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RESUMO

O Brasil tem se destacado como maior produtor mundial de abacaxi. Este possui caracteristicas nutricionais, rico
em minerais e vitaminas, pode ser consumido in natura ou processado. Porém, suas propriedades nutricionais e
seu valor comercial podem ser reduzidos consideravelmente pela ac¢do de fitopatogenos. O uso de fungicidas tem
sido eficaz ferramenta para a prevengdo de doengas pds-colheita. O seu uso tem sofrido crescentes restrigdoes
devido a sua toxicidade. Neste estudo foram obtidas 100 isolados pertencentes a 18 espécies de leveduras
provenientes de abacaxis cultivados na regido central do Estado do Tocantins. Entre as espécies obtidas, somente
quatro puderam ser consideradas endofiticas. Apds testes preliminares, somente a espécie Pseudozyma
flocculosa foi selecionada para ensaios de controle bioldgico de doengas pds-colheita. Uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae (YEF 186), foi incluida nos testes devido a sua ampla utilizagdo pela industria de
alimentos. S. cerevisiae ¢ P. flocullosa ampliaram o tempo de prateleira do abacaxi em seis dias e reduziram a
incidéncia de lesdes em 57,1% e 71,4%, respectivamente, apos 12 dias de incubag@o e permaneceram vidveis na
superficie dos frutos por mais de duas semanas. Estes resultados indicam uma alternativa vidvel ao uso de
fungicidas para o controle de doencgas p6s-colheita do abacaxi.

Palavras — chave: Ananas comosus, levedura, Pseudozyma flocculosa, Saccharomyces cerevisiae, controle
biologico.

ABSTRACT

Brazil is the world biggest producer of pineapple. It has important nutritional factors, like minerals and vitamins,
and can be ingested in natura or in processed form. These nutritional factors and the commercial value of the
fruit can be reduced by decay produced by phytopathogens. The use of fungicides has been an important tool to
prevent postharvest diseases, but their use has been decreased, in part due to their toxic properties. In this study
one hundred different strains of yeast representing 18 species were obtained from pineapple fruits sampled from
the Central Region of Tocantins, Brazil. Among the species obtained, only four could be considered endophytic.
After the yeasts were screened, only Pseudozyma flocculosa was selected for biological control of postharvest
disease assays. One strain of Saccharomyces cerevisiae (YEF 186) was added to the tests due to its wide
utilization by the food factories. S. cerevisiae and P. flocculosa improved the stock time of pineapples by 6 days,
decreased lesion incidence in 57.1 and 71.4 %, respectively, after 12 days of incubation and remained viable on
fruit surface for more than two weeks. These results show a viable alternative to the use of fungicides for
postharvest disease control of pineapple.
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1. INTRODUCAO

Frutos sdo alimentos que constituem
um importante recurso nutricional devido a
sua composicdo rica em componentes
essenciais, como vitaminas, minerais €
substancias antioxidantes (SPADARO &
GULLINO, 2004; CRESTANI et al,
2010). No entanto, o valor comercial de
frutos e outros alimentos vegetais podem
ser reduzidos consideravelmente pela
presenga de manchas e lesdes produzidas
por insetos e fitopatdogenos (DAL-BELLO
et al.,, 2001). Atualmente sao conhecidas
cerca de 8 mil espécies de fungos
fitopatogénicos, que podem causar cerca
de 100 mil tipos de doencas em vegetais.
Todas as plantas podem ser infectadas por
alguma espécie de fungo e alguns podem
infectar varias espécies de plantas
(AGRIOS, 2005). A deterioragdao de
alimentos por microrganismos resulta em
perdas de 5 a 20 % da producdo em paises
desenvolvidos e pode atingir 50% da
producdo em paises em desenvolvimento,
principalmente em regides de clima
tropical (VARMA & DUBEY, 2001;
JANISIEWICZ & KORSTEN, 2002).

O controle biologico de doengas pds-
colheita de frutos, tem se mostrado, uma
das principais estratégias adotadas para
maximizar a producdo de alimentos e vem
se consolidando como uma alternativa para

a substituicdo total ou parcial de fungicidas

quimicos (CHAND-GOYAL & SPOTTS,
1997; PIMENTA, et al., 2010). Entre os
microrganismos que podem ser utilizados
como agentes de controle bioldgico, as
leveduras se destacam devido a sua
habilidade de répida colonizagdo de
substratos vegetais, permanecendo viaveis
nestes substratos por grandes periodos de
tempo em diferentes condi¢cdes ambientais
(CARTWRIGHT & SUPURR Jr., 1998;
DROBY et al., 2003; JANISIEWICZ,
1991). Este estudo teve por objetivos: a
obtencdo de linhagens de leveduras
associadas ao abacaxi e demonstrar a
viabilidade de utilizacdo do controle
bioldgico para o tratamento pos-colheita do
abacaxi.

2. MATERIAL E METODOS

Foram amostrados 30 frutos de
Ananas comosus (abacaxi), provenientes
de uma propriedade, localizada na regido
central do Estado do Tocantins. Para a
obtengdo das leveduras endofiticas, foi
utilizada a metodologia proposta por
ROSA, et al., (2010), com modificagdes.
Para tanto, foram retirados fragmentos
circulares com aproximadamente 10 mm
das folhas e casca dos frutos. Os
fragmentos foram desinfetados
superficialmente por meio da imersao em
alcool 70 % (1 min.), seguido por imersao
em hipoclorito de sédio 2% (3 min.) e
lavados em agua destilada esterilizada (2

min.). Em seguida os fragmentos foram

Engenharia Ambiental - Espirito Santo do Pinhal, v. 9, n. 2, p. 085-093, maio/jun. 2012



Tristdo, G. B. et al. / Leveduras associadas a frutos de abacaxi (Ananas comosus)e sua utilizagcdo como agentes de ... 87

transferidos (em triplicata), para placas de
Petri contendo agar YMA (0,3% extrato de
levedura, 0,5% Peptona, 2% Glicose, 0,3%
Extrato de malte e 2% Agar) suplementado
com cloranfenicol (100 pg/mL) e
incubados a 25 £ 0,5 °C por um periodo de
até 60 dias.

Para o isolamento das demais
leveduras, fragmentos com
aproximadamente 10 cm de didmetro do
fruto foram retirados e transferidos para
frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de
agua destilada estéril acrescida de 1 mL de
Tween 20 a 20% e agitados por 10 min. a
150 rpm. Em seguida foram realizadas
dilui¢des seriadas até a concentracdo de
10-3 e uma aliquota de 100 pL foi
plaqueada em meio YMA e incubada a 25
+ 0,5 °C por 48 h.

Todas as leveduras isoladas foram
identificadas por meio de chaves
taxondmicas presentes em KURTZMAN
& FELL (1998), e os isolados foram
armazenados em tubos  criogénicos,
contendo caldo GYMP (glicose 1%,
extrato de levedura 0,5%, extrato de malte
0,3% e fosfato monobasico de potassio
0,2%) acrescido de 20 % de glicerol a —
80°C. Uma linhagem de S. cerevisiae (YEF
186), isolada a partir de dornas de
fermentagcdo de «caldo de cana foi
acrescentada ao estudo. S. cerevisiae tem
uma antiga relagdo de utilizacdo pelo

homem, e sua reconhecida inocuidade,

associada ao seu potencial probiotico
contribuiram positivamente para a selecdo
desta espécie.

Para a determinagdo da temperatura
maxima de crescimento, todos os isolados
foram transferidas para tubos de ensaio
contendo caldo Sabouraud (glicose 2%,
peptona 1%, extrato de levedura 0,5%) e
incubados a 25, 30, 35 ¢ 37°C por até 72 h
e os resultados foram determinados pela
presenca ou auséncia de crescimento
microbiano. Os isolados que ndo
apresentaram crescimento a 37°C foram
selecionados e testados quanto ao tempo de
permanéncia viavel na superficie do fruto e
quanto a capacidade de reduzir a
incidéncia de doengas pos-colheita. Sendo
assim, estes isolados foram transferidos
para frascos Erlemyeres contendo 200 mL
de caldo Sabouraud e incubadas a 25 £ 0,5
°C por 24 h, a 150 rpm para obten¢ao de
biomassa. Em seguida a concentragao
celular foi ajustada para 5 x10® células/mL,
com o auxilio de uma camara de Neubauer,
em 5 L de caldo GY (0,1% glicose, 0,01 %
extrato de levedura). Em seguida os frutos
foram imersos na cultura, secos em fluxo
laminar por aproximadamente 10 min. e
incubados 4 22 °C por 20 dias.

Para os ensaios de controle
bioldgico foram utilizados 10 frutos por
tratamento, sendo que no controle
(Tratamento 1), os frutos foram imersos

apenas em agua destilada esterilizada;
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(Tratamento 2) os frutos foram imersos em
uma cultura contendo 5x10® células/mL de
S. cerevisiae; ¢ (Tratamento 3) os frutos
foram imersos em uma cultura contendo
5x10% células/mL de Ps. flocculosa. A
incidéncia de doencas foi obtida pela
observagao diaria dos frutos por 20 dias e o
percentual de redugdao da doenga foi

calculada pela expressao:
_ CP-T
(.»-:.}RI—F X 100

Onde: (%) RI = Percentual de redu¢do da
incidéncia; CP = Controle positivo;
T = Tratamento. Todos os tratamentos
foram delineados em blocos ao acaso.

Para a verificagdo do tempo de
permanéncia vidvel nos frutos, um
fragmento de aproximadamente 1 cm® da
superficie  do  fruto  for  retirado
imediatamente apds a inoculagdo e depois
de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 20 dias da
imersdo dos frutos nas culturas e
transferidos para tubos contendo 10 mL de
GY acrescido de Tween 20 a 20%, agitado
em vortéx por 1 min. Em seguida 100 pL
da dilui¢do foi inoculado na superficie de
placas de Petri contendo agar Sabouraud e
incubados a 25 £+ 0,5°C por até¢ 48 h em
triplicata e os resultados expressos em
UFC.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma baixa freqiiéncia
de levedura por fruto (média de 3,3

isolados). Segundo CAMATTI-SARTORI

et al. (2005) o numero de leveduras
endofiticas ¢ cerca de trés vezes maior em
frutos organicos. Sendo assim, a baixa
freqiiéncia observada provavelmente esta
relacionada a0 uso intensivo de
antifingicos durante diferentes etapas do
cultivo do abacaxi. Contudo, foram obtidos
100 isolados de leveduras pertencentes a
18 espécies (Tabela 1), sendo que trés
espécies foram provenientes apenas do
interior do fruto e uma foi recuperada pelas
duas metodologias empregadas. Para as
demais 14 espécies ndao foi possivel
determinar sua precisa localizagdo, pois a
metodologia ndo permitiu a obtengdo de
leveduras exclusivamente do ambiente
epifitico.

Pichia. ofunaensis foi a espécie mais
freqliente (15 isolados) e foi recuperada
somente do ambiente endofitico. A
segunda espécie mais freqiiente, Kloeckera
africana (13 isolados), nao foi obtida a
partir do ambiente endofitico; Candida
versatilis, foi isolada a partir das duas
metodologias empregadas, podendo ser
considerada uma levedura endofitica. Entre
as espécies obtidas, somente C.versatilis,
P. ofunaensis, Pseudozyma. aphidis e
Pseudozyma flocculosa ndo foram capazes
de crescer a 37°C (Tabela 2). A auséncia
de crescimento a 37°C ¢ interessante para a
selecdo de agentes de biocontrole, por que
dificulta a colonizagdo em humanos

(CHAND-GOYAL & SPOTTS, 1997).
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Apesar do reduzido nimero de espécies
com esta peculiaridade, o somatorio destes

isolados representou 40 % do total obtido.

Tabela 1. Espécies de leveduras, freqiiéncia de isolamento e origem de isolamento nos frutos

de abacaxi, n = 30 abacaxis

Espécie Freqiiéncia (%) Origem
Candida bertae 2 -

C. bombicola 1 -

C. incommunis 6 Endofitica
C. krissii 7 -

C. valdiviana 2 -

C. versatilis 12 Endofitica e Epifitica
C. zeylanoides 1 -
Cryptococcus aerius 1 -
Kloeckera africana 13 -

K. apis 5 -
Pichia ofunaensis 15 Endofitica
P. membraaefaciens 5 -
Pseudozyma aphidis 8 Endofitica
Ps. flocculosa 5 -
Rhodotorula fragaria 2 -

R. graminis 8 -

R. lactosa 1 -

R. marina 6 -
Total 100 X

No entanto, C. versatilis, foi
descartada dos testes de controle biologico
por apresentar uma relativa atividade
patogénica em seres humanos, uma vez
que esta levedura ja foi isolada de
espécimes clinicos e descrita como
causadora de vaginose (GOMES, et at.,
2010). Ps. aphidis, normalmente ¢ isolada
de substratos vegetais, mas recentemente
foi identificada como agente etiologico de
fungemia pediatrica (LIN, et al., 2008). P.
ofunaensis foi isolada pela primeira vez, a

partir de amostras de solo. No entanto,

estudos envolvendo esta espécie sao ainda
escassos e existem relatos desta espécie
exibindo crescimento a 37 °C. Sendo
assim, P. ofunaensis nao foi utilizada nos
testes posteriores (KURTZMAN & FELL,
1998). Entretanto, Ps. flocculosa vem
sendo utilizada com sucesso no controle de
diversos fitopatdgenos, sendo inclusive
utilizada em um produto comercial

(Sporodex®) (NEVELU, et al., 2007).
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Tabela 2. Verificacdo da temperatura de crescimento por espécie

Espécie Temperatura (°C)

25 30 35 37
Candida bertae + + + +
C. bombicola - + + +
C. incommunis + + + +
C. krissi + + + +
C. valdiviana + + + +
C.versatilis + + + -
C. zeylanoides + + + +
Cryptococcus aerius + + + +
Kloeckera africana + + + +
K. apis + + + +
Pichia ofunaensis + + + -
P. membranaefaciens + + + +
Pseudozyma aphidis + + - -
Ps. flocculosa + + - -
Rhodotorula fragaria + + + +
R. graminis - - + +
R. lactosa - + + +
R. marina + + + +
Saccharomyces cerevisiae + + + +
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Figura 1. Tempo de permanéncia em dias em UFC (Unidades Formadoras de Col6nias) de
S. cerevisiae e P. flocculosa na superficie dos frutos apds a imersdo em uma solucao contendo

5 X 10® células/mL e incubacdo a 25°C.

Sendo assim, Ps. flocculosa e S. realizagdo dos ensaios de controle

cerevisiae foram selecionadas para a biologico de doencas pods-colheita em
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abacaxis. Entre os cinco isolados de Ps.
flocculosa disponiveis, foi selecionada a
que apresentou melhor crescimento em
meios artificiais. As duas linhagens
testadas  permaneceram  vidveis na
superficie do fruto por até¢ 20 dias (Figura
1). O tempo de permanéncia viavel e em
grandes populagdes ¢ um critério
importante ~ para a  selegdo  de
biocontroladores, uma vez que estratégias
de controle biolégico normalmente
necessitam de antagonistas em
concentragio superior a 10° células/mL
para efetivar a prote¢do do substrato alvo.

Tanto S. cerevisiae quanto Ps.

flocculosa foram capazes de reduzir a

incidéncia de doencas nos frutos e
ampliaram o tempo entre a colheita e o
aparecimento dos sintomas de doencas em
seis dias em comparagdo com o controle
(dados ndo mostrados) (Tabela 3),
reduzindo ainda a incidéncia da doenga em
57,1% e 71,4%, respectivamente, apos 12
dias de estocagem. Os dois isolados
permaneceram viaveis em altas
concentragdes (> 5 x 10* células/cm®) na
superficie dos frutos por mais de duas
semanas. Estes resultados indicam que o
emprego desta metodologia pode aumentar
o tempo de prateleira destes frutos sem a
utilizacdo de produtos toxicos como os

fungicidas convencionais.

Tabela 3. Numero de frutos que apresentaram incidéncia de lesdes apos 12 dias de incubagao.

Sendo que: Tratamento 1 = dgua destilada estéril (controle); Tratamento 2 = S. cerevisiae;

Tratamento 3 = P. flocculosa.

Tratamentos N° Frutos com lesao Reducao da
frutos incidéncia
(%)
1 10 7 -
2 10 3 51,1
3 10 2 71,4

4. CONCLUSOES
O tratamento  pds-colheita de
abacaxis com culturas de S. cerevisiae ou
Ps.  flocculosa aumenta o tempo de
prateleira do fruto e evita a utilizacdo de
fungicidas no periodo pos-colheita.
A reducdo do uso de fungicidas ¢

interessante do ponto de vista ambiental e

para a saude publica, principalmente em

periodos préximos ao consumo.
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