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ESTUDO DOS MECANISMOS DE ACAO DE LEVEDURAS ENVOLVIDOS NO
BIOCONTROLE DE DOENCAS DE POS-COLHEITA EM CITROS

RESUMO - Dada a importancia econémica e social que a citricultura

representa para o pais, e em particular, para o estado de S&o Paulo, as
plantas citricas podem ser afetadas por varios agentes fitopatogénicos que,
agindo isoladamente, ou em conjunto, sob condi¢cdes favoraveis, podem
tornar-se limitantes a producdo em varias regibes produtoras. Dentre tais
agentes fitopatogénicos destacam-se Geotrichum candidum, Penicillium

digitatum e P. italicum, responsaveis pelas doencas podriddo azeda, bolor
verde e bolor azul, respectivamente, que ocorrem na pés-colheita em citros.

@)

método mais efetivo de controle destas doencas € o0 quimico, porém,
alternativas de controle sdo necessérias, de forma a diminuir os riscos
ambientais e a saude humana, em decorréncia do uso indiscriminado de
fungicidas. Dentre os métodos alternativos, o controle biolégico tem emergido
como um dos mais promissores para controle de doencas na pdés-colheita.
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
mecanismos de acdo de 24 isolados de leveduras que apresentam
potencialidade de controle da podridao azeda e de bolores em frutos citricos.

Nosso estudo sugere que os multiplos modos de agdo, como apresentado
pela maioria dos isolados de leveduras testados, como producédo de enzimas
hidroliticas (quitinase e B-1,3-glucanase), atividade killer e inibicdo da

germinacdo de conidios do fitopatégeno, foram importantes para o potencial
de controle de Geotrichum candidum, Penicillium digitatum e P. italicum.

Todos os isolados de leveduras apresentaram atividade killer, indicando ser

esse 0 mecanismo de acao comum adotado pelos isolados no biocontrole.

“Palavras-chave”: Citrus spp., Geotrichum candidum, Penicillium digitatum, P.

italicum
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MECHANISM OF ACTION STUDY OF YEAST BIOCONTROL WRAPPED IN POST-
HARVEST IN CITRUS

Abstract — Because of the economic and social importance that citrus industry
represent to the country, and in particular to the state of Sdo Paulo, citrus
plants can be affected by several pathogenic agents , acting alone or together
, under favorable conditions may make limiting the production in some
production areas. Among these pathogenic agents have more importance
Penicillium digitatum, Penicillium italicum and Geotrichum candidum,
responsible for diseases that occuring in the post - harvest citrus. The most
effective method of controlling these diseases is by means of chemical control,
but control alternatives are needed in order to reduce environmental and
human health risks due to the indiscriminate use of fungicides. Among the
alternative methods, biological control has emerged as one of the most
promising for disease control. So the present study was to evaluate the
mechanisms of action of 24 yeast isolates that have potential for control of
sour rot and mold in citrus fruits. Our study suggests that multiple modes of
action, as shown by the majority of yeast isolates tested, which showed
production of hydrolytic enzymes (chitinase and -1,3-glucanase), killer activity
and inhibition of conidial germination of the pathogen were important for the
potential control of Geotrichum candidum, Penicillium digitatum and P.
italicum. All yeast isolates showed Kkiller activity, indicating that this is the
common mechanism adopted by the biocontrol isolates.

“Keywords”: Citrus spp., Geotrichum candidum, Penicillium digitatum, P.
italicum
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira apresenta numeros expressivos que traduzem a
grande importancia econdmica e social que a atividade tem para a economia do
pais. O Brasil detém 50% da producdo mundial de suco de laranja, exporta 98% do
gue produz e consegue incriveis 85% de participacdo no mercado mundial. A
citricultura gera, entre empregos diretos e indiretos, um contingente de 230 mil, e
uma massa salarial anual de R$ 676 milhdes (NEVES, 2010).

N&o obstante a importancia econémica e social que representa a citricultura
para o pais, este setor enfrenta varios problemas de natureza fitossanitaria. Dentre
tais problemas, destacam-se as doencas de pos-colheita.

As doencas que ocorrem na fase de pos-colheita normalmente s&o iniciadas
no campo e se desenvolvem durante a colheita, transporte, embalagem e
armazenamento. De um modo geral, os produtos mais tenros e suculentos, como 0s
frutos, apresentam maior suscetibilidade ao ataque de fungos causadores de
doencas, isto por apresentarem, na maioria dos casos, uma grande disponibilidade
de &gua e nutrientes (AGRIOS, 2005).

As podriddes constituem-se a principal causa de danos pds-colheita em citros
e se expressam desde a colheita até seu uso pelo consumidor. A porcentagem de
frutos citricos com podriddes que ocorrem em uma safra varia de 3 a 6% (PALOU et
al., 2001), entretanto, sob condicbes favoraveis aos fitopatbgenos perdas
consideraveis em pos-colheita podem ocorrer, atingindo 50% no periodo de
comercializacao de laranja (ECKERT, 1993).

Dentre as doencas de pds-colheita, destacam-se os bolores dos frutos
citricos, causados por Penicillum digitatum e P. italicum e a podriddo azeda,
causada por Geotrichum candidum. Tais patégenos diminuem a qualidade e a
guantidade dos frutos de citros, bem como prejudicam os valores nutricionais e de
mercado. Essas doencas podem ser prevenidas por meio de uma colheita

cuidadosa, de forma a minimizar a producao de injurias nos tecidos dos frutos.



A restricdo ao uso de fungicidas, devido a fitotoxicidade, efeitos residuais,
espectro de acdo e obtencéo de linhagens resistentes pelo patdégeno, tém levado a
procura de métodos alternativos de controle, tais como, uso de biofungicidas,
extratos vegetais e 6leos essenciais (CARRE et al., 2002). Os resultados alcan¢ados
nessa linha de pesquisa tém-se mostrado promissores para uma utilizacao pratica
no controle de fitopatbgenos em diversas culturas (FRANCO; BETTIOL, 2000;
BENATO et al., 2002; CARRE et al., 2002; KUPPER et al., 2013 e MORETTO et al,
2014).

Fungicidas, como o sédio-o-fenilfenato, tiabendazol e imazalil s&o comumente
utilizados para o controle de doencas de pds-colheita em citros, assim como outros
compostos, como o diclora, difenil e vapores de acetaldeido que sdo usados como
tratamentos complementares, aplicados em envelopes durante o transporte e
armazenamento. Estes compostos emitem substancias volateis que sao capazes de
impedir o crescimento de um grande nimero de microrganismos. O surgimento de
linhagens de patdgenos resistentes ao tratamento quimico bem como as
dificuldades decorrentes da implementacdo de protocolos que garantam a
seguranca do uso destes produtos, tém tornado cada vez mais problematico o
emprego destas substancias (JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002; MERCIER;
SMILANICK, 2005). Neste enfoque, existem, ainda, problemas relacionados a
poluicdo ambiental e de saude publica, que estes compostos notoriamente
ocasionam, principalmente, devido as suas propriedades carcinogénicas.

Muitos pesquisadores tém demonstrado a eficacia do controle biolégico em
diferentes interac6es entre antagonistas e fitopatdogenos. Espécies de leveduras vém
sendo utilizadas como agentes de controle bioldgico para controle de diferentes
fitopatbgenos como Botrytis cinerea, agente causal do bolor cinzento em uvas e
morangos; de P. digitatum em uvas; de P. italicum e P. digitatum em frutos de
laranja; de Botrytis, Rhizopus, Penicillium e Alternaria em tomate e dos fungos B.
cinerea e Rhizopus, causadores de doencas poOs-colheita em macas (JIJAKLI;
LEPOIVRE, 1998; MASIH et al., 2001; KUPPER et al., 2013; MORETTO et al.,
2014).



2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos de acdo de
isolados de leveduras, obtidos do filoplano de plantas citricas, no controle de
doencas de pds-colheita de citros e, que em ensaios prévios mostraram ser
eficientes no biocontrole de Geotrichum candidum, Penicillum digitatum e P.

italicum.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Doencas de Pds-colheita em frutos citricos

3.1.1. Podridédo azeda dos frutos citricos (Geotrichum candidum)

A podridao azeda é causada pelo fungo leveduriforme Geotrichum candidum.
Este fitopatogeno pode ser denominado como G. candidum var. citri-aurantii
(Ferraris) Cif. & F. Cif. sendo esta variedade denotada pela capacidade do fungo em
infectar frutas citricas e crescer em baixos valores de pH (<2,7); Galactomyces citri-
aurantii (Ferr.) Butler morfologicamente semelhante a G. candidum; ou G. candidum
citrus race variedade denotada pela capacidade do fungo em infectar frutos citricos.
O fungo é comumente encontrado em solos e na superficie de frutos de citros, e
assim como fungos ascomicetos, a fase telemorfica do fitopatdgeno (Endomyces
geotrichum) ndo é comumente observada em solos ou em frutos infectados
(BUTLER et al., 1988; FENG et al., 2011; MCKAY et al., 2012).

A podriddo azeda dos frutos citricos esta disseminada em todos os paises
produtores, afetando todas as espécies de cultivares. As variedades de tangerinas
geralmente desenvolvem a doenca mais rapidamente do que variedades de laranjas
ou grapefruits (BROWN, 1979).

A infeccdo desses frutos ocorre através de ferimentos e lesdes que se
estendem para o albedo, sendo a podriddo mais prevalente em condi¢cbes favoraveis
(25-30 °C e umidade elevada) e na fase de maturacdo. Os sintomas iniciais da

podriddo azeda sdo semelhantes aos dos bolores verde e azul. A lesdo aparece pela



primeira vez encharcada de &gua, de coloragcdo amarelo-escura. A cuticula é
facilmente deslizada na epiderme formando camadas enrugadas com subsequente
cobertura do micélio branco ou creme, sendo que o fungo degrada o fruto
completamente em quatro ou cinco dias, em uma massa viscosa, frequentemente
associada ao bolor verde, e até mesmo estimulada por sua presenca (SUPRAPTA et
al., 1995; BROWN, 2003; TOURNAS, 2005; LIU et al., 2009; PALOU et al., 2009).

3.1.2. Bolor verde dos frutos citricos (Penicillium digitatum)

Os bolores sé@o os principais causadores de doencas de pdés-colheita dos
citros, em particular o bolor verde, causado por Penicillium digitatum, um patégeno
frequente em frutos na pdés-colheita de citros no Brasil (FEICHTENBERGER et al.,
2005; LARANJEIRA et al.,, 2005). A ocorréncia desta doenca depende das
condicdes climaticas e da forma de manipulacdo dos frutos, desde a colheita até o
consumo, podendo a doenga ocorrer durante o transporte e armazenamento dos
frutos citricos.

O fungo P. digitatum (Pers.) Sacc. 1881 é um ascomiceto pertencente a
ordem dos Eurotiales, sobrevivendo saprofiticamente em pomares e outros
ambientes na forma de conidios, que sdo disseminados pelo vento, atingem a
superficie dos frutos, penetrando pelos ferimentos. Dessa forma, os frutos séo
afetados no campo, em fase final de maturacao.

Os conidios de P. digitatum sao hialinos, constituidos por uma unica célula,
de formato globoso a ovoide, apresenta tamanho que pode variar de 4 a7 pM x 6 a
8 UM. Em geral, os conidios sdo produzidos em cadeia (catenulados), contendo
pigmentos verdes que ddo uma cor caracteristica as colénias em meio de cultura.
Os conidiéforos sdo simples com terminacdo penicilada (em forma de pincel,
Penicillus = pincel em latim), terminando num grupo de fidlides. As hifas séo
septadas e colonizam o substrato, liberando enzimas, que atuam na decomposicéo
das substancias mais complexas, tornando-as assimilaveis, provocando assim a
podriddo nos frutos. A fase perfeita desse fungo € rara na natureza (BERGAMIM
FILHO et al. 1995; LARANJEIRA et al., 2002).



A ocorréncia da doenca depende muito das condi¢Bes climéticas e da forma
de manipulacédo dos frutos, desde o pomar até o consumidor. Os frutos, depois de
infectados, tém o periodo de armazenamento reduzido, pela formacédo de etileno,
que acelera o processo de maturacdo, diminuindo a vida de prateleira.
(LARANJEIRA et al., 2005).

3.1.3. Bolor azul dos frutos citricos (P. italicum)

O bolor azul, causado pelo fungo P. italicum é menos prevalente que o bolor
verde. O fungo pode crescer lentamente em baixas temperaturas e causa 0O
apodrecimento apds longos periodos de armazenamento em camara fria. O ciclo da
doenca e os sintomas do bolor azul sdo similares ao bolor verde. O fungo causa
podriddo mole, e o micélio branco é formado quando as lesbes atingem de 2-6 cm
de diametro, com esporos de coloragdo azul, os quais sdo produzidos no centro das
lesbes. As lesbes do bolor azul diferem das ocasionadas pelo P. digitatum por
possuir uma faixa de micélio branca em torno da area de esporulacéo, cercada de
uma faixa definida de massa aquosa na casca dos frutos (PLAZA et al., 2003). O
crescimento Otimo para P. italicum ocorre entre 22-24 °C, entretanto em
temperaturas abaixo de 10 °C ele pode predominar sobre o P. digitatum (TIMER et
al., 2000).

3.2. Controle

Vérios cuidados podem ser adotados para reduzir as perdas com doencas em
pos-colheita, destacando-se a modificacdo de praticas de manuseio que danificam a
superficie da fruta, o que pode diminuir os riscos de infec¢cbes iniciadas por
ferimentos (JOHNSON; HEATHER, 1995). O controle quimico tem sido associado a
outros métodos que potencializam a eficiéncia de controle, destacando-se o uso da
refrigeracdo, tratamentos térmico, radiacdo, atmosfera controlada e modificada
(ZAMBOLIM et al., 2002).

A refrigeracdo é o principal método para a manutencdo da qualidade das

frutas na pos-colheita, sendo efetiva por reduzir os processos metabdlicos



envolvidos na maturagao (acado das enzimas degradativas e oxidativas) (BARKAI-
GOLAN, 2001; KADER, 2002).

O tratamento térmico tem apresentado eficiéncia principalmente no controle
de patdégenos que apresentam esporos localizados na superficie da casca e em
infecgOes presentes nas primeiras camadas celulares das frutas (SILVERIA, 2005).

Radiagcbes gama e ultra-violeta (UV-C) estdo sendo empregadas para o
controle de doencas em poés-colheita para frutas de consumo “in natura’,
especialmente abacate, citros, uva, morango, péssego, maca e nectarina, antes ou
apos o armazenamento, apresentando poder de induzir resposta de resisténcia na
fruta, além de atuar sobre varios patégenos (NIGRO et al., 2000; NEVES et al.,
2002; PASCHOLATI et al., 2004).

A utilizacdo da atmosfera controlada e modificada pode reduzir os processos
bioquimicos de maturacdo e senescéncia, evitando o desenvolvimento das
podriddes. Tratamentos utilizando altos niveis de diéxido de carbono por um periodo
de tempo tém mostrado eficiéncia no aumento dos niveis de componentes
antifangicos, reduzindo o desenvolvimento da doenca (PRUSKY et al.,1991; MARI,;
GUIZZARDI, 1998).

O controle quimico tem se mostrado o método mais eficiente na reducédo de
infec¢des fungicas. Os fungicidas de contato (ortofenilfenol e didxido de enxofre) ou
sistémico (tiabendazol e imazalil) sdo os mais utilizados para o controle para os
patdgenos de poés-colheita. Os fungicidas sistémicos garantem maior protecdo das
frutas durante o periodo de armazenamento, agindo sobre patégenos causadores de
infeccdo latente, inativando esporos de patdgenos associados a ferimentos e
protegendo a superficie das frutas (BENATO, 1999; ZAMBOLIM et al., 2002).

Para a obtencdo de um sucesso minimo na reducdo de prejuizos na poés-
colheita, se faz primordial a adocdo de medidas de controle que conciliem a
producdo, a protecdo do meio ambiente e a preservacdo da saude humana. Em
geral, as medidas se iniciam no campo com as praticas culturais, nutricdo das
plantas, podas, remoc¢do do indculo, controle quimico, colheita das frutas nos
estadios adequados de maturacdo e, continuam durante o armazenamento, por
meio de cuidados com o0 manuseio, com a temperatura, umidade relativa, atmosfera
controlada, termoterapia e a quimioterapia (CAPPELINE; CEPONIS, 1984).



3.2.1. Controle Biolbgico por leveduras

De acordo com Cook e Baker (1983), o controle biologico é a reducédo da
soma de in6culo ou atividades determinantes da doenca provocada por um
patégeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem. De acordo com
Lima et al. (2000), o controle biolégico tem como premissa bésica, manter a
densidade populacional das espécies de pragas, associadas a agricultura, em niveis
economicamente e ecologicamente aceitaveis.

Na poés-colheita, o controle bioldégico pode substituir totalmente ou atuar em
associagcdo com os produtos quimicos, tornando a producdo de alimentos mais
sustentavel e ecologica. Os testes para o uso dessa tecnologia ainda se
concentram, principalmente, nos laboratérios de pesquisa, no entanto, é possivel
encontrar no mercado empresas interessadas em desenvolver produtos biologicos
para o controle de doencas em frutas e vegetais no periodo de pds-colheita. Quatro
microrganismos antagonistas, duas leveduras (Candida oleophila e Cryptococcus
albidus) e duas linhagens de uma mesma espécie de bactéria (Pseudomonas
syringae) estdo disponiveis comercialmente sob o nome de Aspire® (Ecogen Inc.,
Langhorn, PA), YieldPlus® (Anchor Yeast, Cape Town, South Africa), BIOSAVE-110®
e BIOSAVE-111® (EcoScience, Orlando, FL), respectivamente (DROBY et al., 2002).

Espécies de leveduras vém sendo utilizadas como agentes de controle
biologico para controle de B. cinerea, agente causal do bolor cinzento em uvas e
morangos; de P. digitatum em uvas; de P. italicum e P. digitatum em frutos de
laranja; de Botrytis, Rhizopus, Penicillium e Alternaria em tomate e dos fungos B.
cinerea e Rhizopus, causadores de doencas pés-colheita em macas (MEHROTRA et
al., 1996; JIJAKLI; LEPOIVRE, 1998; MASIH et al., 2001; GUETSKY et al., 2001;
KUPPER et al., 2013).

Leveduras sdo definidas como fungos, cujo estado sexual ndo apresenta
corpos de frutificacdo e o crescimento vegetativo ocorre por brotamento ou fissdo.
Sdo microrganismos predominantemente unicelulares, imdveis, sendo a maioria
saprobio e alguns parasitas oportunistas (MILLER, 1979; LACHANCE; STARMER,
1998). A habilidade destes microrganismos em assimilar uma larga gama de

compostos organicos, expande a sua capacidade de dispersdo e sobrevivéncia em



diferentes nichos ecolégicos, podendo ser encontrados em ambientes terrestres
(plantas, solo, animais, ar) e aquaticos (lagos, rios, mares) (PHAFF; STARMER,
1987).

As leveduras possuem varias caracteristicas que as tornam boas candidatas
como agentes de biocontrole, tais como: possuem alta capacidade de utilizacao de
nutrientes, o que Ihes permite proliferar rapidamente (SPADARO et al., 2004; LIMA
et al., 1997; LIMA et al., 1999 ); sdo produtoras de polissacaridos extracelulares que
aumentam a sua sobrevivéncia em diversos ambientes, restringindo, dessa maneira,
0 espaco para o desenvolvimento do agente fitopatogénico (MENDEZ et al., 1999);
além de serem tolerantes aos fungicidas frequentemente utilizados na pdés-colheita
(SPADARO et al., 2004).

A vantagem do uso de leveduras no controle de doencas de poés-colheita
deve-se ao fato destes organismos serem 0s maiores componentes da comunidade
microbiana na superficie de folhas, frutos e vegetais (WILSON et al. 1993). Elas sao
agentes de controle potencialmente mais efetivos, pois sdo fenotipicamente mais
adaptadas a esses nichos e sao habeis na colonizacdo e competicdo por espaco e
nutrientes (FILONOW, 1998).

Outra vantagem da sua utilizacdo no biocontrole de doencas de plantas € a
melhor aceitagdo por parte dos consumidores, devido ao fato das leveduras serem

amplamente utilizadas na producao de alimentos e bebidas.

3.3. Mecanismos de acao empregados no biocontrole

O desenvolvimento de doencas infecciosas é caracterizado por uma série de
eventos gque ocorrem sucessivamente de maneira ordenada. Estes eventos incluem
a sobrevivéncia, disseminac¢do, infeccdo, coloniza¢do e reproducdo do patdgeno,
sendo este um processo ciclico, designado pelo ciclo das relacbes patdégeno
hospedeiro (AGRIOS et al., 2005; BERGAMIM FILHO et al.,, 1995). Portanto,
compreender o mecanismo de agdo de agentes de biocontrole € um pré-requisito
para se obter isolados antagbnicos mais efetivos e, para o desenvolvimento de

meétodos de producdo e formulagdo mais consistentes, que aumentem a atividade



antagonistica e que cumpram alguns requisitos, de pacotes toxicologicos e de
registro, necessarios para o desenvolvimento de um produto comercial.

No entanto, a elucidacdo dos mecanismos de acdo muitas vezes é dificultada
devido a complexa interacdo patdégeno-hospedeiro-antagonista. Inimeros relatos,
sobre o0 modo de acdo dos agentes de controle biolégico, tém ajudado nos estudos
de biocontrole.

3.3.1. Producéao de enzima hidroliticas

A parede celular de muitos fitopatbgenos fungicos € composta por
carboidratos, quase todos sob a forma de polissacarideos (80 a 90%), tais como
quitina, B-1,3 e B- 1,6-glucanas, além de proteinas e lipidios em quantidades
significativas. Entre os infortinios ambientais enfrentados pela parede celular, um
dos mais desafiadores é a pressdo dos microrganismos antagonistas, os quais, em
alguns casos, apresentam mecanismos para romper a parede celular e/ou
interromper processos relacionados a sua sintese (LIMA et al.,, 2000, PUNJA,
UTKHEDE, 2003).

A producao de enzimas hidroliticas por antagonistas capazes de hidrolizar os
componentes da parede celular podem desempenhar um importante papel no
processo antagbnico (LIMA et al., 2000). No entanto, a producdo e excrecao de
enzimas hidroliticas na capacidade de biocontrole em leveduras dependem do
organismo em questdo. Muitas vezes, segundo Machado e Linardi (1990), o
potencial de producdo enzimatica esta mais fortemente relacionado a caracteristica
do isolado do que ao grupo de leveduras propriamente. Com relacdo a esse
mecanismo de acao, foi demonstrado que Pichia anomala produz endo- [(-1,3-
glucanase e induz lise da ponta das hifas entre outras deformacdes em B. cinerea
(JIJAKLI; LEPOIVRE, 1998) e, que Candida. guilliermondii e Candida. oleophila
foram capazes de expressar altos niveis de B-1,3-exoglucanase e quitinase no
controle de B. cinerea em tomate (SALIGKARIAS et al., 2002).

As B-glucanases sao enzimas multifuncionais que hidrolisam polissacarideos
como a celulose, podendo também degradar as B-glucanas (PITSON et al., 1993,

KUMAR et. al.,1996). Estas hidrolases participam diretamente do processo de



controle bioldgico porque hidrolisam [3-1,3-1,6-glucanas constituintes da parede
celular de alguns patogenos (IORIO et al., 2008; FLEURI et al., 2008).

O produto comercial “Aspire”, é utilizado para o controle biolégico de
podriddes pds-colheita de citros e de frutas como maca e péra e, tem como base a
levedura Candida oleophila, devido & produgéo de B-glucanases. E relatado ainda,
que tal levedura produz varias enzimas degradativas da parede celular de P.
digitatum, incluindo-se exo-B-1,3-glucanases, quitinases e proteases (BAR-SHIMON
et al., 2004).

3.3.2. Competicao por espago e nutrientes

Competicdo € a interacdo entre dois ou mais organismos empenhados na
mesma acgado e, ocorre por alimentos (carboidratos, nitrogénio e fatores de
crescimento), por espaco e por oxigénio, sendo a competicAo por espago e
nutrientes o mecanismo de acdo mais observado em leveduras (JANISIEWICZ et al.,
2000).

Fungos fitopatogénicos necessitam de portas de entrada (ferimentos,
estdbmatos, etc) para atingirem o tecido da planta, a fim de colonizar e causar a
doenca. Agentes de biocontrole devem ser capazes de competir efetivamente com o
patdgeno por esses locais de infeccdo, sendo que a falta de nutrientes e espaco
pode inibir o desenvolvimento do patdgeno e prevenir a germinacao de propagulos e
a infeccdo (PUNJA; UTKHEDE, 2003). Para Bleve et al. (2006), a competicdo por
espaco e nutrientes € um mecanismo fundamental nos estudos de interacdes entre
levedura-fungo filamentoso.

Segundo Janisiewicz et al. (2002), as hifas dos patdégenos tém sido sugeridas
como um importante fator na competicdo por nutrientes entre 0s antagonistas
Enterobacter cloacae e Rhizopus stolonifer em péssego, e entre as leveduras
antagonistas Pichia guilhiermondii e P. italicum em frutas citricas.

Botrytis cinerea, Penicillium expansum, P. italicum e P.digitatum sé&o
patogenos frequentes em poés-colheita e cujos conidios requerem a presenca de
nutrientes no meio externo para que 0S MesmMOS possam germinar antes de

penetrarem nos frutos. Estes nutrientes sao disponibilizados através das lesGes que

10



ocorrem nos frutos, sendo o sitio de infeccdo o local em que a competicdo pelas
leveduras pode atuar de forma a inibir o desenvolvimento destes patogenos (PLAZA
et al., 2004; MENDEZ et al., 1999).

3.3.3. Producéao de toxina killer

O fendmeno killler é caracterizado por leveduras que produzem e excretam
proteinas ou glicoproteinas que séo inibidoras de células microbianas sensiveis.
Assim, estas proteinas sdo designadas como "proteinas killer" ou "toxinas Killer".
Cepas de leveduras killer sdo imunes as suas proprias toxinas, mas podem ser
sensiveis as toxinas de outros organismos (PALFREE; BUSSEY, 1979; POLONELLI;
MORACE, 1986; BUSSEY, 1990).

A natureza da levedura Kkiller implica em um grande fator de concorréncia,
considerando-se que as toxinas dessas leveduras podem impedir o desenvolvimento
de outros microrganismos, proporcionando uma vantagem seletiva durante as
primeiras fases do crescimento microbiano (STOLL et al., 2005).

ApoOs a descoberta inicial do fenbmeno killer em Saccharomyces cerevisiae,
logo se tornou evidente que as cepas killer ndo se restringem somente ao género
Saccharomyces, mas também podem ser encontradas, entre muitos outros géneros
de leveduras. Até agora, as leveduras produtoras de toxinas killer foram identificadas
em Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Ustilago, Torulopsis, Williopsis e Zygosaccharomyces,
indicando que o fendmeno Kkiller é de fato generalizado entre leveduras (CASTORIA
et al., 2003; RAU et al., 2005).

Toxinas killer descritas até 0 momento s&o ativas contra uma variedade de
diferentes leveduras, e também podem apresentar comportamento antagbnico a
outros grupos microbianos, como bactérias, e fungos filamentosos (WALKER et
al.1995; 1ZGU; ALTINBAY, 1997). Existem na literatura trabalhos empregando
leveduras killer no controle de fitopatdogenos, inibindo principalmente o seu
crescimento micelial (WALKER et al., 1995; COELHO, 2005; EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2006; CABRAL et al., 2009).
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3.3.4. Inducéo de resisténcia ao hospedeiro

A inducd@o de resisténcia € um fenbmeno que envolve varios mecanismos,
como hipersensibilidade, barreiras estruturais e aumento da sintese de fitoalexinas e
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas — RP), como hidrolase
B-1,3-glucanase (HAMMERSCHMIDT, 1999). Inducéo de resisténcia a patégenos de
plantas € uma estratégia promissora de controle de doencas fangicas,
proporcionando resisténcia sisttmica em longo prazo para varios patdégenos
(WALLING, 2001). A inducao de resisténcia pode ocorrer de forma fisica (ARCAS et
al., 2000; LIU et al., 2010), quimica (VENDITTI et al., 2005; ZHANG et al., 2011), e
por tratamentos bioldégicos (DROBY et al.,, 2002; EL GHAOUTH et al., 2003;
NANTAWANIT et al., 2010).

Segundo Pascholatti e Leite (1995), os mecanismos podem ser bioquimicos
e/ou estruturais, e atuam de forma dindmica e coordenada, permitindo que a planta
se defenda do ataque dos patégenos. Esses mecanismos de resisténcia
apresentam-se como um método alternativo para o controle de fitopatégenos, sendo
gue estes podem ser induzidos por elicitores biéticos, como microrganismos (fungos
filamentosos, leveduras, bactérias, particulas virais) e moléculas por eles produzidas
(oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos e acidos graxos); ou abidticos, o0s
quais podem ser compostos organicos ou inorganicos (metais pesados) e luz
ultravioleta (PASCHOLATTI; LEITE, 1995; LEITE et al., 1997).

Leveduras estdo sendo utilizadas no controle de doencas de pés-colheita de
frutas, resisténcia a doenca pode ser estimulado por Cryptococcus laurentii em
jujuba (TIAN et al., 2007), e por Pichia guilliermondii em pimentdes
(NANTAWANITET et al., 2010). No entanto o mecanismo pelo qual as leveduras
induzem resisténcia permanece desconhecido, pois ocorrem interacdes complexas
entre patdogeno e hospedeiro (DROBY et al., 2009). Estudos anteriores indicaram
que Rhodosporidium paludigenum pode inibir significativamente varias doencas de
pos- colheita em frutas (WANG et al., 2008, 2010a,b).

As enzimas, [B-1,3-glucanase (GLU), fenilalanina amoénioliase (PAL),
peroxidase (POD), e polifenoloxidase (PPO) sédo estudadas na area de biocontrole
de pdés-colheita e conhecido por estar envolvido na resisténcia a doencas de plantas

(ZHAO et al., 2008). Uma das proteinas relacionadas com organismos patogénicos
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mais importantes e enzimas hidroliticas, GLU pode inibir diretamente o crescimento
de fungos decompondo 3-1,3-glucano na parede celular de fungos (EDREVA, 2005).

Segundo Lu et al. (2013) estudos indicaram que o tratamento de pds-colheita
de citros com R. paludigenum induz altos niveis de resisténcia a doencgas contra P.
digitatum e aumenta significativamente a atividade das enzimas relacionadas com a
defesa, que € um importante mecanismo de leveduras.

Resisténcia das plantas contra o ataque de fungos fitopatogénicos esta
relacionada a enzima peroxidase, conhecida por participar de varios processos
fisiologicos. Essa enzima oxida compostos fendlicos e participa da sintese do
horménio vegetal etileno. Avaliando a acdo da levedura S. cerevisiae, no perfil
eletroforético de peroxidases em plantas de milho e sorgo, Roncatto e Pascholatti
(1998) observaram que a suspensédo de células ou mesmo o filtrado da levedura foi

capaz de alterar o padréo de atividade da enzima peroxidase nas plantas.

3.3.5. Micoparasitismo

O micoparasitismo é uma forma de parasitismo causada por microrganismos
gue atacam outros organismos, muitas vezes, os da mesma espécie. Arras et al.
(2002) observaram uma rapida colonizacdo do micélio de P. digitatum por Candida
famata, com acdo litica e fagocitica da levedura contra a hifa fangica. A forte ligacéo
de células de P. guilliermondii ao micélio de P. italicum causou a degradacdo da

parede celular da hifa préxima do local onde as células de leveduras se aderiram.

3.3.6. Producéo de sider6foros

Sidero6foros sédo definidos como ligantes especificos de Fe' (lIl), chegando a
apresentar constante de estabilidade (K~ 10°°. Sao produzidos por
microrganismos, onde desempenham a funcdo de sequestrar e transportar Fe (lll).
S&o quelantes de baixo peso molecular (400-2000 g/mol), excretados sob condi¢des
de deficiéncia de ferro (NEILANDS, 1995).

Os sideroforos podem ser produzidos por espécies microbianas aerobicas e,
facultativamente, por espécies anaerObicas. Estdo incluidas nestas espécies,

bactérias entéricas, bactérias patogénicas a humanos, animais e fungos de plantas,
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microrganismos de solo, espécies gram-positivas e negativas, cianobactérias e algas
superiores, bactérias fixadoras de nitrogénio e alguns tipos de leveduras (BENITE et
al., 2002).

Sansone et al. (2005) observaram que Rhodotorula glutinis apresenta a
capacidade de produzir compostos sideroforos (acido rhodotorulico), os quais foram
capazes de inibir a germinacédo de esporos e a severidade da podriddo em maca

causada pelo fungo B. cinerea.

3.3.7. Producéao de antibidticos

Microrganismos podem produzir substéancias ativas em baixas concentragdes
(menores que 10 ppm) que s&o toxicas para outros microrganismos (MENDEZ et al.,
1999). Agentes de biocontrole mais ativos constituem-se as bactérias produtoras de
antibidéticos.

Segundo Spadaro et. al. (2002), Bacillus subtilis produz iturina, um péptido
com forte acdo antifangica. Pseudomonas cepacia sintetiza pirrolnitrina, capaz de
controlar a podriddo causada por B. cinerea e P. expansum em pomdideas
(MENDEZ et al., 1999).

Prefere-se que a antibiose ndo seja o principal mecanismo de acado de um
microrganismo antagonista para uso na poés-colheita, pela possibilidade de deixar
residuos nos frutos para consumo in natura.

A producao de compostos antimicrobianos por leveduras tem sido observada
em diversos estudos. McCormack et al (1994) isolaram leveduras habitantes de
filoplano e observaram que Aureobasidium pullulans, presente neste ambiente, foi
capaz de produzir dois compostos antibiéticos, os quais foram isolados e estudados

pelos autores.
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CAPITULO 2 - Mecanismos de ac¢éo de leveduras envolvidos no biocontrole de

Geotrichum candidum, agente causal da podriddo azeda em frutos citricos

Resumo - A podriddo azeda, ocasionada pelo fungo Geotrichum candidum, é
uma das principais doencas que ocorrem na pos-colheita em citros. A
auséncia de produtos quimicos registrados para o controle dessa doenca tem

hY

levado a busca de métodos e estratégias alternativas e, dentre esses, a
utilizacdo de leveduras como agentes de controle biologico. Diante do
exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os mecanismos de acao
de oito isolados de leveduras, obtidos do filoplano de plantas citricas que
apresentam potencial para o controle da podriddo azeda. Os resultados
obtidos nesta pesquisa mostraram que a maioria dos isolados de leveduras
avaliados néo produziu substancias antifungicas, em quantidades suficientes
para inibir o desenvolvimento do fitopatégeno; a competicdo por nutrientes
nao foi uma estratégia de biocontrole usada pelas leveduras. A atividade killer
e a producdo de enzimas hidroliticas sdo os principais mecanismos de acao

envolvidos no biocontrole de G. candidum.

“Palavras-chave”: Fator Killer, Endomyces geotrichum, enzimas hidroliticas,

Saccharomyces cerevisiae
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CHAPTER 2 - Action mechanisms of yeasts involved in the biocontrol of
Geotrichum candidum, the causal agent of citrus sour rot

Abstract - Sour rot is one of the major post-harvest diseases of citrus plants
and is caused by the fungal pathogen Geotrichum candidum. The lack of
chemicals certified for the control of this disease has led to the consideration
of alternative methods and strategies, such as the use of yeasts as biocontrol
agents. The aim of the present study was to assess the modes of action of
eight yeast isolates obtained from the phylloplane of citrus plants and
previously shown to be effective in controlling sour rot. The findings revealed
that most of the isolates analyzed did not produce antifungal compounds in
amounts sufficient to inhibit the growth of G. candidum. Additionally, the yeast
strains were not found to use nutrient competition as a biocontrol strategy.
Instead, killer activity and hydrolytic enzyme production were identified as the
major mechanisms involved in the biocontrol of G. candidum.

“Keywords”: Saccharomyces cerevisiae; killer factor; Endomyces
geotrichum; hydrolytic enzymes
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1. INTRODUCAO

A citricultura ocupa lugar de destaque no agronegoécio brasileiro, com grande
visibilidade internacional em funcdo da producdo e comercializacdo do suco de
laranja concentrado e congelado. O Brasil é responsavel por 50% da producdo de
laranja e 85% da participacdo no mercado mundial de suco de laranja. O PIB do
setor citricola é da ordem de US$ 6,5 bilhdes, com faturamento total de US$ 14,6
bilhdes. Além da importancia econbmica que o setor representa, a citricultura gera
cerca de 230 mil empregos, tendo assim grande importancia social para o pais
(NEVES et al., 2010).

N&o obstante a importancia econémica que o setor citricola tem para a
economia nacional, os pomares sao acometidos por uma série de pragas e doencas
que sdo responsaveis por reducdes consideraveis na quantidade e na qualidade dos
frutos disponiveis para o mercado. Dentre as principais doencas que ocorrem na
fase de poés-colheita em citros, pode-se destacar a podriddo azeda, causada pelo
fungo Geotrichum candidum.

A podriddo azeda esta disseminada em todos os paises produtores, afetando
todas as espécies e cultivares, sendo que as variedades de tangerinas geralmente
desenvolvem a doenca mais rapidamente do que variedades de laranjas ou
grapefruits (BROWN, 2003). Ndo existem produtos quimicos registrados para o
controle desta doenca, portanto, a busca por métodos alternativos se fazem
necessarios. A utilizacdo de espécies de leveduras é uma estratégia interessante,
principalmente, pela capacidade de colonizagdo e sobrevivéncia na superficie dos
frutos por um longo periodo de tempo (LAHLALI et al., 2011).

As leveduras sdo potencialmente efetivas, pois sdo fenotipicamente mais
adaptadas nas superficies de folhas, frutos e vegetais, além de serem habeis na
colonizacdo e competicdo por espaco e nutrientes (FILONOW, 1998), o que da a
esse grupo de microrganismos vantagens quanto a utilizacdo como agentes de
biocontrole de patégenos na pés-colheita.

Apesar do conhecimento sobre algumas fungdes das leveduras no ambiente,
muito ainda h& para ser descoberto, principalmente sobre os seus mecanismos de

acao em diferentes ambientes e no antagonismo a outros organismos (ROSA-
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MAGRI et al., 2011). Estes agentes biol6gicos podem atuar na prevencdo da
infeccdo, na reducdo da colonizacdo de tecidos no hospedeiro, na reducéo da
esporulacdo ou na sobrevivéncia do patdégeno, podendo proporcionar diferentes
niveis de controle (PUNJA; UTKHEDE, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar os
mecanismos de agao de oito isolados de leveduras, obtidos do filoplano de plantas
citricas, no controle do G. candidum e, que em ensaios prévios mostraram ser

eficientes no biocontrole do patégeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Os isolados de ACBL - agente de controle biolégico leveduras (ACBL-23;
ACBL-42; ACBL-44 (Rhodotorula mucilaginosa); ACBL-50 (Saccharomyces sp.);
ACBL-52; ACBL- 68; ACBL-77 (Sporobolomyces koalae) e ACB-K1 (S. cerevisiae)) e
o isolado de Geotrichum candidum, utilizados neste estudo, pertencem a colecéo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Bioldégico do Centro de
Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirépolis/SP, Brasil. Os isolados de leveduras
utilizados neste estudo foram obtidos de 14 municipios do Estado de Sao Paulo e,
apos estudos prévios de antagonismo in vitro e in vivo foram selecionados como
agentes potencias para o biocontrole da podridao azeda em frutos citricos (CUNHA,
2013).

2.2. Producdo de compostos antifungicos
2.2.1. Producao de compostos antifungicos volateis

Para a determinacdo da produgéo de compostos volateis cultivou-se o fungo
simultaneamente com os isolados de leveduras, utilizando placas bipartidas, as

quais impedem que exsudatos ndo volateis produzidos pela levedura tenham

contato com o fungo através do meio de cultura. Para tal, um disco de 5 mm de
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diametro de G. candidum mais o0 meio de cultura foi depositado em um dos lados da
placa contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), e do outro lado um
disco do mesmo tamanho contendo cada isolado de levedura foi depositado sobre o
meio de cultura YEPD (1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 2% de glicose,
2% de agar, 0,01% de ampicilina e 0,01% de &cido nalidixico, dissolvidos em 1 litro
agua destilada). Ap6s 10 dias de incubacdo das culturas a 25 °C foi realizada a
avaliacdo, medindo-se o diametro da colonia de G. candidum em dois sentidos
perpendiculares e, comparada ao cultivo do fungo na placa controle (sem a

presenca da levedura).
2.2.2. Producao de compostos antifungicos livres de células da levedura

Para cada isolado de levedura, uma al¢cada do microrganismo foi retirada de
colonia ativa (48 horas de cultivo em YEPD) e transferida para frascos de
Erlenmeyers de capacidade de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPD, sendo
posteriormente, a cultura incubada sob agitacdo a 150 rpm, na auséncia de luz por
72 horas.

Em seguida, a cultura correspondente a cada isolado foi filtrada em papel de
filtro (Whatman n°4) e em membrana Millipore® (0,45 pM), a fim de se obter um
filtrado livre de células de levedura, adaptacdo da técnica de Frighetto e Melo,
(1995). Amostras de 10 mL de cada filtrado foram transferidas para 90 mL de BDA
fundente. Obtidos 0s meios correspondentes a cada tratamento, 0s mesmos foram
vertidos em placas de Petri e, apos a solidificacdo, um disco de meio de cultura de 5
mm de didmetro, contendo o fitopatdgeno, foi transferido para o centro das placas. O
controle correspondeu ao fitopatdgeno cultivado em meio BDA sem a adicdo dos
filtrados das células. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 25 °C
durante sete dias em fotoperiodo de 12h e, a avaliacdo foi efetuada por meio da
medicao do diametro médio da colbnia de G. candidum.
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2.2.3. Producédo de compostos antifUngicos termoestaveis

Para cada isolado de levedura, um disco de meio com o crescimento do
microrganismo foi colocado em frascos Erlenmeyer de capacidade de 250 mL
contendo 50 mL de meio YEPD, e incubado sob agitagao de 150 rpm, no escuro por
72 horas, como citado no item 2.2.2. Em seguida, amostras de 10 mL de cada
isolado de levedura foram transferidas para frascos contendo 90 mL de BDA e,
esterilizadas em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Obtidos 0os meios correspondentes a cada tratamento, os mesmos foram
vertidos para placas de Petri e, ap0s solidificagdo, um disco de meio de cultura de 5
mm de didmetro contendo o fitopatdgeno foi transferido para o centro das placas. O
controle correspondeu ao patdégeno crescido em meio BDA sem a presenca dos
metabdlitos. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 25 °C durante sete
dias e a avaliacdo foi efetuada por meio da medicdo do didmetro médio da colbnia
de G. candidum, em dois sentidos perpendiculares.

2.3. Deteccéao da atividade Killer

Para esse ensaio foi preparado, inicialmente, uma suspens&o (1 x 10° células
mL™) de Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 (sensivel ao fator killer), apds
cultivo em meio YEPD por 24 horas a 28 °C. Uma aliquota de 100 pL desta
suspensao foi, entdo, espalhada sobre o meio de cultura YEPD + azul de metileno,
tamponado a pH 4,3-4,7, segundo a metodologia descrita por Ceccato-Antonini et al.
(2004). Apo6s secagem, os isolados de leveduras, a serem avaliados quanto a
presenca do fator killer, foram inoculados na placa com palitos estéreis (em pontos),
sendo em seguida, as culturas incubadas a 28 °C, por trés dias. Os isolados foram
considerados produtores de toxina Killer quando apresentaram um halo de inibicao
de crescimento e zona azul adjacente, indicando a morte celular da levedura

sensivel.
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2.4. Competicao por nutrientes

Para a deteccdo da competicdo de nutrientes, entre o G. candidum e as
leveduras antagonistas, laminas de microscopia contendo meio agar-agua com
diferentes concentracdes de glicose (0; 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 %) foram preparadas.
Posteriormente, 10 uL de uma suspenséo de 1 x 10° conidios mL™ do fitopatégeno e
10 pL de uma suspensdo de 1 x 108 células mL™ de cada isolado de levedura foram
depositados em locais pré demarcados nas laminas. As culturas foram incubadas
em estufa para BOD a 25 °C por 16 horas. A avaliacdo procedeu através da
contagem de conidios germinados e ndo germinados, num total de 100 conidios
avaliados ao acaso. Foi considerado germinado o conidio cujo tamanho do tubo

germinativo encontrava-se maior ou igual ao tamanho do conidio.

2.5. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

Os isolados de leveduras foram pareados com o G. candidum seguindo a
metodologia descrita por Dennis e Webster, (1971). O teste foi realizado em placa
de Petri, em meio de cultura BDA, no qual foi colocado de um lado, o fitopatégeno
(disco de micélio com 5 mm de diametro) e a 3 cm de distancia foi depositada a
levedura (disco de 5 mm de diametro).

A partir da observagédo do halo de inibicdo entre os isolados de leveduras
antagdnicos e o fungo, apés cultivo pareado em placa de Petri, foi realizado um
experimento para quantificar o crescimento micelial do patégeno retirado da zona de
antagonismo (micélio localizado adjacente do halo de inibicdo de crescimento
fungico), com o intuito de verificar se as hifas encontravam-se viaveis. Com o
objetivo de comparacdo do crescimento micelial, foram realizadas retiradas de
micélio fangico (disco de 5 mm de diametro) de placas apresentando antagonismo,
de trés diferentes locais: na regido de inibicdo, na regido mediana (préxima ao halo
de inibicdo) e, para fins de comparacédo, do miceélio longe da levedura (onde o
micélio ndo sofreu a acao inibitéria da levedura). As culturas foram incubadas por 10

dias em estufa para BOD a 25 °C em fotoperiodo 12 horas. A avaliagdo constou da
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medicdo do didmetro do crescimento micelial do patdgeno, em dois sentidos

perpendiculares.

2.6. Producao de enzimas hidroliticas

Este experimento teve por objetivo avaliar a producéo e liberacdo de enzimas
hidroliticas pelos isolados de leveduras, seguindo a metodologia de Fialho et al.
(2005). Os isolados foram transferidos através de uma alca de inoculacéo para 20
mL de meio YEPD liquido e incubados sob agitacdo constante de 150 rpm por 72
horas no escuro. ApGs esse periodo, 1 mL da suspenséo foi transferida para tubos
Falcon de 15 mL contendo 10 mL de meio YEPD e YEPD modificado (com
preparado de parede celular do fungo testado, a 1% em substituicdo a glicose). O
cultivo foi realizado em triplicata, sob agitacdo a 150 rpm. No tempo de 24 horas de
incubacdo, uma amostra de 1,5 mL foi retirada e centrifugada a 3000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi recuperado e utilizado para analise das atividades de -1,3-

glucanase e quitinase.

2.6.1. Preparo de parede celular (PPC)

Para a preparacdo da parede celular (PPC), 1 mL da suspenséo de esporos
(1 x10° esporos mL™) do fitopatdgeno foi cultivado em 50 mL de meio batata
dextrose por 8 dias, sob agitacao constante a 150 rpm. O micélio fungico foi coletado
pela filtragem em papel de filtro Whatman (n° 1), lavado trés vezes com agua
destilada e homogeneizado em tampéo fostafo 0,1M (pH 7,2) por 2 minutos e
mantido a -20 °C overnight. Posteriormente, o material foi descongelado e
novamente homogeneizado. Em seguida, aproximadamente 20 mL do micélio
fungico foi transferido para um frasco onde foi macerado com nitrogénio liquido e a
parede celular do fungo foi armazenada em freezer -80 °C para utilizagdo posterior.

Metodologia adaptada de Bar-Simon et al. (2004).
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2.7. Atividades enziméticas

2.7.1. Determinacéao de acucares redutores

A determinacdo de aguUcares redutores, liberados durante os ensaios
enzimaticos, foi realizada segundo a metodologia descrita por Miller (1959),
utilizando o reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). Para tal, 250 pyL da
mistura de reacédo foram adicionados a 250 uL do reagente ADNS e a solucao foi
aquecida em banho com &gua fervente por 10 minutos. Apds o resfriamento em
gelo, até a temperatura de 25 °C, a solucéo foi diluida com 2,5 mL de agua destilada
homogeneizada e foi determinada a absorbancia a 540 nm, contra o branco

apropriado.

2.7.2. Determinacdo da atividade enzimatica - B-1,3-glucanase

Para a avaliacdo da producdo de [B-1,3-glucanase foi utilizada a técnica de
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada do substrato laminarina, através da
dosagem de acuUcares redutores (item 2.7.1). A reacao foi realizada com 200 uL de
tampéo Mcllvaine, pH 6,0; 100 uL da amostra de cultivo e 100 pyL de laminarina (4
mg mL™). A mistura da reag&o foi incubada a 50 °C por 1 hora. Ap6s esse periodo, a
reacao foi paralisada com a adicdo de 200 pL do reagente ADNS a mistura da
reacdo, determinando-se o teor de acUcares redutores liberados. A leitura de
absorbancia a 540 nm foi feita contra a mistura de reagdo contendo tampao em
substituicdo ao meio de cultivo, sendo subtraido de cada amostra o valor do controle
negativo que consistiu na mistura da reacédo na presenca de tampéao substituindo o
substrato. As leituras de absorbancias foram plotadas em curva padrdo para glicose
e a atividade enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de atividade (U)
foi definida como 1g de acucar redutor liberado (glicose) da laminarina nas

condi¢des de ensaio.
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2.7.3. Determinacéo da atividade enzimatica — quitinase

A avaliacdo da producédo de quitinase foi realizada pela da técnica de N-acetil
glucosamina (NAG), a partir do substrato glicol quitina. Para a realizacdo da analise,
100 pL da amostra de meio de cultivo da levedura foram misturados com 200 uL de
tampao Mcllvaine, pH 6,0 e 100 pL de glicol quitina 0,01% (p/v) neste mesmo
tampdo. ApoOs incubacdo por 60 minutos a 50 °C, a reacdo foi interrompida pela
adicao de 200 pL do reagente ADNS a mistura de reacao, determinando-se o teor de
acucares redutores liberado, como anteriormente descrito (item 2.7.1). A cubeta de
referéncia (branco) consistiu na mistura da reagcdo na presenca tampao em
substituicdo ao meio de cultivo. O valor da leitura foi subtraido do obtido pelo
controle negativo que apresentou o tampdo em substituicAo ao substrato (glicol
quitina). A atividade enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de
atividade (U) foi definida como 1g de acucar redutor liberado (N-acetilglucosamina)

enzimaticamente da glicol quitina, nas condi¢cdes do ensaio.

2.8. Anédlises Estatisticas

Para todos os ensaios de producdo de compostos antifungicos e para a
analise de crescimento micelial do fitopatdégeno retirado da zona de antagonismo
utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticées. Para o
teste de competicdo por nutrientes, utilizou-se um esquema fatorial com oito
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata. As analises foram realizadas utilizando o software
ASSISTAT.
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3. RESULTADOS

3.1. Producéo de compostos antifungicos

3.1.1. Producédo de compostos antifungicos volateis

No ensaio realizado para determinacdo de compostos antifingicos volateis,
os resultados obtidos mostratam que somente o isolado de levedura ACBL-52
produziu metabdlitos volateis que afetaram o tamanho da col6nia do fitopatégeno em
9,3% de inibigéo (Figura 1).

10 A

ab bc bc bc be ab ab

Tamanho das coloénias G.candidum
(cm)

Isolados de Leveduras

Figura 1. Tamanho da colbnia de Geotrichum candidum sob influéncia de compostos
antifangicos volateis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.1.2. Producao de compostos antifungicos livres de células da levedura

No teste para determinacdo de compostos antifingicos livres de células,
produzidos pelos isolados de leveduras avaliados, os dados apresentados na Figura
2 mostraram que as leveduras produziram compostos que favoreceram o

crescimento micelial do G. candidum.
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Figura 2. Tamanho da colbnia de Geotrichum candidum sob influéncia de compostos
antifungicos livres de células produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.1.3. Producédo de compostos antifungicos termoestéaveis

Com relacdo ao teste de compostos antifunficos termoestaveis os dados
obtidos mostraram que, todos os isolados de leveduras produziram metabdlitos que
favoreceram o crescimento micelial do G. candidum, mesmo em alta temperatura

(Figura 3).
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Figura 3. Tamanho da coldénia de Geotrichum candidum sob influéncia de compostos
antifiingicos termoestaveis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

35



3.2. Deteccéao da atividade Killer

No ensaio realizado, cujo o objetivo era determinar a atividade Killer dos
isolados de levedura testados, observou-se que o0s oito deles apresentaram
resultados positivos quanto a atividade killer. Como observado na Tabela 1, os
isolados apresentaram halo de inibi¢cdo, linha ou zona azul (morte celular) ou zona
clara (inibicdo, porém sem morte celular) ao redor da colbnia, indicando a acao killer

sobre a levedura sensivel (Figura 4).

Tabela 1. Atividade killer dos isolados de leveduras em relacdo a levedura sensivel

S. cerevisiae NCYC 1006 em meio YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5.

Isolados de leveduras Atividade Killer

ACBL-23" Zona Clara

ACBL-42 Zona Clara/Linha Azul/Halo
ACBL-44 Zona Azul

ACBL-50 Zona Clara

ACBL-52 Zona Clara/Linha Azul
ACBL-68 Zona Azul

ACBL-77 Zona Azul/Linha Azul/Halo
ACB-K1 Zona Clara

WACBL-44: Rhodotorula mucilaginosa; ACBL-50: Saccharomyces sp.; ACBL-77:
Sporobolomyces koalae; ACB-K1: Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 4. Atividade killer do ACBL-23 mostrando a zona clara (inibicdo da levedura sensivel
S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a 28°C, pH 4,5 (A). Atividade Killer
do ACBL-77 mostrando o halo azul (morte celular da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC
1006) em YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5 (B).

3.3. Competicdo por nutrientes

No ensaio realizado para determinar se as leveduras testadas competem por
nutrientes com o fitopatdégeno, os resultados mostraram que todos os isolados de
leveduras inibiram a germinacdo dos conidios de G. candidum, independente das
concentracdes de glicose utilizadas (Figura 5 e 6). Os isolados ACBL-68, ACB-K1 e
ACBL-23 foram os que proporcionaram maiores valores de inibicdes da germinacéo
de conidios do patogeno, proporcionando 94,4%; 92,7% e 90,5% de inibicao,

respectivamente.
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Figura 5. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Geotrichum candidum sob
acdo das leveduras em meio agar-agua com diferentes concentragfes de glicose, a 25 °C.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 6. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Geotrichum candidum sob
acdo das leveduras em meio agar-agua com diferentes concentraces de glicose, a 25 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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3.4. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

A avaliagdo do crescimento micelial do G. candidum, apés a sua hifa ser

retirada da zona de antagonismo, com os diferentes isolados de leveduras, mostrou

gque com excecado do ACB-K1, os demais isolados de leveduras nédo afetaram a

viabilidade das hifas do fitopatdégeno. Quando o fungo foi retirado da regido mediana

(proxima ao halo de inibicdo) ou longe da levedura, o crescimento do patdbgeno nao

foi afetado, apresentando crescimento normal (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho (cm) da col6nia de Geotrichum candidum, retirado da zona de

antagonismo, da regido mediana da interacdo e longe da levedura, apos cultivo

pareado entre 0 patdégeno e os agentes de controle bioldgico.

Isolados de Regido do halo Regido Mediana  Regido longe da
leveduras de inibicao da interacao levedura
Controle 8,66 a” 8,25 a 8,39 a
ACBL-23" 8,28 a 8,52 a 8,50 a
ACBL-42 8,73 a 8,49 a 8,60 a
ACBL-44 8,92 a 8,48 a 8,50 a
ACBL-50 8,31 a 8,57 a 8,28 a
ACBL-52 8,18 a 8,71 a 8,67 a
ACBL-68 8,30 a 8,35a 8,38 a
ACBL-77 8,23 a 7,61 a 8,18 a
ACB-K1 7,28b 8,20 a 8,22 a

WACBL-44: Rhodotorula mucilaginosa; ACBL-50: Saccharomyces sp.; ACBL-77:

Sporobolomyces koalae; ACB-K1: Saccharomyces cerevisiae. ®Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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3.5. Producédo de enzimas hidroliticas

Quando se avaliou a capacidade das leveduras em produzir enzimas
hidroliticas, somente os isolados ACBL-23 e ACB-K1 produziram atividade
enzimatica para -1,3-glucanase, enquanto que, com excec¢do do ACBL-23 e ACBL-

44, os demais isolados apresentaram atividade enzimatica para quitinase (Tabela 3).

Tabela 3. Produgcdo de quitinase e [-1,3-Glucanase por isolados de leveduras,

avaliada através da producao de acgucar redutor.

Isolados Quitinase AR(g/L)Y B-1,3-Glucanase AR (g/L)®
ACBL-23% 0 0,004

ACBL-42 0,089 0

ACBL-44 0 0

ACBL-50 0,011 0

ACBL-52 0,001 0

ACBL-68 0,017 0

ACBL-77 0,089 0

ACB-K1 0,067 0,039

W AR -Acucar redutor. ® ACBL-44: Rhodotorula mucilaginosa; ACBL-50: Saccharomyces
sp.; ACBL-77: Sporobolomyces koalae; ACB-K1: Saccharomyces cerevisiae.

4. DISCUSSAO

Compreender o mecanismo de acdo de agentes de biocontrole € um pré-
requisito para obter isolados antagbnicos mais efetivos, além de contribuir para o
desenvolvimento de métodos de producédo e formulacdo mais consistentes. Pelos
resultados obtidos nesta pesquisa, verificou-se que, com excecao do ACBL-44, que

apresentou apenas um mecanismo de acdo, os demais isolados de leveduras
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apresentaram dois ou mais mecanismos que foram responsaveis no controle do
fitopatdégeno.

Este estudo mostrou que ndo houve producdo de substancias antifungicas
(volateis - Figura 1, livres de células - Figura 2 e termoestaveis - Figura 3) pela
maioria dos isolados de leveduras, que pudessem afetar o desenvolvimento de G.
candidum. Embora o ACBL-52 tenha produzido metabdlitos volateis em quantidades
suficientes para reduzir, significativamente, o tamanho da colonia do patdgeno, a
porcentagem de inibicdo da colénia foi de apenas 9,3% em relacdo a col6nia do
fungo no tratamento testemunha. Esses dados ndo estdo de acordo com alguns
trabalhos encontrados na literatura, segundo Bruce et al. (2003) em um estudo sobre
a producdo de compostos volateis por leveduras no controle de fitopatdogenos,
observou-se que a producédo de tais compostos pode ser influenciada pelo meio de
cultivo. De acordo com os autores, quando S. cerevisiae foi cultivada em meio
triptona de soja, o microrganismo produziu metabdlitos volateis que inibiu cerca de
75% o crescimento dos fungos causadores de podriddes em madeira, dentre eles,
Sclerophoma pithyophila. Em estudos realizados por Fialho (2005), o autor relatou
que a levedura S. cerevisiae foi capaz de produzir compostos volateis que
controlaram em até 83% o desenvolvimento do fungo Phyllosticta citricarpa. A razéo
pela qual ndo foi encontrada producdo de compostos volateis pela maioria dos
isolados de leveduras testados em nosso estudo, talvez se deva ao fato da utilizacéo
de apenas um meio de cultivo estudado.

Embora a maioria dos isolados de leveduras testados neste trabalho néo
tenha apresentado producdo de compostos antifingicos, ndo significa que esses
microrganismos nao apresentem esse mecanismo de acdo. McCormack et al.
(1994), por exemplo, ao isolarem leveduras habitantes do filo-plano, observaram que
Aureobasidium pullulans, presente neste ambiente, foi capaz de produzir dois
compostos antibioticos, os quais foram isolados e estudados pelos autores.

A competicdo entre os microrganismos por fatores ambientais essenciais,
como nutrientes e espaco, apresenta-se como um dos mecanismos de controle
bioldgico fundamental nos estudos das interacdes levedura-patdgeno (BLEVE et al.,
2006). Os dados observados, com relacdo a avaliacdo da existéncia desse

mecanismo de acao pelas leveduras do respectivo estudo mostraram que, a
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competicdo por nutrientes ndo é uma estratégia de controle usada por esses
microrganismos, uma vez que, a reducdo da germinagdo dos conidios do
fitopatdgeno ndo dependeu do aumento da concentracdo de glicose adicionada ao
meio de cultura, sugerindo que a levedura ndo compete pelos nutrientes do meio
com o fungo (Figura 5). Porém, outros autores ndo corroboram com 0S NOSSOS
resultados. Chanchaichaovivat et al. (2008) ao estudarem 0s possiveis mecanismos
de agao da levedura Pichia guilliermondii contra o fungo Colletotrichum capsici para
controle de antracnose em pimenta, verificaram que, 0 aumento das concentracdes
de acucar reduziu a germinacgdo do conidio do patdégeno, sugerindo que a levedura
compete pelos nutrientes do meio com o fungo, inibindo seu desenvolvimento.
Saravanakumar et al. (2008), estudando um isolado de Metschnikowia pulcherrima
no controle dos fitopatdgenos Botryti scinerea, Penicillium expansum e Alternaria
alternata, observaram que a levedura foi capaz de controlar o fungo através da
competicao por ferro do meio.

De acordo com a literatura, algumas espécies de leveduras podem, ainda,
apresentar a habilidade de produzir compostos antimicrobianos, como a toxina Kkiller,
gue pode causar a morte de fungos filamentosos. No respectivo trabalho verificou-se
que todas as leveduras testadas mostraram resultados positivos referente ao fator
killer mostrando ser esse o principal mecanismo de acdo adotado no biocontrole de
G. candidum (Tabela 1). Esses resultados corroboram com os obtidos por outros
autores. Walker et al. (1995) foram os pioneiros em constatar a suscetibilidade de
fitopatbgenos as leveduras micocinogénicas, ampliando as perspectivas de
aplicagcéo deste grupo de leveduras. Weiler e Schimitt (2003) obtiveram resultados
positivos no controle de Fusarium oxysporum com a levedura Kkiller
Zygosaccharomyces bailii. Pichia membranifaciens, através da acdo da sua toxina
killer, foi capaz de inibir o desenvolvimento de Botrytis cinerea (SANTOS et al.,
2004). Coelho (2005), em seu estudo do controle de Penicillium expansum em
maca, observou que as leveduras Candida guilliermondii e Pichia ohmeri, ambas
killer, foram capazes de controlar o fungo em testes in vitro.

Um dos objetivos desse estudo foi verificar a producdo de enzimas hidroliticas
pelos isolados de leveduras. Com excecao dos isolados ACBL-23 e o0 ACBL-44, os

demais antagbnicos foram capazes de produzir quitinase, quando na presenca da
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parede do fitopatégeno. Com relacdo a B-1,3-glucanase, verificou-se que apenas
dois isolados (ACBL-23 e ACB-K1) foram capazes de produzir essa enzima (Tabela
3). Resultados semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2011) que, ao avaliarem
0 potencial antagonico de Pichia guilliermondii contra Botrytis cinerea, verificaram
que o controle do patdgeno foi em consequéncia da producgao de (3- 1,3-glucanase e
quitinase pela levedura, em meio de cultura contendo a parede celular do fungo, a
sacarose ou glicose como fontes de carbono. Saravanakumar et al. (2009)
verificaram que a levedura Metschnikowia pulcherrima apresentou maior produgéo
de quitinase em relacdo a Rhodotorula sp. e, em quantidade ainda maior, quando na
presenca da parede celular de B. cinerea. A maior producdo da enzima por M.
pulcherrima foi responséavel pela maior eficiéncia de controle do mofo cinzento em
maca.

Alteracfes nas hifas de G. candidum ocorram quando colénias do fungo
foram retiradas da zona de antagonismo durante o pareamento com a levedura
ACB-K1 e cultivado em um novo meio de cultura, ocasionando, a reducdo no
desenvolvimento da colénia do patégeno. Acredita-se que, essa alteracdo na hifa
possa ter ocorrido pela producdo de toxina killer pelo antagénico ou, também, pela
producdo de enzimas hidroliticas, como a B-1,3-glucanase e quitinase. Nao se
conhece a natureza da toxina killer dos isolados estudados neste trabalho, porém,
0s componentes da parede celular do patdbgeno s&o os locais primarios de
reconhecimento dessas toxinas e enzimas (Gooday, 1995). Masih et al. (2000)
estudaram a acdo da levedura Pichia anomala, isolada da superficie de maca, no
controle do fungo B. cinerea, e observaram deformacdes na hifa do fungo, quando
em contato com as células da levedura, como coagulacdo e extravasamento do
conteudo citoplasmatico.

Nosso estudo sugere que os multiplos modos de acdo, como apresentado
pelo ACB-K1, que mostrou produgédo de duas enzimas hidroliticas (quitinase e 3-1,3-
glucanase), atividade Killer e inibicdo da germinacdo de conidios do fitopatdgeno,
foram importantes para o potencial de controle de G. candidum, fato esse
confirmado pela reducdo da colénia do patdgeno, retirada da zona de antagonismo,
supondo que possa ter havido alteracdes de hifas. Por outro lado, todos os isolados

de leveduras testados apresentaram atividade Kkiller, indicando ser esse o
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mecanismo de acgdo comum adotado pelos isolados no biocontrole. Estudos
posteriores sdo necessarios de modo a se conhecer a natureza da toxina killer dos

isolados estudados neste trabalho.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) a atividade Killer foi o mecanismo de acdo comum adotado pelos isolados de
leveduras para o biocontrole de G. candidum;

b) A maioria dos isolados testados apresentou atividade enzimatica;

c) ACB-K1 (S. cerevisiae) € um forte candidato a agente de controle biolégico da

podriddo azeda devido aos multiplos modos de acéo que ele apresenta.
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CAPITULO 3 - Mecanismos de acdo de Saccharomyces sp. e Meyerozyma
caribbica envolvidos no biocontrole de Penicillium digitatum

Resumo — O bolor verde, causado pelo fungo Penicillium digitatum, é
considerada a principal doenca de poés-colheita de citros. Os fungicidas do
grupo dos benzimidazéis sdo os mais utilizados no Brasil para o seu controle,
entretanto, possuem varias restricbes de uso, dentre essas, a de selecionar
linhagens do patdgeno resistentes aos principais principios ativos utilizados.
Dessa maneira, a busca de produtos alternativos para o controle da doenca
se faz necessario e, dentre esses, a utilizacdo de leveduras tem apresentado
potencial de biocontrole de bolores em frutos citricos. No entanto, pouco se
conhece sobre os mecanismos de acdo que estdo envolvidos na atividade
antagonistica. Diante do exposto, o0 presente trabalho teve por objetivo avaliar
o modo de acdo de oito isolados de leveduras, obtidos do filoplano de plantas
citricas de diferentes municipios do Estado de S&o Paulo que mostraram
potencial de controle do bolor verde. Os resultados obtidos nesta pesquisa
mostraram a atividade Killer e a producdo de quitinase foram os principais
mecanismos de acao adotados pelos isolados de leveduras para o biocontrole
de P. digitatum. Nosso trabalho sugere que os multiplos modos de acao
(producédo de toxina Kkilller, atividade enzimética e inibicdo da germinagéo de
conidios do patdgeno) apresentados pelo ACBL-80 (Saccharomyces sp.),
ACBL-82 (Saccharomyces sp.) e ACBL-86 (Meyerozyma caribbica),
possibilitam a esses microrganismos serem fortes candidatos a agentes de
controle biologico do bolor verde.

“Palavras-chave”: Germinacéo, Atividade Killer; Enzimas Hidroliticas
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CHAPTER 3 - Action mechanisms of Saccharomyces sp. and Meyerozyma

caribbica involved in the biocontrol of Penicillium digitatum

Abstract - Green mold, caused by Penicillium digitatum, is considered the
main postharvest disease of citrus. Fungicides benzimidazoles group are the
most used in Brazil for its control, however, have several restrictions on use,
among these, to select resistant strains of the pathogen main active
ingredient. Thus, the search for alternative products for disease control is
necessary and, among these, the use of yeast has shown potential biocontrol
fungi in citrus fruits. However, only a few are known about the mechanisms
involved in the antagonistic activity. So the present study aimed to evaluate
the mode of action of eight strains of yeast, obtained from the phylloplane of
citrus plants from different counties of Sado Paulo that showed potential for
control of green mold. The results obtained in this study showed a Killer
activity and chitinase production were the main mechanisms of action adopted
by the yeast isolates for the biocontrol of P. digitatum. This work suggests that
multiple modes of action (killler toxin production, enzyme activity and inhibition
of conidial germination of the pathogen) presented by ACBL-80
(Saccharomyces sp.), ACBL-82 (Saccharomyces sp.) and ACBL-86
(Meyerozyma caribbica), enable these microorganisms are strong candidates
for biological control agents of green mold.

“Keywords”: Germination, Factor Killer; Enzymes hydrolytic
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1. INTRODUCAO

A producéo mundial de citros é de aproximadamente 102 milhdes toneladas
por ano e é oriunda de extensa area cultivada, com 7,3 milhdes de ha, superando
grande parte de outras fruteiras tropicais e subtropicais como a banana, maca,
manga, péra, péssego e mamao. Os maiores paises produtores de laranjas sédo o
Brasil e os Estados Unidos, que juntos representam cerca de 45% do total mundial
(MATTOS, 2012). Diante da importancia econémica que o setor citricola representa
para a economia nacional, preocupacdes com a obtencao de frutas citricas isentas
de residuos de agrotoxicos, tém levado agricultores e pesquisadores a buscarem
estratégias de controle vidveis e, dentre essas a utilizacdo de leveduras tem
mostrado potencial para o controle das doencas que ocorrem na pés-colheita.

O fungo Penicillium digitatum, agente causal do bolor verde, é considerado o
principal patégeno de pos-colheita de citros e esta disseminado em todos os paises
produtores, afetando todas as espécies e variedades citricas (ECKERT; EAKS,
1989). O fitopatégeno ocasiona uma podriddo mole no fruto, recobrindo-o com
micélio branco e grande namero de esporos, os quais lhe ddo uma coloracéo verde.
A ocorréncia da doenca depende muito das condicbes climéaticas e da forma de
manipulacdo dos frutos, desde a colheita até o consumidor, ja que a infec¢ao ocorre
mediante ferimentos na casca do fruto (LARANJEIRA et al., 2005).

Como forma de controlar esse patégeno, sdo utilizados o tratamento quimico,
a irradiacdo, a termoterapia e praticas culturais para reduzir o inéculo que vem do
campo. Os tratamentos quimicos sdo 0os mais comumente utilizados, em pré e pos-
colheita. Sendo os fungicidas do grupo dos benzimidazéis os mais utilizados no
Brasil para o controle desta doenca. No entanto, estes principios ativos possuem
varias restricbes de uso, devido a selecdo de linhagens de Penicillium resistentes
pelo patégeno com o0 uso exagerado destes produtos (BUS et al., 1991; ZHU et al.,
2006; SCHMIDT et al., 2006; BOUBAKER et al., 2009).A situagédo se agrava no caso
de frutos para exportagcédo, uma vez que existem diferengas entre as legislacdes dos
paises consumidores quanto a aceitagdo de determinados fungicidas, bem como, na
concentracéo de residuos tolerada nos frutos (FRANCO; BETTIOL, 2000).
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Com alternativa de controle, as leveduras sédo potencialmente efetivas, pois
séo fenotipicamente mais adaptadas nas superficies de folhas, fruto e vegetais, além
de serem habeis na colonizacdo e competicdo por espaco e nutrientes (FILONOW,
1998), o que da a esse grupo de microrganismos vantagens quanto a utilizacéo
como agentes de biocontrole de patégenos na pos-colheita.

Apesar do conhecimento sobre algumas fung¢des das leveduras no ambiente,
muito ainda h& para ser descoberto, principalmente sobre os seus mecanismos de
acdo em diferentes ambientes e no antagonismo a outros organismos (ROSA-
MAGRI et al. 2011). Estes agentes biolégicos podem atuar na prevencdo da
infeccdo, na reducdo da colonizacdo de tecidos no hospedeiro, na reducdo da
esporulacdo ou na sobrevivéncia do patdégeno, podendo proporcionar diferentes
niveis de controle (PUNJA; UTKHEDE, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar os
mecanismos de acao de oito isolados de leveduras que apresentam potencial para o

biocontrole do bolor verde em frutos citricos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Os isolados de leveduras (ACBL-76 (Saccharomyces sp).; ACBL-78; ACBL-80
(Saccharomyces sp); ACBL-81 (Saccharomyces sp); ACBL-82- (Saccharomyces sp);
ACBL- 84 (Candida stellimalicola); ACBL-86 (Meyerozyma caribbica); ACBL-87) e 0
isolado de Penicillium digitatum, utilizados neste estudo, pertencem a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Bioldgico do Centro de
Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirépolis/SP, Brasil. Os isolados de leveduras
utilizados neste estudo foram obtidos de 14 municipios do Estado de S&o Paulo e,
apos estudos prévios de antagonismo in vitro e in vivo foram selecionados como
agentes potencias para o biocontrole do bolor verde em frutos citricos (CUNHA,
2013).
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2.2. Producéo de compostos antifungicos

2.2.1. Producao de compostos antifungicos volateis

Para a determinacdo da producédo de compostos volateis cultivou-se o fungo
simultaneamente com os isolados de leveduras, utilizando placas bipartidas, as
quais impedem que exsudatos ndo volateis produzidos pela levedura tenham
contato com o fungo através do meio de cultura. Para tal, um disco de 5 mm de
diametro de P. digitatum mais o0 meio de cultura foi depositado em um dos lados da
placa contendo meio de cultura BDA, e do outro lado um disco do mesmo tamanho
contendo cada isolado de levedura foi depositado sobre o meio de cultura YEPD.
Apods 10 dias de incubacéo das culturas a 26 °C foi realizada a avaliacdo, medindo-
se o diametro micelial do P. digitatum em dois sentidos perpendiculares e,

comparada ao cultivo do fungo na placa controle (sem a presenca da levedura).

2.2.2. Producao de compostos antifungicos livres de células da levedura

Para cada isolado de levedura, uma al¢cada do microrganismo foi retirada de
colonia ativa (48 horas de cultivo em YEPD) e transferida para frascos de
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPD e, posteriormente, a cultura
foi incubada sob agitacdo a 150 rpm, na auséncia de luz por 72 horas.

Em seguida, a cultura correspondente a cada isolado foi filtrada em papel de
filtro (Whaltman n° 4) e em membrana Millipore® (0,45 uM), a fim de se obter um
filtrado livre de células de levedura (adaptacdo da técnica de Frighetto e Melo,
(1995). Amostras de 10 mL de cada filtrado foram transferidas para 90 mL de BDA
fundente. Obtidos 0s meios correspondentes a cada tratamento, 0s mesmos foram
vertidos em placas de Petri e, apds a solidificacdo, um disco de meio de cultura de 5
mm de didametro, contendo o fitopatdgeno, foi transferido para o centro das placas. O
controle correspondeu ao fitopatdgeno cultivado em meio BDA sem a adi¢do dos
filtrados de células. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 26 °C
durante sete dias em fotoperiodo de 12h e, a avaliacdo foi efetuada por meio da
medic&o do didmetro médio da colbnia do P.digitatum.
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2.2.3. Producéo de compostos antifungicos termoestaveis

Para cada isolado de levedura um disco de meio com o crescimento do
microrganismo foi colocado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio YEPD, e incubado sob agitacdo de 150 rpm, no escuro por 72 horas, como
citado no item 2.2.2. Em seguida, amostras de 10 mL de cada isolado de levedura
foram transferidas para frascos contendo 90 mL de BDA e, esterilizadas em
autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Obtidos 0os meios correspondentes a cada tratamento, os mesmos foram
vertidos para placas de Petri e, apds a solidificagdo dos meios, um disco de meio de
cultura de 5 mm de didametro contendo o fitopatdgeno foi transferido para o centro
das placas. O controle correspondeu ao patdégeno crescido em meio BDA sem a
presenca dos metabdlitos. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 26 °C
durante sete dias e, a avaliacdo foi efetuada por meio da medicdo do diametro
médio da colbnia de P. digitatum,

2.3. Deteccao da atividade Killer

Para esse ensaio foi preparado, inicialmente, uma suspens&o (1 x 10° células
mL™? ) de Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 (sensivel ao fator killer), apds
cultivo em meio YEPD por 24 horas a 28 °C. Uma aliquota de 100 pL desta
suspensao foi, entdo, espalhada sobre o meio de cultura YEPD + azul de metileno,
tamponado a pH 4,3-4,7, segundo a metodologia descrita por Ceccato-Antonini et al.
(2004). Apds secagem, os isolados de leveduras, a serem testados quanto a
presenca do fator killer, foram inoculados com palitos estéreis (em pontos), sendo a
seguir, as culturas incubadas a 28 °C, por trés dias. Os isolados foram considerados
micocinogénicos (produtores de toxina Killer) quando produziram um halo de inibi¢céo
de crescimento e zona azul adjacente, indicando a morte celular da levedura

sensivel.
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2.4. Competicao por nutrientes

Para a deteccdo da competicdo de nutrientes, entre o P.digitatum e a
levedura antagonista, laminas de microscopia contendo meio agar-agua com
diferentes concentracdes de glicose (0,0; 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 %) foram preparadas.
Posteriormente, 10 uL de uma suspenséo de 1 x 10° conidios mL™ do fitopatégeno e
10 pL de uma suspensdo de 1 x 108 células mL™ de cada isolado de levedura foram
depositados em locais pré demarcados das laminas. As culturas foram incubadas
em estufa para BOD a 26°C por 16 horas. A avaliagdo procedeu através da
contagem de conidios germinados e ndo germinados, num total de 100 conidios
avaliados ao acaso. Foi considerado germinado o conidio cujo tamanho do tubo

germinativo encontrava-se maior ou igual ao tamanho do conidio.

2.5. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

Os isolados de leveduras foram pareados com o P.digitatum seguindo a
metodologia descrita por Dennis e Webster, (1971). O teste foi realizado em placa
de Petri, em meio de cultura BDA, no qual foi colocado de um lado, o fitopatégeno
(disco de micélio com 5 mm de diametro) e a 3 cm de distancia foi depositada a
levedura (disco de 5 mm de diametro).

A partir da observagédo do halo de inibicdo entre os isolados de leveduras
antagbnicos e o fungo ap6s cultivo pareado em placa de Petri, foi realizado um
experimento para quantificar o crescimento micelial do patégeno retirado da zona de
antagonismo (micélio localizado adjacente do halo de inibicdo de crescimento
fungico), com o intuito de verificar se as hifas encontravam-se viaveis. Com o
objetivo de comparacdo do crescimento micelial, foram realizadas retiradas de
micélio fangico (disco de 5 mm de diametro) de placas apresentando antagonismo,
de trés diferentes locais: na regido de inibicdo, na regido mediana (préxima ao halo
de inibicdo) e, para fins de comparacédo, do miceélio longe da levedura (onde o
micélio ndo esta sofrendo a acao inibitdria da levedura). As culturas foram incubadas

por 10 dias em estufa para BOD a 26 °C em fotoperiodo 12 horas. A avaliacdo
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constou da medicdo do didmetro do crescimento micelial do patégeno, em dois
sentidos perpendiculares.

2.6. Producao de enzimas hidroliticas

Este experimento teve por objetivo avaliar a producéo e liberacdo de enzimas
hidroliticas pelos isolados de leveduras, seguindo a metodologia de Fialho et al.
(2005). Os isolados foram transferidos através de uma alca de inoculacéo para 20
mL de meio YEPD liquido e incubados sob agitacdo constante de 150 rpm por 72
horas no escuro. Apés esse periodo, 1 mL da suspenséo foi transferida para tubos
Falcon de 15 mL contendo 10 mL de meio YEPD e YEPD modificado (com
preparado de parede celular do fungo testado, a 1% em substituicdo a glicose). O
cultivo foi realizado em triplicata, sob agitacdo a 150 rpm. No tempo de 24 horas de
incubacdo, uma amostra de 1,5 mL foi retirada e centrifugada a 3000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi recuperado e utilizado para analise das atividades de B-1,3-

glucanase e quitinase.

2.6.1. Preparo de parede celular (PPC)

Para a preparacdo da parede celular (PPC), 1 mL da suspenséo de esporos
(1 x10° esporos mL™) do fitopatdgeno foi cultivado em 50 mL de meio batata
dextrose por oito dias, sob agitacdo constante a 150 rpm. O micélio fungico foi
coletado por filtracdo em papel de filtro Whatman (n° 1), lavado trés vezes com agua
destilada e homogeneizado em tampéo fostafo 0,1M (pH 7,2) por 2 minutos e
mantido a -20 °C overnight. Posteriormente, o material foi descongelado e
novamente homogeneizado. Em seguida, aproximadamente 20 mL do micélio
fungico foi transferido para um frasco onde foi macerado com nitrogénio liquido e a
parede celular do fungo foi armazenada em freezer -80 °C para utilizagdo posterior.

Metodologia adaptada de Bar-Simon et al. (2004).
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2.7. Atividades enziméticas

2.7.1. Determinacéao de acucares redutores

A determinacdo de aguUcares redutores, liberados durante 0s ensaios
enzimaticos, foi realizada segundo a metodologia descrita por Miller (1959),
utilizando o reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). Para tal, 250 pyL da
mistura de reacédo foram adicionados a 250 uL do reagente ADNS e a solucao foi
aquecida em banho com &gua fervente por 10 minutos. Apds o resfriamento em
gelo, até a temperatura de 25 °C, a solucéo foi diluida com 2,5 mL de agua destilada
homogeneizada e foi determinada a absorbancia a 540 nm, contra o branco

apropriado.

2.7.2. Determinacdo da atividade enzimatica - 8-1,3-glucanase

Para a avaliacdo da producao de B-1,3-glucanase foi utilizada a técnica de
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada do substrato laminarina, através da
dosagem de acuUcares redutores (item 2.7.1). A reacao foi realizada com 200 uL de
tampéo Mcllvaine, pH 6,0; 100 uL da amostra de cultivo e 100 pyL de laminarina (4
mg mL™). A mistura da reag&o foi incubada a 50 °C por 1 hora. Ap6s esse periodo, a
reacao foi paralisada com a da adicdo de 200 pyL do reagente ADNS a mistura da
reacdo, determinando-se o teor de acUcares redutores liberados. A leitura de
absorbancia a 540 nm foi feita contra a mistura de reagdo contendo tampao em
substituicdo ao meio de cultivo, sendo subtraido de cada amostra o valor do controle
negativo que consistiu na mistura da reacédo na presenca de tampéao substituindo o
substrato. As leituras de absorbancias foram plotadas em curva padrdo para glicose
e a atividade enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de atividade (U)
foi definida como 1g de acucar redutor liberado (glicose) da laminarina nas

condi¢des de ensaio.
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2.7.3. Determinacéo da atividade enzimatica — quitinase

A avaliacdo da producéo de quitinase foi realizada pela da técnica de N-acetil
glucosamina (NAG), a partir do substrato glicol quitina. Para a realizacdo da analise,
100 pL da amostra de meio de cultivo da levedura foram misturados com 200 uL de
tampao Mcllvaine, pH 6,0 e 100 pyL de glicol quitina 0,01% (p/v) neste mesmo
tampdo. ApoOs incubacdo por 60 minutos a 50 °C, a reacdo foi interrompida pela
adicao de 200 pL do reagente ADNS a mistura de reacao, determinando-se o teor de
acucares redutores liberados, como citado anteriormente (item 2.7.1). A cubeta de
referéncia (branco) consistiu na mistura da reagcdo na presenca tampao em
substituicdo ao meio de cultivo. O valor da leitura foi subtraido do obtido pelo
controle negativo que apresentou o tampdo em substituicAo ao substrato (glicol
quitina). A atividade enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de
atividade (U) foi definida como 1g de acucar redutor liberado (N-acetilglucosamina)

enzimaticamente da glicol quitina, nas condi¢cdes do ensaio.

2.8. Anédlises Estatisticas

Para todos os ensaios de producdo de compostos antifungicos e para a
analise de crescimento micelial do fitopatdégeno retirado da zona de antagonismo
utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticées. Para o
teste de competicdo por nutrientes, utilizou-se um esquema fatorial com oito
repeticdbes por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Todos
0s ensaios foram realizados em duplicata. As analises foram realizadas utilizando o
software ASSISTAT.

56



3. RESULTADOS
3.1. Producédo de Compostos antifungicos
3.1.1. Producdo de Compostos antifungicos volateis
No ensaio realizado para determinacdo de compostos antifingicos volateis,
os resultados obtidos mostraram que, os isolados de leveduras ndo foram capazes

de produzir metabdlitos volateis que afetassem o tamanho da col6nia do patdégeno

(Figura 1).
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Figura 1. Tamanho da colénia de Penicillium digitatum sob influéncia de compostos
antifungicos volateis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.1.2. Producéo de compostos antifungicos livres de células de leveduras
No teste de compostos antifungicos livres de células, os resultados
apresentados na Figura 2 mostraram que somente os isolados ACBL-78 e ACBL-80

(Saccharomyces sp). produziram compostos antifungicos livres de células que

reduziram o tamanho da colonia do patogeno.
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Figura 2. Tamanho da colénia de Penicillium digitatum sob influéncia de compostos
antifungicos livres de células produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.1.3. Producédo de compostos antifungicos termoestéaveis

Com relacdo ao teste de compostos antifunficos termoestaveis, os dados
obtidos mostraram que os isolados de leveduras ACBL-76 (Saccharomyces sp.),
ACBL-81 (Saccharomyces sp.), ACBL-82 (Saccharomyces sp.) e ACBL-84 (Candida
stellimalicola) produziram metabdlitos  termoestaveis  que reduziram,

significativamente, o tamanho da colénia do patdégeno (Figura 3).
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Figura 3. Tamanho da colénia de Penicillium digitatum sob influéncia de compostos
antifingicos termoestaveis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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3.2. Deteccao da atividade Killer

No ensaio utilizado para se determinar a atividade Killer pelas leveduras
testadas, observou-se que todos os isolados apresentaram resultados positivos
guanto a atividade killer. Como observado na Tabela 1, isolados apresentaram linha
ou zona azul (morte celular) ou zona clara (inibicdo, porém sem morte celular) ao

redor da colbnia, indicando a agéo killer sobre a levedura sensivel (Figura 4).

Tabela 1. Atividade killer dos isolados de leveduras em relagédo a levedura sensivel
S. cerevisiae NCYC 1006 em meio YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5.

Isolados de leveduras Atividade Killer

ACBL-76Y Zona Clara

ACBL-78 Zona Azul

ACBL-80 Zona Clara

ACBL-81 Zona Clara; Zona Azul, Halo
ACBL-82 Zona Clara

ACBL-84 Linha Azul

ACBL-86 Zona Azul

ACBL-87 Zona Clara; Linha Azul

WACBL-76: Saccharomyces sp.; ACBL-80: Saccharomyces sp.; ACBL-81:
Saccharomyces sp., ACBL-82: Saccharomyces sp.; ACBL-84: Candida stellimalicola;
ACBL-86: Meyerozyma caribbica.
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Figura 4. Atividade killer do ACBL-80 (Saccharomyces sp.), mostrando a zona clara
(inibicdo da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a
28°C, pH 4,5 (A). Atividade Killer do ACBL- 81 (Saccharomyces sp.), mostrando o halo azul
(morte celular da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a
28 °C, pH 4,5 (B).

3.3. Competicdo por nutrientes

No ensaio realizado para determinar se as leveduras testadas competem por
nutrientes com o fitopatégeno, os resultados mostraram que, todos os isolados de
leveduras inibiram a germinacdo dos conidios de P. digitatum (Figura 5). Os isolados
ACBL-84 (Candida stellimalicola), ACBL-78, ACBL-76 (Saccharomyces sp.) foram os
gue proporcionaram maiores valores de inibicdes da germinacdo de conidios do
patégeno, proporcionando 96,63%, 94,81% e 94,26% de inibicdo, respectivamente.
A inibicdo de conidios foi diminuindo conforme foi aumentando a concentragédo de

glicose (Figura 6).
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Figura 5. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Peniciliium digitatum sob ac&o
das leveduras em meio &gar-dgua com diferentes concentragbes de glicose, a 26 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 6. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Penicillium digitatum sob ac&o
das leveduras em meio agar-agua com diferentes concentracbes de glicose, a 26 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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3.4. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

A avaliagdo do crescimento micelial do P. digitatum, apds a sua hifa ser
retirada da zona de antagonismo, com os diferentes isolados de leveduras, mostrou
que os isolados de leveduras ndo afetaram a viabilidade das hifas do fitopatdogeno.
Quando o fungo foi retirado da regido mediana (préxima ao halo de inibicdo) ou
longe da levedura, o crescimento do patdgeno ndo foi afetado, apresentando

crescimento normal (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho (cm) da colonia de P.digitatum, retirado da zona de
antagonismo, da regido mediana da interacdo e longe da levedura, apos cultivo

pareado entre 0 patdégeno e os agentes de controle bioldgico.

Isolados de Regido do halo Regido Mediana  Regido longe da
leveduras de inibicao da interacdo levedura
Controle 7,69 a? 7,99 a 7,89 ab
ACBL-76® 7,15a 6,94 a 8,24 a
ACBL-78 7,57 a 7,83 a 7,97 ab
ACBL-80 6,78 a 7,95 a 6,28 b
ACBL-81 7,04 a 6,87 a 7,79 ab
ACBL-82 7,85 a 6,78 a 7,63 ab
ACBL-84 8,28 a 7,41 a 8,15a
ACBL-86 8,30 a 6,90 a 6,99 ab
ACBL-87 7,62 a 7,64 a 8,18 a

WACBL-76: Saccharomyces sp.; ACBL-80: Saccharomyces sp.; ACBL-81:
Saccharomyces sp., ACBL-82: Saccharomyces sp.; ACBL-84: Candida stellimalicola;
ACBL-86: Meyerozyma caribbica.?Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.5. Producéo de enzimas hidroliticas

Para o ensaio onde se determinou a capacidade dos isolados de levedura

produzirem enzimas hidroliticas, verificou-se que todos produziram atividade
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enzimatica para quitinase. No entanto, os isolados de levedura ndo apresentaram

atividade enzimatica para -1,3-glucanase (Tabela 3).

Tabela 3. Producéo de quitinase e B-1,3-Glucanase por isolados de leveduras,

avaliada através da producédo de agucar.

Isolados E;I(t;r/lf;i B-1,3-Glucanase AR (g/L)®
ACBL-76% 0,074 0
ACBL-78 0,059 0
ACBL-80 0,06 0
ACBL-81 0,064 0
ACBL-82 0,073 0
ACBL-84 0,079 0
ACBL-86 0,055 0
ACBL-87 0,063 0

WAR-Aclcar redutor. ® ACBL-76: Saccharomyces sp.; ACBL-80:
Saccharomyces sp.; ACBL-81: Saccharomyces sp., ACBL-82:
Saccharomyces sp.; ACBL-84: Candida stellimalicola; ACBL-86:

Meyerozyma caribbica.

4. DISCUSSAO

O respectivo estudo teve como objetivo avaliar os mecanismos de acao de
oito isolados de leveduras que apresentam potencial para o biocontrole do bolor
verde em frutos citricos. Compreender o mecanismo de acdo de agentes de
biocontrole é importante, principalmente, quando se pretendem obter métodos de
producéo e formula¢des de bioprodutos mais consistentes.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que, com excecéo do
ACBL-86 (Meyerozyma caribbica) e ACBL-87, os demais isolados de leveduras
produziram substancias antifingicas em quantidades suficientes para inibirem o
desenvolvimento micelial de P. digitatum. ACBL-76, ACBL-81, ACBL-82
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(Saccharomyces sp.) e ACBL-84 (Candida stellimalicola), produziram substancias
que apresentaram atividade antimicrobiana somente quando as mesmas foram
submetidas a alta temperatura (Figura 3). Possivelmente, componentes presentes
nas células dessas leveduras foram responsaveis pelo antagonismo quando as
mesmas foram liberadas ao meio de cultura apos a autoclavagem. Por outro lado,
embora os isolados ACBL-78 e ACBL-80 (Saccharomyces sp.) tenham produzidos
metabalitos livres de células do antagbnico que afetaram o desenvolvimento do
patdgeno, essas substancias ndo suportaram a alta temperatura (Figura 2). Lima et
al. (2013) ao estudarem a producdo de compostos antifingicos por leveduras,
verificaram que suspensfes livres de células e de metabdlitos termoestaveis ndo
tiveram nenhum efeito no desenvolvimento de Colletotrichum gloeosporioides, nao
corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

Verificou-se que, todas as leveduras testadas mostraram resultados positivos
referente ao fator killer mostrando ser esse o principal mecanismo de acédo adotado
no biocontrole de P. digitatum (Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com o0s
obtidos por outros autores. Segundo Platania et al. (2012), Wickerhamomyces
anomalus, quando cultivado sobre meio acidificado, demonstrou atividade
micocinogénica contra P. digitatum, como indicado pelo grande halo de inibicdo e
danos sobre as hifas do fitopatégeno em decorréncia da atividade de B-Glucanase.
Portes et al. (2013) também avaliaram o antagonismo das leveduras Candida
globrata, C. albidans, S. cerevisiae e Pichia kluyveri, produtoras de toxina killer
contra P. expansum e Aspergillus ochraceus, observando que tal producao foi
eficiente no controle dos dois fitopatégenos.

A competicdo por nutrientes ndo foi um dos mecanismos de acdo adotado
pelas leveduras testadas neste estudo, uma vez que, o aumento da concentracdo de
glicose nao favoreceu o antagonismo (Figura 5 e 6). Dados similares foram obtidos
por Lutz et al. (2013), onde relataram que a capacidade de biocontrole de varias
leveduras a P. expansum foi significativamente afetada, de forma negativa, na
presenca de uma fonte de aglcar. Porém, outros autores ndo corroboram com esses
resultados. Castoria et al. (2001), por exemplo, relataram ser a competicdo por
nutrientes um dos mecanismos de acéo da levedura Aureobasidium pullulans (LS-

30), um antagonista importante de varios patbgenos que ocorrem na pdés-colheita,
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como Botrytis cinerea, P. expansum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus niger. Mekbib
et al. (2011) ao estudarem o modo de acéo das leveduras Cryptococcus laurentii e
C. sake para controle de P. digitatum, notaram que a competicdo por nutrientes
(extrato de casca de laranja e extrato de malte) € provavelmente o principal modo de
acao desses microrganismos, pois favoreceram a agéo antagonica das leveduras na
inibicdo da germinacdo do patdgeno. Resultados semelhantes, também, foram
relatados por Bautista-Rosales et al. (2013) ao estudarem o mecanismo de acao de
Meyerozyma caribbica no controle de C. gloeosporioides, onde a competicao por
nutrientes, principalmente quando a sacarose foi usada como fonte de carbono, foi
apontada como um dos principais modo de acao da levedura.

A maioria dos isolados de leveduras testada apresentou multiplos
mecanismos de acao que possam estar envolvidos na eficiéncia de biocontrole de P.
digitatum. Resultados indicaram que os mecanismos de acao, tais como, a producéo
de substancias antifingicas, atividade Killler, atividade enzimatica (producdo de
quitinase) e a inibicdo da germinacdo de conidios do patégeno foram as atividades
mais importantes apresentadas pelas leveduras, o que poderia explicar as
porcentagens de inibicbes (acima de 80%) das colbnias de Penicillium promovidas
pelos isolados ACBL-82 (Saccharomyces sp.), ACBL-84 (Candida stellimalicola) e
ACBL-76 (Saccharomyces sp.), assim como, pela eficiéncia de controle in vivo pelos
isolados ACBL-80, ACBL-82 (Saccharomyces sp.) e ACBL-86 (M. caribbica)
(CUNHA, 2013). Dados semelhantes foram encontrados por Lutz et al. (2013) ao
estudarem o0s possiveis mecanismos de acdo associados ao biocontrole das
leveduras Cryptoccocus albidus, Pichia membranifaciens e Cryptoccocus victoriae
contra P. expansum e B. cinerea. Segundo os autores, os isolados de leveduras
exibiram diferentes mecanismos, tais como, a colonizacéo de ferimentos, inibicdo da
germinacao, secrecdo de toxinas killer e, principalmente, a producdo de enzimas
hidroliticas, como protease, quitinase e glucanase. A producdo de quitinase por
leveduras (Metschnikowia pulcherrima e Rhodotorula sp.) também foi constatado por
Saravanakumar et al. (2009) contra B. cinerea em macas. Os autores notaram que
M. pulcherrima apresentou maior producéo da enzima em relacdo a Rhodotorula sp.,

gquando na presenca da parede celular do fitopatdgeno, como observado no
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presente estudo, onde todos os isolados de leveduras testados apresentaram
producado de quitinase na presenca da parede de Penicillium (Tabela 3).

Nosso estudo sugere que os isolados ACBL-80 (Saccharomyces sp.), ACBL-
82 (Saccharomyces sp.) e ACBL-86 (M. caribbica) apresentam potencial para o
biocontrole de P. digitatum, uma vez que, os mesmos apresentaram multiplos
mecanismos de acdo, tais como, producdo de toxina Killler, atividade enzimatica
(producéo de quitinase) e inibicdo da germinacéo de conidios do patdégeno; além da
producdo de substancias antifungicas pelos isolados Saccharomyces sp (ACBL-80 e
ACBL-82). Estudos posteriores séo necessarios de modo a se conhecer a natureza

da toxina killer dos isolados estudados neste trabalho.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) a atividade Killer e a producdo de quitinase foram os principais mecanismos de
acao adotados pelos isolados de leveduras para o biocontrole de P. digitatum;

b) os mdltiplos modos de acdo (producdo de toxina killler, atividade enzimatica e
inibicdo da germinacdo de conidios do patégeno) apresentados pelo ACBL-80
(Saccharomyces sp.), ACBL-82 (Saccharomyces sp.) e ACBL-86 (M. caribbica),
possibilitam a eles serem fortes candidatos a agentes de controle biolégico do bolor

verde.
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CAPITULO 4 - Modo de acdo de Candida stellimalicola envolvido no
biocontrole de Penicillium italicum, agente causal do bolor azul em frutos

citricos

Resumo - O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, € uma das
principais doencas que ocorrem na fase de pds-colheita em frutos citricos.
Atualmente, o controle do bolor azul ocorre principalmente pela utilizacdo de
fungicidas sintéticos, tais como o Imazalil e Tiabendazol. Entretanto, sdo
necessarios métodos alternativos para o controle da doenca, principalmente
devido a preocupacao com a contaminacdo do ambiente, ao desenvolvimento
de linhagens do patdégeno resistentes aos principios ativos e aos riscos para a
salude humana e ao meio ambiente. Espécies de leveduras vém sendo
utilizadas como agentes de controle biolégico na busca de métodos e
estratégias de controle da doenca. Diante do exposto, o presente trabalho
objetivou avaliar os mecanismos de acdo de oito isolados de leveduras,
obtidos do filoplano de plantas citricas e, que em ensaios prévios mostraram
ser eficientes no controle da doenca. Os resultados obtidos nesta pesquisa
mostraram que a maioria dos isolados de leveduras avaliados ndao produziu
substancias antifungicas, em quantidades suficientes para inibir o
desenvolvimento do fitopatégeno. A competicdo por nutrientes ndo é uma
estratégia de biocontrole usada pelas leveduras. A atividade killer € o principal
mecanismo de acdo envolvido no biocontrole de P. italicum. Isolados de
Candida stellimalicola (ACBL-04 e ACBL-07) apresentaram multiplos modos
de acdo contra o fitopatdgeno, podendo os mesmos serem considerados
como fortes candidatos a agentes de controle bioldgico para o bolor azul.

“Palavras-chave”: Controle Biolégico, atividade Killer, quitinase.
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CHAPTER 4 - Action mode of Candida stellimalicola involved in the biocontrol

of Penicillium italicum, the causal agent of blue mold in citrus fruits

Abstract — Blue mold, caused by Penicillium italicum, is main diseases that
occur in the post -harvest citrus fruits. Currently, the control of blue mold
occurs mainly through the use of fungicides such as imazalil and
Thiabendazole. However, alternative ways to control the disease is needed,
mainly due to concerns about environment contamination, the development of
resistant strains of the pathogen of the active principles and the risks to human
health and the environment necessary methods. Species of yeasts have been
used as biological control agents in search of methods and strategies for
disease control. So the present study aimed to evaluate the mechanisms of
action of eight strains of yeast obtained from citrus plants and phylloplane,
which in preliminary tests have shown to be effective in controlling the disease
The results of this study showed that most of the evaluated yeast isolates did
not produce antifungal substances, in sufficient quantities to inhibit the growth
of the pathogen. Competition for nutrients is not a strategy used by the
biocontrol yeast. The killer activity is the main mechanism of action involved in
the biocontrol of P. italicum. Candida stellimalicola isolates (ACBL-04 and
ACBL-07) had multiple modes of action against the pathogen, they may be
considered as strong candidates for biological control agents for blue mold.

“Keywords”: Biological Control, Killer Factor; chitinase
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1. INTRODUCAO

O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, € uma das principais
doencas que ocorrem na fase de poés-colheita em frutos citricos (ZHANG et al.,
2005). Os frutos sédo infectados através de ferimentos, ocasionados durante a
colheita e transporte dos frutos, e o ciclo da doenga é relativamente curto (3-5 dias a
25 °C), ocasionando perda na quantidade e na qualidade dos frutos (PALOU et al,
2002).

Atualmente, o controle do bolor azul ocorre principalmente pela utilizacdo de
fungicidas sintéticos, tais como o Imazalii e Tiabendazol. Entretanto, séo
necessarios métodos alternativos para o controle da doencga, principalmente devido
a preocupacdo com a contaminag¢do do ambiente, ao desenvolvimento de linhagens
do patdgeno resistentes aos principios ativos e aos riscos para a saude humana,
uma vez que, os produtos utilizados deixam residuos nos frutos, os quais sao
consumidos in natura (WISNIEWSKI; WILSON, 1992; HOLMES; ECKERT, 1999;
PALOU et al., 2002).

Dentre os métodos alternativos ao uso de fungicidas sintéticos para o controle
de doencas de frutas e vegetais, destaca-se o controle biolégico com a utilizacdo de
microrganismos antagonicos. Pesquisas recentes tém demonstrado a utilizacio de
leveduras no controle de doencgas fungicas em pés-colheita (CHANCHAOVIVAT et
al., 2007; HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2010; KUPPER et al., 2013, MORETTO et
al., 2014).

As leveduras apresentam caracteristicas que as tornam eficientes como
agentes de biocontrole de fungos patogénicos, sem produzir micotoxinas ou
substancias antibidticas, como algumas espécies bacterianas antagdnicas, o que
poderia deixar algum residuo nos frutos (DROBY et al., 2002; GAMAGAE et al.,
2004; ZHANG et al.,, 2005). O sucesso da utilizacdo de leveduras no controle
biolégico tem estimulado o interesse de varias empresas no desenvolvimento de
bioprodutos para o controle de podriddes de pds-colheita de frutas. Duas leveduras
antagbnicas (Candida oleophila e Cryptococcus albidus) estdo disponiveis

comercialmente sob os nomes comerciais Aspire® (Ecogen Inc., Langhorn, PA) e
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YieldPlus® (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, Africa do Sul), respectivamente
(DROBY et al., 2002).

Considerando o exposto, este trabalho teve por objetivo, avaliar os
mecanismos de acao de oito isolados de leveduras, obtidos do filoplano de plantas

citricas, no controle do P. italicum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Os isolados de ACBL - agente de controle biolégico leveduras (ACBL-04
(Candida stellimalicola), ACBL-05, ACBL-06 (Candida stellimalicola), ACBL-07
(Candida stellimalicola), ACBL-08 (Candida stellimalicola), ACBL- 10 (Candida
stellimalicola), ACBL-11 e ACBL-14 (Cryptococcus sp.)) e o isolado de Penicillium
italicum, utilizados neste estudo, pertencem a colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Fitopatologia e Controle Biolégico do Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira”/IAC, Cordeirépolis/SP, Brasil. Os isolados de leveduras utilizados neste
estudo foram obtidos de 14 municipios do Estado de S&o Paulo e, apds estudos
prévios de antagonismo in vitro e in vivo foram selecionados como agentes

potencias para o biocontrole do bolor azul em frutos citricos (CUNHA, 2013).

2.2. Producao de Compostos antifungicos

2.2.1. Producédo de Compostos antifungicos volateis

Para a determinacédo da producdo de compostos volateis cultivou-se o fungo
simultaneamente com os isolados de leveduras, utilizando placas bipartidas, as
quais impedem que exsudatos ndo volateis produzidos pela levedura tenham
contato com o fungo através do meio de cultura. Para tal, um disco de 5 mm de
diametro de P. italicum mais o meio de cultura foi depositado em um dos lados da
placa contendo meio de cultura BDA, e do outro lado um disco do mesmo tamanho
contendo cada isolado de levedura foi depositado sobre o meio de cultura YEPD.

Apés dez dias de incubacédo das culturas a 22 °C foi realizada a avaliagdo, medindo-
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se o diametro micelial do P. italicum em dois sentidos perpendiculares e, comparada

ao cultivo do fungo na placa controle (sem a presenca da levedura).

2.2.2. Producao de compostos antifungicos livres de células da levedura

Para cada isolado de levedura, uma al¢cada do microrganismo foi retirada de
colénia ativa (48 horas de cultivo em YEPD) e transferida para frascos de
Erlenmeyers de capacidade de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPD e,
posteriormente, a cultura incubada sob agitagcdo a 150 rpm, na auséncia de luz por
72 horas.

Em seguida, a cultura correspondente a cada isolado foi filtrada em papel de
filtro (Whaltman n°4) e em membrana Millipore® (0,45 pM), a fim de se obter um
filtrado livre de células de levedura (adaptacdo da técnica de Frighetto e Melo,
(1995). Amostras de 10 mL de cada filtrado foram transferidas para 90 mL de BDA
fundente. Obtidos 0s meios correspondentes a cada tratamento, os mesmos foram
vertidos em placas de Petri e, apds a solidificacdo, um disco de meio de cultura de 5
mm de diametro, contendo o fitopatégeno, foi transferido para o centro das placas. O
controle correspondeu ao fitopatdgeno cultivado em meio BDA sem a adicdo dos
filtrados de células. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 22 °C
durante sete dias em fotoperiodo de 12h e, a avaliacdo foi efetuada por meio da

medicdo do diametro médio da colbénia do P. italicum.

2.2.3. Producéo de compostos antifungicos termoestaveis

Para cada isolado de levedura um disco de meio com o crescimento do
microrganismo foi colocado em frascos Erlenmeyers de capacidade de 250 mL
contendo 50 mL de meio YEPD, e incubado sob agitagdo de 150 rpm, no escuro por
72 horas, como citado no item 2.2.2. Em seguida, amostras de 10 mL de cada
isolado de levedura foram transferidas para frascos contendo 90 mL de BDA e,
esterilizadas em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Obtidos os meios correspondentes a cada tratamento, os mesmos foram

vertidos para placas de Petri e, apds a solidificacdo dos meios, um disco de meio de
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cultura de 5 mm de didmetro contendo o fitopatdégeno foi transferido para o centro
das placas. O controle correspondeu ao patégeno crescido em meio BDA sem a
presenca dos metabdlitos. As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 22 °C
durante sete dias e, a avaliacdo foi efetuada por meio da medicdo do diametro

médio da colbnia de P. italicum.

2.3. Deteccao da atividade Killer

Para esse ensaio foi preparado, inicialmente, uma suspenséo (1 x 10° células
mL™?) de Saccharomyces cerevisiaie NCYC 1006 (sensivel ao fator killer), apés
cultivo em meio YEPD por 24 horas a 28 °C. Uma aliquota de 100 pL desta
suspensao foi, entdo, espalhada sobre o meio de cultura YEPD + azul de metileno,
tamponado a pH 4,3-4,7, segundo a metodologia descrita por Ceccato-Antonini et al.
(2004). Apds secagem, os isolados de leveduras, a serem testados quanto a
presenca do fator Killer, foram inoculados com palitos estéreis (em pontos), sendo a
seguir, as culturas incubadas a 28 °C, por trés dias. Os isolados foram considerados
micocinogénicos (produtores de toxina Killer) quando produziram um halo de inibi¢do
de crescimento e zona azul adjacente, indicando a morte celular da levedura

sensivel.

2.4. Competicao por nutrientes

Para a deteccédo da competicdo de nutrientes, entre o P. italicum e a levedura
antagonista, laminas de microscopia contendo meio agar-agua com diferentes
concentracbes de glicose (0,0; 0,5; 1; 15 2 e 25 %) foram preparadas.
Posteriormente, 10 uL de uma suspens&o de 1 x 10° conidios mL™ do fitopatégeno e
10 uL de uma suspenséo de 1 x 108 células mL™ de cada isolado de levedura foram
depositados em locais pré demarcados das laminas. As culturas foram incubadas
em estufa para BOD a 22 °C por 17 horas. A avaliacdo procedeu através da
contagem de conidios germinados e ndo germinados, num total de 100 conidios
avaliados ao acaso. Foi considerado germinado o conidio cujo tamanho do tubo

germinativo encontrava-se maior ou igual ao tamanho do conidio.
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2.5. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

Os isolados de leveduras foram pareados com o P. italicum seguindo a
metodologia descrita por Dennis e Webster (1971). O teste foi realizado em placa de
Petri, em meio de cultura BDA, no qual foi colocado de um lado, o fitopatégeno
(disco de micélio com 5 mm de diametro) e a 3 cm de distancia foi depositado a
levedura (disco de 5 mm de diametro).

A partir da observagédo do halo de inibicdo entre os isolados de leveduras
antagonicos e o fungo apoés cultivo pareado em placa de Petri, foi realizado um
experimento para quantificar o crescimento micelial do patégeno retirado da zona de
antagonismo (micélio localizado adjacente do halo de inibicdo de crescimento
fungico), com o intuito de verificar se as hifas encontravam-se viaveis. Com o
objetivo de comparacdo do crescimento micelial, foram realizadas retiradas de
micélio fungico (disco de 5 mm de didametro) de placas apresentando antagonismo,
de trés diferentes locais: na regido de inibicdo, na regido mediana (préxima ao halo
de inibicdo) e, para fins de comparacdo, do micélio longe da levedura (onde o
micélio ndo esta sofrendo a acéo inibitéria da levedura). As culturas foram incubadas
por dez dias em estufa para BOD a 22 °C em fotoperiodo 12 horas. A avaliacédo
constou da medicdo do diametro do crescimento micelial do patégeno, em dois

sentidos perpendiculares.

2.6. Producdo de enzimas hidroliticas

Este experimento teve por objetivo avaliar a producao e liberacdo de enzimas
hidroliticas pelos isolados de leveduras, seguindo a metodologia de Fialho et al.
(2005). Os isolados foram transferidos através de uma alca de inoculacéo para 20
mL de meio YEPD liquido e incubados sob agitacdo constante de 150 rpm por 72
horas no escuro. Apos esse periodo, 1 mL da suspenséo foi transferida para tubos
Falcon de 15 mL contendo 10 mL de meio YEPD e YEPD modificado (com
preparado de parede celular do fungo testado, a 1% em substituicdo a glicose). O

cultivo foi realizado em triplicata, sob agitagédo a 150 rpm. No tempo de 24 horas de
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incubacdo, uma amostra de 1,5 mL foi retirada e centrifugada a 3000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi recuperado e utilizado para analise das atividades de [3-1,3-

glucanase e quitinase.

2.6.1. Preparo de parede celular (PPC)

Para a preparacédo da parede celular (PPC), 1 mL da suspenséo de esporos
(1 x10° esporos mL™Y) do fitopatégeno foi cultivado em 50 mL de meio batata
dextrose por oito dias, sob agitacdo constante a 150 rpm. O micélio fungico foi
coletado por filtragdo em papel de filtro Whatman (n° 1), lavado trés vezes com agua
destilada e homogeneizado em tampéo fostafo 0,1M (pH 7,2) por 2 minutos e
mantido a -20 °C overnight. Posteriormente, o material foi descongelado e
novamente homogeneizado. Em seguida, aproximadamente 20 mL do micélio
fungico foi transferido para um frasco onde foi macerado com nitrogénio liquido e a
parede celular do fungo foi armazenada em freezer -80 °C para utilizacdo posterior.

Metodologia adaptada de Bar-Simon et al. (2004).

2.7. Atividades enziméticas

2.7.1. Determinacédo de acgucares redutores

A determinacdo de acuUcares redutores, liberados durante 0s ensaios
enzimaticos, foi realizada segundo a metodologia descrita por Miller (1959),
utilizando o reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). Pata tal, 250 uL da
mistura de reagao foram adicionados a 250 yL do reagente ADNS e a solugao foi
aquecida em banho com &agua fervente por dez minutos. ApGs o resfriamento em
gelo, até a temperatura de 25 °C, a solucgéo foi diluida com 2,5 mL de agua destilada
homogeneizada e foi determinada a absorbancia a 540 nm, contra o branco

apropriado.
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2.7.2. Determinacdo da atividade enzimatica - 8-1,3-glucanase

Para a avaliacdo da producédo de B-1,3-glucanase foi utilizada a técnica de
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada do substrato laminarina, através da
dosagem de acucares redutores (item 2.7.1). A reacéao foi realizada com 200 uL de
tampao Mcllvaine, pH 6,0; 100 uL da amostra de cultivo e 100 yL de laminarina (4
mg mL™). A mistura da reacao foi incubada a 50 °C por 1 hora. Apés esse periodo, a
reacao foi paralisada com a da adicdo de 200 uL do reagente ADNS a mistura da
reacdo, determinando-se o teor de acgUcares redutores liberados. A leitura de
absorbancia a 540 nm foi feita contra a mistura de reacdo contendo tampao em
substituicdo ao meio de cultivo, sendo subtraido de cada amostra o valor do controle
negativo que consistiu na mistura da reacédo na presenca de tamp&ao substituindo o
substrato. As leituras de absorbancias foram plotadas em curva padrdo para glicose
e a atividade enziméatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de atividade (U)
foi definida como 1g de acucar redutor liberado (glicose) da laminarina nas

condicbes de ensaio.

2.7.3. Determinacédo da atividade enzimatica — quitinase

A avaliacdo da producédo de quitinase foi realizada pela da técnica de N-acetil
glucosamina (NAG), a partir do substrato glicol quitina. Para a realizacdo da analise,
100 uL da amostra de meio de cultivo da levedura foram misturados com 200 pL de
tampao Mcllvaine, pH 6,0 e 100 uL de glicol quitina 0,01% (p/v) neste mesmo
tampdo. ApGs incubacdo por 60 minutos a 50 °C, a reacédo foi interrompida pela
adicdo de 200 pL do reagente ADNS a mistura de reacgao, determinando-se o teor de
acucares redutores liberados, como anteriormente citados (item 2.7.1). A cubeta de
referéncia (branco) consistiu na mistura da reagcdo na presenca tampao em
substituicio ao meio de cultivo. O valor da leitura foi subtraido do obtido pelo
controle negativo que apresentou o tamp&o em substituicdo ao substrato (glicol
quitina). A atividade enzimatica foi expressa em U/L, no qual uma unidade de
atividade (U) foi definida como 1g de acgucar redutor liberado (N-acetilglucosamina)

enzimaticamente da glicol quitina, nas condi¢cdes do ensaio.

78



2.8. Anédlises Estatisticas

Para todos os ensaios de producdo de compostos antifingicos e para a
analise de crescimento micelial do fitopatdogeno retirado da zona de antagonismo
utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticbes. Para o
teste de competicdo por nutrientes, utilizou-se um esquema fatorial com oito
repeticbes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata. As analises foram realizadas
utilizando o software ASSISTAT.

3. RESULTADOS

3.1. Producédo de Compostos antifungicos

3.1.1. Producdo de Compostos antifiungicos volateis

No ensaio realizado para determinacdo de compostos antifingicos volateis,
os resultados obtidos mostraram que somente o isolado de levedura ACBL-14
produziu uma pequena quantidade de metabdlitos volateis que afetou 1,24% de
inibicdo do tamanho da colbnia do patégeno (Figura 1).
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Figura 1. Tamanho da colbnia de Penicillium italicum, sob influéncia de compostos
antifungicos volateis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.1.2. Producao de compostos antifungicos livres de células de leveduras

No teste de producdo de compostos antifungicos livres de células, os
resultados mostraram que todos os isolados de leveduras avaliados ndo produziram
tais compostos em quantidades suficientes para inibirem o tamanho da colénia de

Penicillium italicum (Figura 2).
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Figura 2. Tamanho da coldonia de Penicillium italicum sob influéncia de compostos
antifangicos livres de células produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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3.1.3. Producéo de compostos antifungicos termoestaveis

Com relacdo ao teste de compostos antifunficos termoestaveis, os dados
obtidos mostraram que todos os isolados de leveduras testados ndo produziram
metabolitos termoestaveis e, em quantidades suficientes, para inibirem o

desenvolvimento da coldnia do fitopatdgeno (Figura 3).
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Figura 3. Tamanho da colbnia de Penicilium italicum sob influéncia de compostos
antifiingicos termoestaveis produzidos pelos diferentes isolados de leveduras. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

3.2. Deteccéo da atividade Killer

No ensaio, cujo objetivo era determinar a atividade Killer dos isolados de
leveduras, observou-se que, todos os isolados de leveduras testadas apresentaram
resultados positivos quanto a atividade killer. Como observado na Tabela 1, isolados
apresentaram linha ou zona azul (morte celular) ou, zona clara (inibicdo, porém sem
morte celular) ao redor da col6nia indicando a acéao killer sobre a levedura sensivel
(Figura 4).
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Tabela 1. Atividade killer dos isolados de leveduras em relacdo a levedura sensivel

Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 em meio YEPD-azul de metileno, a 28 °C,

pH 4,5.

Isolados de leveduras

Atividade Killer

ACBL-04® Zona Clara
ACBL-05 Zona Clara/Zona azul
ACBL-06 Zona Clara
ACBL-07 Zona Clara/Linha azul
ACBL-08 Zona Clara/Linha azul
ACBL-10 Zona Clara
ACBL-11 Zona Clara
ACBL-14 Zona Clara

@ ACBL-04:Candida stellimalicola; ACBL-05; ACBL-06:Candida stellimalicola; ACBL-
07:Candida stellimalicola; ACBL-08: Candida stellimalicola; ACBL- 10: Candida
stellimalicola; ACBL-11 e ACBL-14:Cryptococcus sp.

Figura 4. Atividade killer do ACBL-04 (Candida stellimalicola) mostrando a zona clara
(inibicdo da levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a 28
°C, pH 4,5 (A). Atividade Killer do ACBL- 05 mostrando o halo azul (morte celular da
levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) em YEPD-azul de metileno, a 28 °C, pH 4,5

(B).
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3.3. Competicao por nutrientes

No ensaio realizado para determinar se as leveduras testadas competem por
nutrientes com o fitopatdégeno, os resultados mostraram que todos os isolados de
leveduras inibiram a germinacdo dos conidios de P. italicum independente das
concentracdes de glicose utilizadas (Figura 5 e 6). Os isolados ACBL-07 e ACBL-08
foram os que proporcionaram maiores valores de inibicbes da germinacdo de

conidios do patogeno, proporcionando 78,18 e 68,20% de inibicdo, respectivamente.
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Figura 5. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Penicillium italicum sob acéo
das leveduras em meio agar-agua com diferentes concentracbes de glicose, a 22 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 6. Porcentagem de conidios ndo germinados do fungo Penicillium italicum sob ac&o
das leveduras em meio &gar-dgua com diferentes concentragfes de glicose, a 22 °C.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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3.4. Avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno retirado da zona de

antagonismo

A avaliacdo do crescimento micelial do P. italium, apds a hifa ser retirada da
zona de antagonismo com os diferentes isolados de leveduras, mostrou que todos
os isolados de leveduras ndo afetaram a viabilidade das hifas do fitopatdégeno.
Quando o fungo foi retirado da regido mediana (préxima ao halo de inibicdo) ou
longe da levedura, o crescimento do patégeno ndo foi afetado, apresentando

crescimento normal (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho (cm) da colonia de Penicillium italicum, retirado da zona de
antagonismo, da regido mediana da interacdo e longe da levedura, apos cultivo

pareado entre o patdgeno e os agentes de controle bioldgico.

Isolados de Regido do halo Regido Mediana  Regido longe da
leveduras de inibicao da interacao levedura
Controle 2,53 a® 2,00 a 2,00 a
ACBL-04" 2,08 a 2,41 a 2,03a
ACBL-05 2,28 a 2,11 a 2,25a
ACBL-06 2,16 a 2,45 a 2,35a
ACBL-07 211a 2,06 a 2,46 a
ACBL-08 2,53a 2,33a 2,40 a
ACBL-10 22 a 2,10 a 2,03 a
ACBL-11 243 a 2,41 a 2,38a
ACBL-14 2,36 a 2,50 a 245a

@ ACBL-04:Candida stellimalicola; ACBL-05; ACBL-06:Candida stellimalicola; ACBL-
07:Candida stellimalicola; ACBL-08: Candida stellimalicola; ACBL- 10: Candida
stellimalicola; ACBL-11 e ACBL-14:Cryptococcus sp. ®Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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3.5. Producédo de enzimas hidroliticas

Quando se avaliou a capacidade dos isolados de leveduras quanto a
producdo de enzimas hidroliticas, somente os isolados ACBL-04 (Candida
stellimalicola), ACBL-07 (Candida stellimalicola) e ACBL-11 produziram atividade
enzimatica com producdo de quitinase. Os demais isolados ndo apresentaram

atividade enzimatica para quitinase e nem para [3-1,3-glucanase. (Tabela 3).

Tabela 3. Producéo de quitinase e B-1,3-Glucanase por isolados de leveduras,

avaliada através da producao de acucar.

Isolados  Quitinase AR(g/L)®  B-1,3-Glucanase AR (g/L)?

ACBL-04® 0,007 0
ACBL-05 0 0
ACBL-06 0 0
ACBL-07 0,003 0
ACBL-08 0 0
ACBL-10 0 0
ACBL-11 0,031 0
ACBL-14 0 0

WAR-Actcar redutor. “ACBL-04:Candida stellimalicola; ACBL-05;
ACBL-06:Candida stellimalicola; ACBL-07:Candida stellimalicola; ACBL-
08: Candida stellimalicola; ACBL- 10: Candida stellimalicola; ACBL-11 e
ACBL- 14:Cryptococcus sp.
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4. DISCUSSAO

O respectivo estudo mostrou que nao houve producdo de substancias
antifingicas (volateis, termoestaveis e livres de células) pela maioria dos isolados de
leveduras testada, que pudessem afetar o desenvolvimento de P. italicum. Embora o
ACBL-14 tenha produzido metabdlitos volateis em quantidades suficientes para
reduzir, estatisticamente, o tamanho da colénia do patdgeno, a porcentagem de
inibicdo da colbnia foi de apenas 1,24% (Figura 1) em relac&o a colbénia do fungo no
tratamento testemunha. Esses dados estdo em parte de acordo com alguns
trabalhos encontrados na literatura. Wang et al. (2010) avaliaram a capacidade
antagonistica de Rhodosporidium paludigenum contra Botrytis cinerea visando o
controle do bolor cinzento em tomate cereja; de acordo com os autores, tratamentos
com metabdlitos termoestaveis e livres de células da levedura ndo inibiram,
significativamente, a germinacao de conidios do fitopatdégeno. Lima et al. (2013) ndo
encontraram resultados positivos de controle ao estudarem a producdo de
compostos antifingicos produzidos por leveduras contra Colletotrichum
gloeosporioides. Zhang et al. (2011) trabalhando com filtrados livres de células de
Pichia guilliermondii contra B. cinerea, também n&o encontraram resultados positivos
para o biocontrole. Em contrapartida, Fialho et al. (2010) ao estudarem isolados de
Saccharomyces cerevisiae para o0 controle de Guignardia citricarpa em citros,
verificaram a producdo de compostos organicos volateis pelos antagonistas.

A competicdo entre 0S microrganismos. por nutrientes e espago, apresenta-se
como um dos mecanismos de controle biolégico fundamental nos estudos das
interacOes levedura-patdgeno (BLEVE et al., 2006). Os dados observados, com
relacdo a avaliacdo da existéncia desse mecanismo de acdo pelas leveduras do
respectivo estudo mostraram que, apesar de inibir a germinacdo do fitopatégeno a
competicdo por nutrientes ndo é uma estratégia de controle usada por esses
microrganismos, uma vez que a reducdo da germinacdo dos conidios do
fitopatdbgeno ndo dependeu do aumento da concentragdo de glicose adicionada ao
meio de cultura, sugerindo que a levedura ndo compete pelos nutrientes do meio
com o fungo (Figura 5 e 6). Esses dados ndo corroboram com outros autores,

segundo Zhang et al. (2011), ao serem testadas algumas fontes de acucar, como
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sacarose, frutose e glicose em diferentes concentracdes, de maneira a otimizar a
atividade antagbnica de Pichia guilliermondii contra B. cinerea, 0s autores
verificaram que, tanto in vivo como in vitro, concentragdes de 0,5 e 1% das
respectivas fontes de acucar foram capazes de aumentar a atividade antagonistica
da levedura, sem beneficiar o fitopatogeno. Chanchaichaovivat et al. (2008)
avaliando possiveis mecanismos de acédo pela levedura P. guilliermondii no controle
da antracnose (C. capsici) em pimenta, observaram que o0 aumento das
concentracfes de acucar reduziu a germinacdo do esporo fungico, sugerindo que a
levedura compete pelos nutrientes do meio com o fungo, inibindo seu
desenvolvimento. Fialho et al. (2010) ao testarem diferentes fontes de carbono,
relataram que para obter maior inibicdo no crescimento micelial de G. citricarpa, foi
necessario adicdo de 4% de glicose no meio contendo S. cerevisiae (ACB-CR1).
Kupper et al. (2013) trabalhando com dois isolados de S. cerevisiae ACB-K1 e ACB-
CR1 observaram que os mesmos foram eficientes em inibirem a germinacdo de P.
digitatum em 78 a 85,7%, de maneira que a adicdo de sacarose a 0,5% favoreceu
ainda mais a inibicdo da germinacao dos conidios pelos isolados da levedura.

No respectivo trabalho verificou-se que todas as leveduras testadas
mostraram resultados positivos referente ao fator killer sugerindo ser esse o principal
mecanismo de acdo adotado no biocontrole de P. italicum (Tabela 1). Esses
resultados corroboram com os obtidos por outros autores (WALKER et al., 1995;
WEILER; SCHIMITT, 2003; SANTOS et al., 2004; COELHO, 2005; PLATANIA et al.,
2012; LIMA et al., 2013) que constataram a susceptibilidade de fitopatdgenos as
leveduras micocinogénicas, ampliando as perspectivas de aplicacado deste grupo de
antagonistas.

Os multiplos modos de acao apresentados pelos isolados ACBL-04 (Candida
stellimalicola), ACBL-07 (Candida stellimalicola) e ACBL-11, os quais mostraram
producédo de quitinase na presenca da parede do fungo, atividade Killer e inibicéo da
germinacao de conidios do fitopatégeno foram importantes para o biocontrole de P.
italicum. Assim como, para os isolados ACBL-05, (ACBL-06, ACBL-08 e ACBL-10)
C. stellimalicola e ACBL-14 (Cryptococcus sp.) que apresentaram atividade killer e
inibicdo da germinagédo de conidios do fungo. No entanto, estudos posteriores sao

necessarios de modo a se conhecer a natureza da toxina killer destes isolados.
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5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) a atividade Killer foi o0 mecanismo de acdo comum adotado pelos isolados de
leveduras para o biocontrole de P. italicum.

b) Candida stellimalicola (ACBL-04 e ACBL-07) e o isolado ACBL-11 apresentaram
multiplos modos de acdo contra o patdgeno P. italicum, podendo esses isolados
serem considerados fortes candidatos a agentes de controle bioldgico para o bolor

azul.
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CONSIDERACOES FINAIS

Avaliando-se os mecanismos de acdo dos 24 isolados de leveduras testados
e, potencias agentes de controle biolégico para doencas que ocorrem ha pos-
colheita de citros, pode-se concluir que a atividade Killer foi o mecanismo de acéo
comum apresentado por esses microrganimos e que grande parte dos isolados (17)
foi capaz de produzir enzimas hidroliticas, quando em contato com a parede celular

dos fundos fitopatogénicos.

Com o presente trabalho podemos considerar que alguns isolados de
leveduras testados, pela capacidade de apresentarem multiplos modos de acéo,
podem ser considerados fortes candidatos a agentes de controle biol6gico de
doencas de pds-colheita em citros, como é o caso de Saccharomyces cerevisiae
(ACB-K1) para o controle da podriddo azeda (G. candidum); Saccharomyces sp.
(ACBL-80, ACBL-82) e Meyerozyma caribbica (ACBL-86) para o controle do bolor
verde (P. digitatum) e Candida stellimalicola (ACBL-04 e ACBL-07) e o isolado
ACBL-11, para o controle do bolor azul (P. italicum).
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