levedura LT26 108+carbonato de sódio;
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(LP101+CS) = levedura LP101 108+carbonato de sódio.

É recomendada a adoção de estratégias combinadas envolvendo dois ou mais

métodos de controle de doenças pós-colheita. Para esse propósito, o aprimoramento

dos mecanismos de ação é fundamental para uma eficaz implementação e obtenção de

resultados satisfatórios. Zhang et al. (2018) destacaram que a combinação de

compostos químicos não convencionais e agentes de controle biológico tem mostrado

eficácia em diversos graus no controle de doenças pós-colheita. Os benefícios dessas

abordagens dependem da seleção criteriosa dos agentes, levando em consideração o

conhecimento detalhado de seus critérios de ação no sistema de controle.

Algumas leveduras antagonistas, devido à sua eficácia no controle biológico de

patógenos, têm sido investigadas devido a seus mecanismos de ação que promovem a

formação de biofilme na superfície de feridas em frutas. Esse biofilme é capaz de

inibir a invasão de fungos patogênicos, impedindo sua colonização e subsequente

infecção (YANG et al., 2021). A utilização de leveduras como agentes de controle

biológico é de suma importância, pois além de prevenir ou reduzir a deterioração

microbiana nos frutos, também permite a redução do uso de fungicidas (MALTA et al.,

2019).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em síntese, este estudo demonstrou resultados promissores quanto à eficácia de duas

cepas de leveduras (LB29 e LT76) como possíveis agentes de controle biológico para

proteção de mangas contra o patógeno Colletotrichum gloeosporioides. A utilização dessas

leveduras em conjunto com bicarbonato de sódio, e principalmente, o uso da substância

carbonato de sódio de forma isolada, revelou-se uma alternativa promissora e segura para o

controle da doença. No entanto, são necessárias investigações adicionais para compreender os

mecanismos pelos quais essas leveduras exercem sua atividade antifúngica. Estes resultados

têm o potencial de direcionar futuras abordagens visando um controle mais eficaz e

sustentável da doença em frutos de manga pós-colheita.
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