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Resumo: A levedura Saccharomyces cerevisiae e o leite de vaca in natura, constituem dois
métodos alternativos e eficientes no controle bioldgico de fungos pds-colheita de frutas, no
que diz respeito ao prolongamento da vida util do produto, mantendo a qualidade desejavel
livre de compostos toxicos. No presente trabalho foi avaliado a eficiéncia da levedura S.
cerevisiae ¢ do leite in natura, no controle do fungo Rhizopus nigricans, que causa podridao
mole nos frutos do morangueiro provocando sérios prejuizos, principalmente na fase pds-
colheita. A avaliagdo foi feita aplicando S. cerevisiae nas concentragdes de 1, 5, 10, 15¢20 g
L e do leite in natura nas concentragoes de 1, 5, 10, 20 e 500 mL L' e leite puro, com quatro
repeticdes cada tratamento, mantidos em camara de germinacao com temperatura de 25 °C e
17 °C e fotoperiodo de 12 h/luz durante 5 dias. O patdégeno foi inoculado nos frutos de
morango por aspersio (1 x 10* conidios mL™") 4 horas apds a aplica¢io dos tratamentos.
Realizaram-se avalia¢des didrias do nimero de morangos que apresentaram a podridao mole.
O uso do leite in natura puro e na concentra¢io e 15 mL L™ assim como da S. cerevisiae na
concentragio de 15 g L™ apresentaram eficiéncia no controle, reduzindo a proliferagdo do
patogeno, mantendo a qualidade do fruto pds-colheita, sendo promissor em pesquisas que
visam reduzir perdas na comercializagao.

Palavras-chave: controle alternativo, podriddo mole, pds-colheita.

Biological control of Rhizopus nigricans on strawberry after-harvest or Saccharomyces

cerevisiae and milk in natura

Abstract: The yeast Saccharomyces cerevisiae and the milk of cow in natura, they constitute
two complemental alternative methods efficient in the biological control of mushrooms
powder-crop of fruits, in what he/she concerns the prolongation of the useful life of the
product, maintaining the desirable quality free from toxicant compositions. In the present
work the efficiency of the yeast S. cerevisiae was evaluated and of the milk in natura, in the
control of the mushroom Rhizopus nigricans, that causes soft rottenness in the fruits of the
strawberry plant provoking serious damages, mainly in the phase powder-crop. The
evaluation was made applying S. cerevisiae in the concentrations of 1, 5, 10, 15 and 20 g L'
and of the milk in natura in the concentrations of 1, 5, 10, 20 and 500 mL L' and pure milk,
with four repetitions each treatment, maintained in germination camera the temperature of
17 and 25°C, evaluating the number of strawberries that you/they presented the soft rottenness
daily. The use of the milk in pure natura and in the concentration and 15 mL L™ as well as of
the S. cerevisiae in the concentration of 15 g L™ were efficient. Being ended that in the
mentioned reduced the proliferation of the patdogeno, maintaining the quality of the fruit
powder-crop and consequently reducing losses in the commercialization.

Key words: alternative control , soft rottenness, powder-crop.
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Introduciao

O morangueiro pertence a familia das rosaceas, do género Fragaria (Henrique e
Cereda, 1999), sendo uma infrutescéncia de grande aceitagdo comercial por sua aparéncia,
aroma, sabor atrativo (Reis et al., 2008), além de ser excelente fonte de vitamina C, folato,
potéssio, bioflavondides anticancerigenos, poucas calorias e muitas fibras (ABH, 2008),
caracteristicas que o colocam como uma das mais saborosas sobremesas (Reis et al., 2008).
A produgdo brasileira ¢ de aproximadamente 88,1 toneladas (Casali, 2004), atualmente no
Parana a regido Norte pioneira do Estado ¢ a maior regido produtora (Sebrae, 2005).

Em todo o ciclo produtivo do morango que compreende desde a decisdo de plantar até
a contabilizacdo dos lucros, a comercializacdo tem se mostrado a fase mais complexa e
problematica podendo afetar mais o lucro do que todas as outras etapas de produgao juntas
(Chitarra e Chitarra, 2005; Dantas, et al., 2003), dado as caracteristicas do produto
considerado uma fruta ndo climatérica (Finger e Vieira, 2002; Brackmann et al., 2001) sendo
de dificil conservagdo devido a sua rdpida degradacdo pela intensa atividade metabdlica e
grande suscetibilidade ao ataque de patogenos (Nunes et al., 1995; Brackmann et al., 1999).

As consideraveis perdas na cultura resultam da susceptibilidade a infec¢do fungica
(Junior e Venzon, 2007; Coelho et al., 2003) desencadeada pelos fatores ambientais e danos
mecanicos na colheita e estocagem (Booth e Burden, 1986; Silveira et al, 2005). Na
literatura, sao citadas 51 espécies de fungos, trés de bactérias, oito de nematdides e 26 de
virus afetando a cultura (Mazaro, 2007). Varias destas doengas ocorrem a campo reduzindo a
produtividade, outras sdo mais importantes no periodo pos-colheita, depreciando o produto
comercializado (Calvete et al., 2002).

Dentre as doengas uma das principais ¢ a podridao de Rhizopus (Rhizopus nigricans),
que causa deterioracdo e ocorre durante a comercializagdo do produto, sendo raramente
notada a campo (Ronque, 1998). Os frutos colhidos trazem na sua superficie o indculo que se
desenvolve durante o transporte e armazenamento, causando o apodrecimento dos frutos
(Rabelo e Balardin, 1989). As pesquisas pds-colheita sdo, nos mais diversos setores,
direcionadas para o prolongamento da vida util do produto, mantendo sua qualidade desejavel
(Chitarra e Chitarra, 2005; Silveira et al.,, 2005). De acordo com Bergamin et al., (1995), o
controle das doengas apds a colheita tem dois objetivos: evitar que os patogenos latentes nos
tecidos causem podriddes e impedir novas infec¢oes.

Como os frutos de morango, sdo consumidos na sua integridade, tanto para consumo

natural ou semi processado, deve-se utilizar na sua conservagao produtos totalmente naturais
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ou biodegradaveis, os quais ndo alterem, cor, sabor e aroma caracteristico da fruta (Henrique,
1999).

A demanda por frutos de morangueiro saudaveis, quer seja para consumo in natura,
quer seja para a producao de suco ou de polpa, isentos de residuos de agroquimicos e que
sejam produzidos respeitando-se 0 meio ambiente, tornou-se uma necessidade nacional e
mundial (Romeiro, 2007; Zambolin, 2003; Mazaro, 2007). Uma vez que graves problemas
foram observados ao longo do tempo decorrentes do controle quimico, como o efeito
indesejavel sobre organismos nao alvo, levando ao desequilibrio do agroecossistema, poluigao
ambiental, surgimento de doencgas iatrogénicas e a possibilidade de alguns destes produtos
quimicos causarem cancer € mutagdes genéticas em descendentes (Gouvea, 2007).

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), os métodos de controle bioldgico constituem
alternativas viaveis em relacdo ao quimico tradicional. Principalmente em fung¢dao de nao
deixarem residuos toxicos nas frutas tratadas (Nascimento et al., 2008). Diante da necessidade
de minimizar esses problemas, produtores e pesquisadores buscam formas alternativas no
manejo fitossanitario (Coelho et al., 2003). Dentre as diversas estratégias destacam-se o
controle biologico e a indugdo de resisténcia &s doencas de plantas. Em ambas as alternativas
a levedura Saccharomyces cerevisae ¢ apontada por diversos autores como tendo um grande
potencial de utilizagdo (Gouvea, 2007).

Makower e Bevan (1963) citado por Magliani et al., (1997), estudando Saccharomyces
cerevisae descreveram pela primeira vez o fator killer, um peptideo toxico capaz de inibir o
crescimento de outros microrganismos (Philliskirk et al., 1975 apud Coelho et al., 2003),
atuando na membrana de células sensiveis, reduzindo o pH intracelular e causando
conseqiientemente extravasamento de ions potédssio e ATP, entre outros, podendo ainda essas
toxinas serem glicoproteinas formadoras de protons capazes de originar canais 10nicos,
resultando em desestabilizacdo do potencial eletroquimico da membrana e eventual morte
celular (Magliani et al., 1997; Coelho, 2005; Comitini et al., 2004). Fungos filamentosos
também podem ser susceptiveis as leveduras “killer”, constatando-se que a Saccharomyces
cerevisae (Walker, 1995 apud Coelho et al, 2003) estd entre as linhagens com maior
potencial antagonico.

Outro método alternativo de controle estudado ¢ o leite in natura, um produto
complexo e nutritivo que contém mais de cem substancias que estdo em solu¢do, suspensao
ou emulsdao em agua. O leite de vaca ¢ composto por agua, energia, proteina, gordura, lactose
e minerais, além de bactérias probidticas, sendo as principais: Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium animalis (Wattiaux, 2003).
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O leite pode apresentar mecanismos variados de agdo, sendo a agdo direta sobre o
fungo um dos principais, devido a sua propriedade germicida e os sais e aminoacidos
presentes na sua composi¢ao, que induzem resisténcia nas plantas (Broek ez al., 2002).

Diversos trabalhos destacam o uso do leite in natura no controle de fungos
destacando-se o uso no controle de oidio (Sphaerotheca fuliginea) na abobrinha (Bettiol e
Astiarraga, 1998), chuchu, melancia, meldo, moranga e pepino (Bergamin et al., 1985).
O leite cru ¢ relatado ainda por diversos autores como produto alternativo para controlar oidio
em eucalipto (Bizi, 2006; Junior et al., 2008).

No entanto, ¢ importante salientar que a adogdo de medidas de controle tem inicio no
campo se prolongando até o momento da comercializagdo, aonde medidas de controle
individuais como o uso do leite in natura, de leveduras, o controle da temperatura, cuidados
no manuseio e tipo de embalagem utilizada, fazem parte de um sistema integrado do qual
depende a qualidade final do produto fornecido ao consumidor.

Frente a necessidade de explorar o uso de microrganismos antagonistas nos métodos
alternativos de controle de doengas em frutos, objetivou-se neste trabalho verificar o controle
da podridao mole em morango, causada por Rhizopus nigricans, ¢ a manutengao da qualidade
do fruto pos-colheita, por meio da utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae e leite

in natura em varias concentragdes.

Material e Métodos
Material vegetal

Os frutos de morango foram coletados em lavoura comercial no municipio de
Catanduvas e transferidos para o laboratério de fitopatologia da Faculdade Assis Gurgacz,
onde foi feito a desinfestacdo dos mesmos com hipoclorito de sddio a 1%.

Posteriormente foram tratados com agua destilada (testemunha), suspensdao de
levedura de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae), produto comercial Fermento Bioldgico
Fresco Fleischmann, com 4agua a 1, 5, 10, 15 e 20 g L' e leite in natura a 1, 5, 10, 20 €
500 mL L™ e leite puro, sendo mantidos em cdmara de germinaco com temperatura de 25 °C
e 17 °C e fotoperiodo de 12 h/luz durante 5 dias.

Isolamento e inoculagdo do patogeno

O fungo R. nigricans foi isolado de frutos contaminados naturalmente, coletados em

lavouras comerciais de Catanduvas, Parana. O isolamento foi realizado em meio de cultura

BDA (batata-dextrose-agar) e mantido em camara de crescimento por 72 horas a 25 °C.
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O patdgeno foi inoculado nos frutos de morango por aspersdo (1 x 10* conidios mL™), 4 horas
apos a aplicagdo dos tratamentos.
Avaliacdo da incidéncia

A avaliacdo da incidéncia foi realizada diariamente ap6s a inoculagdo do patogeno,
verificando-se 0 nimero de morangos que apresentaram os sintomas de podriddo mole em
cada tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia realizada através do
programa estatistico JMP (Statistical Analysis System SAS Institute Inc. EUA, 1989 — 2000
versdo 4.0.0.), e quando houve diferengas significativas entre as médias, estas foram

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e discussiao

Conforme representado na tabela 1, o leite in natura apresentou efeito sobre a
incidéncia de Rhizopus nigricans na fase inicial da avaliacdo, os tratamentos com 1 mL L™,
15 mL L'l, leite puro ¢ 500 mL L'l, foram os mais eficientes diferindo estatisticamente da
testemunha, apresentando reducdo da incidéncia do fungo, porém, na segunda avaliagdo
nenhum tratamento diferiu estatisticamente da testemunha, apresentando alto nivel de
infec¢do causada pelo fungo.

O alto nivel de infestacdo possivelmente ocorreu pelas condigdes favoraveis para o
desenvolvimento do fungo, de acordo com Ronque (1998), o fungo expande-se rapidamente
se mantido a temperaturas acima de 21 °C. Esses dados sugerem que se os tratamentos forem
mantidos a temperatura de 25 °C, alta umidade e baixa taxa de respiragdo no interior das
embalagens, assim como alta umidade na superficie dos frutos imergidos nos tratamentos por
60 segundos, o tratamento com leite in natura ndo sera eficiente, nao preservando a qualidade
do fruto pos-colheita e por outro lado, aumentando a proliferagdo do fungo pela condicao de

temperatura e umidade oferecidas.
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Tabela 1 — Incidéncia de Rhizopus nigricans em morangos tratados com leite in natura e
mantidos a temperatura de 25 °C

Imersao no leite Inoculacio 1° avaliacio 2° avaliacao
patoégeno
Testemunha 0 0 8° 9?
ImLL" 0 0 5 17¢
5mLL" 0 0 6% 13°
10mL L™ 0 0 7° 15¢
15mLL" 0 0 5 13°
Leite puro 0 0 5° 11°
500 mL L™ 0 0 4 16°

Nota: Médias nas colunas, seguidas de letras diferentes, indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Analisando a tabela 2, observou-se que na fase inicial da avaliacdo, os tratamentos
com 1 mL L' ¢ leite puro foram eficientes no controle do fungo R. nigricans, diferindo
estatisticamente da testemunha. Na segunda avaliacdo apenas o tratamento com 15 mL L™ se
mostrou superior diferindo estatisticamente dos demais tratamentos e da testemunha. Na
terceira avaliacdo a superioridade do tratamento com 15 mL L' permaneceu, mostrando-se
também superior o tratamento com leite puro, reduzindo a incidéncia do fungo, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos e da testemunha.

A interferéncia dos tratamentos sobre o desenvolvimento do fungo R. nigricans,
ocorreu pela acdo direta do leite sobre o fungo (Bettiol, 2000), demonstrando sua eficiéncia
antifiingica, dados semelhantes jé relatados por Florianowicz (2001) quando o leite in natura
mostrou eficiente atividade antifingica contra P. expansum, Bettiol (2003) no controle de S.
fuliginea em abobrinha. Aliado as condi¢cdes de ambiente, uma vez que a temperatura € a
umidade relativa sdo as principais variaveis que influenciam na qualidade das frutas durante o
armazenamento (Jobling, 2000; Benato, 2002), sendo a refrigeracdo um dos métodos
complementares para a manutencdo da qualidade das frutas apds a colheita, no entanto, o
tratamento térmico ndo controla totalmente as podriddes principalmente as causadas por
Rhizopus sp., sendo indicado o uso combinado com outro tipo de controle (Zambolim et al.,
2003; Janisiewicz et al., 2003), como o leite in natura. Os tratamentos foram mantidos na
camara de germinagdo a temperatura de 17 °C, com crescimento esparso dos esporos do fungo
nessa condi¢do (Ronque, 1998), mantendo ainda baixa umidade tanto no interior da
embalagem quanto na superficie dos frutos que foram imergidos rapidamente nas solucdes, o

que propiciou baixa proliferacdo do fungo, mantendo a qualidade do produto pos-colheita.
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Tabela 2 — Incidéncia de Rhizopus nigricans em morangos tratados com leite in natura e
mantidos a temperatura de 17 °C

Imersao no Inoculacio 1°avaliacdo 2°avaliacdo 3°avaliacdo 4° avaliacido
leite patoégeno
Testemunha 0 0 2 7° 10° 15¢
1 mLL" 0 0 2 9 12°
5mLL" 0 0 0 4 10° 14°
10mL L™ 0 0 0 3% 10° 14°
15mLL" 0 0 0 3% 4 7
Leite puro 0 0 0 1° 7° 8"
500 mL L™ 0 0 0 4 9 11°

Nota: Médias nas colunas, seguidas de letras diferentes, indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Na avaliagdo da incidéncia do fungo Rhizopus nigricans em morangos tratados com S.
cerevisiae demonstrado na tabela 3, constatou-se que na primeira data de avaliacdo os
tratamentos que se destacaram foram com 5 g L e 10 g L' sendo superiores a testemunha e
aos demais tratamentos. Na segunda avaliagdo os tratamentos mais eficientes foram com
5gL"',10gL"e15 gL diferindo estatisticamente da testemunha. Na terceira avaliagio os
tratamentos com 10 g L' e 20 g L' foram os mais eficientes diferindo estatisticamente da
testemunha e dos demais tratamentos, porém na quarta avaliacdo todos os morangos
apresentavam sintomas do fungo, sendo descartados por estarem improprios para o consumo.

O alto nivel de infestacdo do patdégeno nos frutos, e a ineficiéncia da manutengdo da
qualidade pos-colheita apresentadas nas tabelas 2 e 3, possivelmente ocorreram devido a alta
temperatura (25 °C) e umidade tanto no fruto quanto no interior da camara de germinacao, as
quais, propiciaram um ambiente favoravel para o desenvolvimento do fungo e improprio para
a conservacao do fruto. Diante dessa andlise, cabe salientar que os métodos de controle
biologico sdo mais uma alternativa disponivel para a manuten¢do da qualidade pds-colheita
que deve ser utilizado complementando outras estratégias existentes, como a refrigeracao, o
manejo no campo ¢ os cuidados e higiene na colheita e transporte.

Analisando a tabela 4, na primeira avaliagdo, nenhum fruto apresentou sintomas de
infeccdo causado pelo fungo, na segunda avaliagdo todos os tratamentos foram eficientes
diferindo estatisticamente da testemunha. Na terceira data de avaliagdo, observou-se que 0s
tratamentos mais eficientes foram nas concentracdes de 5 g L™, 15 g L™ ¢ 20 g L™, diferindo
estatisticamente da testemunha e dos demais tratamentos. Na quarta avaliagdo o tratamento

com 15 g L permaneceu sendo o mais eficiente, diferindo estatisticamente da testemunha e
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dos demais tratamentos, mantendo os frutos com qualidade e Otimas condi¢des de

comercializagao.

Tabela 3 — Incidéncia de Rhizopus nigricans em morangos tratados com S. cerevisiae €
mantidos a temperatura de 25 °C

Imersao na Inoculacio 1° avaliacio 2° avaliacao 3% avaliacao

S.cerevisiae patégeno
Testemunha 0 0 50 7° 11°
1gL! 0 0 6° 12° 14°
5gL! 0 0 28 4 12°
10gL’! 0 0 1? 3 9
15gL" 0 0 4° 4 12°
20g L 0 0 3 6" 9"

Nota: Médias nas colunas, seguidas de letras diferentes, indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Inumeros trabalhos evidenciam o potencial da levedura Saccharomyces cerevisiae na
ativacdo de mecanismos de resisténcia e na protecao de plantas contra fitopatdogenos (Martins
et al., 1986; Bonaldo e Pascholati, 2007). A eficiéncia do tratamento se deve a agdo da S.
cerevisiae diretamente sobre o patdogeno por antibiose ja observado em diversas pesquisas,
como sobre a Colletotrichum graminicola por Silva e Pascholati (1992) em milho, de
Hemileia vastatrix em café (Roveratti, 1989), protegdo de plantas de sorgo contra
Colletotrichum graminicola e Exserohilum turcicum (Lopez, 1991; Piccinim, 2005), Botrytis
cinerea em FEucalyptus sp. (Lopes, 2001), maracuja contra Xanthomonas campestris pv
passiflora, Exserohilum turcicum em milho (Stangarlin e Pascholati, 1994) e Guignardia
citricarpa agente causal da pinta preta em citros, ou pela competicdo por espaco e nutrientes
(Silva e Pascholati, 1992), sendo esta apontada como um importante mecanismo pelo qual a
S. cerevisiae atua no controle de fitopatdgenos, como no controle de B. cinereae em Kiwi
(Cheah e Hunt, 1994), citros contra mancha preta (Cardoso, 2003), de Fusarium sambucicum
em abobrinha (Cucurbita maxima) (Cheah e Marshall, 1995) e de Penicillium digitatum em
limdo (Cheah e Tran, 1995), ou ainda pela presenca do fator killer que provoca lise nas
células do patégeno, como ja demonstrado in vitro por Walker et al., (1995), quando a
levedura inibiu o crescimento de diversos fungos causadores de doengas e podriddes em
plantas, tais como Puccinia recondida, Cercospora arachidicola, Fusarium equiseti,

Plasmopora viticola, Phytophtora infestans.
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Tabela 4 — Incidéncia de Rhizopus nigricans em morangos tratados com S. cerevisiae €
mantidos a temperatura de 17 °C

Imersdo  Inoculacio 1°avaliacido 2° avaliagdo 3° avaliacio 4° avaliacio
S.cerevisiae  patégeno
Testemunha 0 0 2 7° 10° 15¢
1gL’! 0 0 4 9 14
5gL! 0 0 0 3 5 9P
10gL" 0 0 0 4 9 12¢
15gL" 0 0 0 0 3 4
20g L 0 0 0 3 50 9P

Nota: Médias nas colunas, seguidas de letras diferentes, indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O controle da temperatura (17 °C) e a manuten¢ao da umidade relativa baixa na
camara de germinac¢do, no interior da embalagem e na superficie dos frutos, aliado ao
tratamento com S. cerevisiae proporcionaram baixa proliferacdo do fungo, mantendo a

qualidade do produto pds-colheita.
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Figura 1 — Incidéncia de R. nigricans em morangos tratados com leite in natura (A) e S.
cerevisiae (B) e mantidos a temperatura de 17 °C.

Analisando o figura 1 (A) observou-se que os morangos tratados com leite in natura
na concentragio de 15 mL L' e leite puro foram os tratamentos com menor incidéncia do
fungo, sendo os mais eficientes estatisticamente. Na figura 1 (B) pode-se observar que os
frutos tratados com S. cerevisiae na concentragdo de 15 g L'l, foi o tratamento mais eficiente,
sendo estatisticamente diferente dos demais tratamentos, apresentando a menor quantidade de

frutos com sintomas da doenga.
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Conclusao
O uso do leite in natura puro ¢ na concentragdo e¢ 15 mL L e a Saccharomyces
cerevisiae na concentracdo de 15 g L™ controlaram a podriddo mole, reduzindo a prolifera¢io
do patdogeno, mantendo a qualidade do fruto pds-colheita. Ambos os tratamentos

apresentaram-se eficientes quando os frutos foram mantidos a temperatura de 17 °C.
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