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POTENCIAL DE LEVEDURAS ISOLADAS DO SOLO E DO FILOPLANO DE
PLANTAS CITRICAS NO BIOCONTROLE DE DOENCAS DE POS-COLHEITA DE
CITROS

RESUMO - Dentre as principais doencas que ocorrem na pos-colheita em
citros destacam-se o bolor verde, bolor azul e a podridao azeda, ocasionadas pelos
fungos Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum candidum, respectivamente.
Uma alternativa para o controle destas doencas se da por meio da utilizacdo de
leveduras. Sendo assim, objetivou-se no presente estudo isolar, selecionar e
identificar leveduras de solos, folhas, flores e frutos de citros de diferentes regides
produtoras do estado de S&o Paulo, com potencial de aplicacdo como agentes de
biocontrole aos fitopatégenos de poés-colheita. Foram obtidos 95 isolados de
leveduras de 14 municipios do estado de S&o Paulo, sendo o filoplano a fonte de
90,5% dos isolados. Nos ensaios in vitro realizados com G. candidum, o ACBL-77
proporcionou o0 maior valor de inibicdo do crescimento micelial do fungo (35%) e os
isolados ACBL-68 e ACB-K1 (Saccharomyces cerevisiae), oS que proporcionaram
maiores valores de inibicbes na germinacdo de conidios, 83 e 82%,
respectivamente. Quando se avaliou o controle da podriddo azeda em frutos de
Laranja Péra, trés isolados (ACBL-23, ACBL-44 e ACBL-77) foram os mais eficientes
no controle da doenca de maneira preventiva e curativa. Em ensaios realizados in
vitro com P. digitatum, cinco isolados de levedura (ACBL-76, ACBL-82, ACBL-84 e
ACBL-87) proporcionaram valores de inibicdes do crescimento da colonia do fungo
acima de 80%. Entretanto, in vivo somente dois isolados (ACBL-82 e ACBL-86)
foram capazes de controlar o progresso e também a incidéncia da doenca, quando
utilizados preventivamente. Na avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial in vitro
do P. italicum, oito isolados proporcionam valores de inibigbes acima de 80%, sendo
gue o ACBL-04 proporcionou 100% de controle. Nos ensaios in vivo, quatro isolados
(ACBL-04, ACBL-05, ACBL-08 e ACBL-11) foram eficientes na diminuicdo do
progresso do bolor azul assim como na inibicdo da incidéncia da doenca, quando

aplicados preventivamente.

Palavras-chave: Citrus spp., Controle biolégico, Geotrichum spp., Penicillium spp..
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POTENTIAL OF YEASTS ISOLATED FROM SOIL AND PHYLLOPLANE OF
CITRUS PLANTS IN BIOCONTROL OF POSTHARVEST DISEASES OF CITRUS

ABSTRACT - Among the major diseases that occur in citrus post-harvest
stand out green mold, blue mold and sour rot, caused by Penicillium digitatum,
Penicillium italicum and Geotrichum candidum, respectively. An alternative for the
control of these diseases is through the use of yeasts. Thus, the aim of the present
study was to isolate, select and identify yeasts from soil, leaves, flowers and fruits of
different citrus producing regions of the Sao Paulo State, with potential application as
biocontrol agents for postharvest pathogens. Ninety-five yeast isolates were obtained
from 14 counties in the Sao Paulo State. The phylloplane was the source of 90.5% of
the isolates. Tests conducted in vitro, with G. candidum showed that ACBL-77
presented the highest inhibition of mycelial growth (35%) and both strains ACBL-68
and ACB-K1 (Saccharomyces cerevisiae), provided the highest values of inhibitions
of conidia germination, 83 and 82%, respectively. When the control of sour rot in
fruits of "Pera” sweet Orange was evaluated, three isolates (ACBL-23, ACBL-44 and
ACBL-77) were the most effective in controlling the disease in a preventive and
curative way. In in vitro assays with P. digitatum, five yeast strains (ACBL-76, ACBL-
82, ACBL-84 and ACBL-87) inhibited the mycelial growth with values above 80%.
However, when the ability of yeast to control green mold was evaluated on orange
fruits, only two isolates (ACBL-82 and ACBL-86) were able to decrease the progress
and also the incidence of the disease when used preventively. Eight isolates inhibited
the mycelial growth of P. italicum above 80%, and the isolate ACBL-04 provided
100% of inhibition. In in vivo assays, four isolates (ACBL-04, ACBL-05, ACBL-08 and
ACBL-11) were effective in reducing the progress of blue mold as well as in inhibiting

the incidence of disease when applied preventively.

Keywords: Biological Control, Citrus spp., Geotrichum spp., Penicillium spp..
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira ocupa lugar de destaque no cendrio mundial, sendo o
Brasil o maior produtor de laranja, respondendo por cerca de 30% da producgéo de
frutos, 50% da producao de suco, com participacdo de 85% do suco comercializado
internacionalmente (NEVES, 2010). A producdo brasileira em 2011 foi de
aproximadamente 19 mil toneladas, sendo que cultura esta assentada em uma area
aproximada de 795 mil hectares, dos quais 74% encontram-se localizados na regiao
sudeste do pais, principalmente no estado de Sdo Paulo (AGRIANUAL, 2012).

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 pds-colheita normalmente sao iniciadas
no campo e se desenvolvem durante a colheita, transporte, embalagem e
armazenamento. De um modo geral, os produtos mais tenros e suculentos, como o0s
frutos, apresentam maior suscetibilidade ao ataque de fungos causadores de
doencas, isto por apresentarem, na maioria dos casos, uma grande disponibilidade
de agua e nutrientes (AGRIOS, 2005).

Dentre as doencas de pés-colheita, destacam-se os bolores dos frutos
citricos, causados por Penicillium digitatum e Penicillium italicum e, a podridao
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 producdo de injurias nos tecidos dos frutos.
Fungicidas, como o sodio-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 sdo capazes de

impedir o crescimento de um grande numero 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 e
SMILANICK, 2005). Neste enfoque, existem, ainda, problemas relacionados a
poluicho ambiental e de saude publica, que estes compostos notoriamente
ocasionam, principalmente, devido as suas propriedades carcinogénicas.

Devido a crescente restricdo ao uso de fungicidas em pos-colheita, a
demanda por produtos organicos e ao desenvolvimento de linhagens resistentes dos
patbgenos aos fungicidas utilizados (ECKERT et al., 1993), tém-se tornado
imprescindivel a busca de novas alternativas de controle. Neste contexto, o controle
biolégico de fitopatbgenos se apresenta como uma alternativa promissora, na
substituicéo parcial e/ou total ao uso de fungicidas.

Muitos pesquisadores tém demonstrado a eficacia do controle biol6gico em
diferentes interacdes entre antagonistas e fitopatégenos. Espécies de leveduras vém
sendo utilizadas como agentes de controle bioldégico para controle de diferentes
fitopatdgenos como Botrytis cinerea, agente causal do bolor cinzento em uvas e
morangos; de Penicillium 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 poés-colheita em macéas (JIJAKLI &
LEPOIVRE, 1998; MASIH et al., 2001).

2. OBJETIVO GERAL

Isolar, selecionar e identificar leveduras de solo, flor, folha e frutos de citros, com
potencial de aplicacdo como agentes de biocontrole aos principais patégenos que

ocorrem na poés-colheita em citros.



3. OBJETIVO ESPECIFICOS

I Isolar leveduras de solo, folhas, flores e frutos de citros de diferentes regides
produtoras do estado de Sdo Paulo, com potencial de aplicacdo como agentes de
biocontrole;

Ii. Avaliar in vitro a acdo antagonica dos isolados de leveduras no controle dos

fungos Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum candidum;

iii. Avaliar in vivo o controle dos fitopatdgenos, utilizando os isolados de

leveduras que obtiveram os melhores resultados nos testes in vitro;

iv. Identificar os isolados de levedura mais eficientes no controle dos

fitopatdgenos de pds-colheita em citros.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Doencgas de P6s-colheita em frutos citricos

O Brasil é considerado um dos principais paises produtores de citros e o
maior exportador de laranja (AGRIANUAL, 2012). Doencas de pos-colheita
representam grande perda econdmica, sendo que para a exportacdo ha cada vez
mais a exigéncia de frutos isentos ou com baixos valores de residuos quimicos.

Em relagdo a alguns patdgenos de importancia em poés-colheita em citros
pode-se destacar, Phyllosticta citricarpa (mancha preta dos citros), Geotrichum
candidum (podridao azeda), Colletotrichum gloeosporioides (antracnose), Penicillium
digitatum (bolor verde) e P. italicum (bolor azul), sendo os bolores verde e azul, as
doencas de pods-colheita que representam maior impacto econébmico em todo o
mundo (ECKERT & EAKS, 1989).

Problemas fitossanitarios de pdés-colheita sdo amplamente utilizados como
barreiras nao tarifarias, no intuito de restringir as importacdes por paises,

principalmente, da Unido Européia (UE), com objetivos protecionistas, sendo que a



UE considera como doencgas quarentenarias (doengas que ndo estdo presentes em
nenhuma é&rea dos paises membros) para frutos citricos com sintomas da mancha
preta dos citros. Uma selecdo adequada de frutos no packing-house, eliminando
frutos com sintomas da doenca, pode diminuir os problemas na exportacao,
entretanto, os frutos podem expressar sintomas de pds-colheita durante o transporte
e armazenamento (TOFFANO, 2005).

As infeccbes em pos-colheita ocorrem principalmente através de ferimentos
ocasionados durante o processo de colheita e transporte dos frutos, podendo
também se originar no campo pela acédo de agentes bidticos (insetos, passaros, etc.)
ou abidticos (vento, chuva, granizo, etc) (ECKERT & EAKS, 1989). Para reduzir a
possibilidade de problemas fitossanitarios, algumas medidas, como cuidados com o0s
frutos durante a colheita, 0 manuseio e o transporte, devem ser tomadas, além da

utilizacdo de produtos para o controle desses fitopatégenos.

4.1.1. Bolor verde dos frutos citricos (Penicillium digitatum)

O bolor verde é a principal doenca que ocorre na pds-colheita em citros e esta
disseminada em todos os paises produtores, afetando todas as espécies e
cultivares. A ocorréncia desta doenca depende das condi¢cfes climaticas e da forma
de manipulacdo dos frutos, desde a colheita até a o consumo, podendo a doenca
ocorrer durante transporte e armazenamento dos frutos citricos (LIU et al., 2013).

O fungo e agente causal do bolor verde, Penicillium digitatum (Pers.) Sacc.
1881 é um Ascomiceto, pertencente a ordem dos Eurotiales, sobrevivendo
saprofiticamente, em pomares e outros ambientes, sobre diferentes substratos
organicos, na forma de conidios, podendo afetar os frutos ainda no campo, em fase
final de maturagdo. Porém, maiores prejuizos sado ocasionados quando a infecgcéo
ocorre apos a colheita, durante os processos de armazenamento e transporte. O
tamanho dos conidios pode variar de 4 a 7 um x 6 a 8 um, com formato ligeiramente
cilindrico a ovalado, os quais sdo produzidos em cadeia, motivo pelo qual sdo
denominados esporos catenulados, variando ligeiramente na forma e no tamanho, e
sao disseminados, principalmente pelo vento, atingindo a superficie dos frutos, onde

penetram pelos ferimentos. As hifas sdo septadas e colonizam o substrato, liberando



enzimas, que atuam na decomposicdo das substancias mais complexas, tornando-
as assimilaveis, provocando assim a podriddo nos frutos. A fase perfeita desse
fungo é rara na natureza (LARANJEIRA et al., 2002).

A doenca é caracterizada por ocasionar podriddo mole nos frutos citricos, e
quando as lesBes atingem entre 2-3 cm sdo cobertas pelo micélio do fungo e os
conidios de cor verde-oliva, sdo produzidos no centro das mesmas, sendo que em
condi¢cbes favoraveis (24°C), o diametro da lesdo pode alcancar de 4 a 5 cm de
diametro em menos de dois dias. ApGs a ocorréncia dos sintomas, baixos valores de
umidade fazem com que os frutos murchem e mumifiquem, ja em condi¢cdes onde a
umidade relativa é alta, outros microrganismos como fungos e bactérias, podem se
desenvolver nas lesdes, fazendo com que o fruto apodreca mais rapidamente. Os
frutos, depois de infectados, tém o periodo de armazenamento reduzido,
principalmente, pela formacgédo de etileno, que acelera o processo de maturagéao,
diminuindo a vida de prateleira (LARANJEIRA et al., 2002).

4.1.2. Bolor azul dos frutos citricos (Penicillium italicum)

O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, € menos prevalente
do que o bolor verde. A doenca ocorre principalmente em frutos armazenados em
camera fria. O fungo pode crescer lentamente em baixas temperaturas, e causa o
apodrecimento apos longos periodos de armazenamento. 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 lesdes atingem de 2-6 cm de diametro, com
esporos de coloragao azul, os quais séo produzidos no centro das lesdes. As lesdes
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 6timo para
P. italicum ocorre entre 22-24°C, entretanto, em temperaturas abaixo de 10°C o
mesmo pode predominar sobre o P. digitatum (TIMER et al., 2000).



4.1.3. Podridao azeda dos frutos citricos (Geotrichum candidum)

A podriddo azeda ou podridao acida dos frutos citricos € uma das principais
doencas que ocorre em poés-colheita, e esta disseminada em todos os paises
produtores, afetando todas as espécies e cultivares, sendo que as variedades de
tangerinas geralmente desenvolvem a doencga mais rapidamente do que variedades
de laranjas ou grapefruits (BROWN, 1979).

O agente causal da podriddo azeda € o fungo filamentoso leveduriforme
Geotrichum candidum. Contudo, este fitopatégeno 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 telemoérfica
do fitopatdgeno (Endomyces geotrichum) ndo € comumente observada em solos ou
em frutos infectados (FENG et al., 2011; MCKAY et al., 2012).

Os frutos sdo infectados através de ferimentos e lesbes que se estendem
para o albedo, sendo a podriddo mais prevalente em condic¢des favoraveis (25-30°C
e umidade elevada) e na fase de maturacdo. Os sintomas iniciais da podridao azeda
sdo semelhantes aos dos bolores verde e azul. A lesdo aparece inicialmente
encharcada de 4gua, de coloragdo 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).

4.2. Controle

As medidas de controle de doencas que ocorrem na pés-colheita, acontecem

ainda no campo, com cuidados durante a colheita e 0 manuseio dos frutos, a fim de



evitar a ocorréncia de ferimentos de qualquer natureza. Praticas sanitarias visando
eliminar frutos infectados e outras fontes de indculo em pomares, veiculos,
equipamentos, materiais de colheita e transporte, e também a higienizacdo dos
locais onde os frutos serdo processados e armazenados também sdo medidas
importantes a serem adotadas.

Os esporos dos patégenos sao facilmente levados pelo ar, &gua dentre outros
veiculos de transporte, e sdo abundantes nos packing-houses. Praticas como a
lavagem com desinfetantes, como hipoclorito de sodio, sdo Uteis para diminuir a
quantidade de in6culo. Os benzimidazois podem ser aplicados nos pomares até trés
semanas antes da colheita e também na fase de pds-colheita, assim como o
aplicacao de fungicidas como imazalil, tibendazol, tratamentos térmicos e radiactes
ultra violeta (FISCHER et al., 2004).

A utlizacdo de fungicidas tem levado ao surgimento de linhagens de
patbgenos resistentes, que normalmente apresentam crescimento mais lento e
menor capacidade competitiva, quando comparado aos sensiveis. Porém, alguns
isolados mostram persisténcia por longos periodos, indicando uma possivel selecao
da capacidade adaptativa, competitiva e persisténcia da resisténcia (KINAY et al.,
2007). A integracdo de produtos bioldgicos e quimicos pode reduzir a ampla
aplicacé@o de fungicidas (LUCON et al., 2010), além da combinacdo de antagonistas
e fungicidas sintéticos proporcionar uma protecéo integrada e com menores riscos
de desenvolvimento de linhagens do resistentes patégeno (ARRAS et al., 2002). O
emprego de agentes de biocontrole no manejo de doencas em pdés-colheita é um
dos métodos mais apropriado para substituir os produtos quimicos (SHARMA, 2009).

4.2.1. Controle Bioldgico

No contexto do controle biolégico, doenca € mais do que uma intima interagcéao
entre o patdgeno e o hospedeiro, a qual € influenciada pelo ambiente. A doenca € o
resultado de uma interag@o entre o hospedeiro, patdgeno, e diversos nédo patdgenos,
gue habitam o local da infec¢cdo e apresentam potencial para limitar a atividade de
determinado patdgeno ou aumentar a resisténcia do hospedeiro (COOK & BAKER,

1983; COOK, 1985). Sendo assim, os componentes do controle biol6gico sdo o



patbgeno, o hospedeiro e os antagonistas, influenciados por fatores ambientais
interagindo em um sistema biolégico (KIMATI et al, 1997).

Para o controle de doencas de plantas, faz-se 0 uso principalmente de
agrotoxicos, 0s quais, muitas vezes, sdo a Unica ferramenta capaz de exterminar o
problema. Porém, a crescente utilizacdo destes produtos causa a contaminacdo do
ambiente, podendo contaminar o solo, rios, lagos, lengais freaticos, além de serem
muitas vezes carcinogénicos (LIMA et al., 2000). Sendo assim, atualmente existe
uma crescente preocupacao de produtores, consumidores e pesquisadores, visando
a substituicdo parcial e/ou total destes produtos por métodos de controle
alternativos, com substancias livres de residuos toxicos ou através do controle
bioldgico.

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

Na pos-colheita, o controle biolégico pode substituir totalmente ou atuar de
maneira simultdnea com os produtos quimicos, tornando a producdo de alimentos
mais sustentavel e ecoldgica. Os testes para o uso dessa tecnologia ainda se
concentram, principalmente, nos laboratérios de pesquisa, no entanto, € possivel
encontrar no mercado bioprodutos, contendo como ingredientes ativos,
microrganismos antagonistas. Atualmente, ha um aumento no interesse de
empresas em desenvolver produtos biolégicos para o controle de doencgas,
principalmente 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 0o 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).

A utilizacdo de fungicidas quimicos tem levado ao surgimento de linhagens

resistentes de patdégenos aos produtos utilizados (DUFFY et al. 2003). No controle



biologico existe também a possibilidade de haver mudancas no microrganismo
patogénico que levam ao surgimento de linhagens resistentes, devido as constantes
pressbes exercidas pelos agentes de biocontrole. Porém, os microrganismos
antagbnicos podem apresentar diferentes mecanismos de acdo em relacdo aos
produtos quimicos e podem, consequentemente, ser aplicados de maneira
alternada, a fim de reduzir o possivel desenvolvimento de resisténcia (FRAVEL,
2005).

As leveduras constituem um grupo microbiano com diferentes propriedades,
que as caracterizam como potenciais candidatas ao controle de fitopatdgenos.
Leveduras estdo presentes naturalmente na superficie de plantas, se reproduzem
rapidamente, e competem no local da infec¢cdo do patégeno por espaco e nutrientes,
além de algumas espécies antagbnicas serem capazes de produzir enzimas
hidroliticas, compostos antibiéticos e toxinas killer (McCORMACK et al.,, 1994;
WALKER et al, 1995; JIJAKLI & LEPOIVRE, 1998; EL-TARABILY &
SIVASITHAMPARAM, 2006).

4.2.1.1. Controle Biolégico por meio de Leveduras

Leveduras sdo definidas como fungos, cujo estado sexual ndo apresenta
corpos de frutificacdo e o crescimento vegetativo ocorre por brotamento ou fissao.
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 dispersédo e sobrevivéncia em
diferentes nichos ecolégicos, podendo ser encontrados em ambientes terrestres
(plantas, solo, animais, ar) e aquaticos (lagos, rios, mares) (LIU et al., 2013).

A importancia das leveduras remonta ao comec¢o da histoéria da humanidade
através da producdo do péo, alimento de grande importancia para a maioria das
culturas, além da elaboracdo de outros produtos tais como, alcool etilico, vinho e
cerveja. A espécie de levedura mais conhecida € a Saccharomyces cerevisiae, que

€ importante na biotecnologia, sendo amplamente utilizada em diferentes aplicacbes



industriais, principalmente na inddstria alimenticia e sucroalcooleira (EL-DASH et al.,
1980).

A vantagem no uso de leveduras no biocontrole de doencas de pdés-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 séao
agentes de controle potencialmente mais efetivos, pois sdo fenotipicamente mais
adaptadas a esses nichos e sdo habeis na colonizacdo e competicdo por espaco e
nutrientes (FILONOW, 1998). As leveduras possuem grande capacidade como
agentes de biocontrole também por outros fatores, como o fato de ndo produzirem
micotoxinas, antibiéticos ou outras moléculas cuja presenca ndo é aceitavel em
alimentos, como os frutos destinados ao consumo in natura (DROBY et al., 1992).
Outra vantagem da sua utilizacdo no controle de doencas de plantas é a melhor
aceitacdo por parte dos consumidores, devido ao fato das leveduras serem
amplamente utilizadas na producédo de alimentos e bebidas.

Apesar de todo o conhecimento sobre algumas fun¢gBes das leveduras no
ambiente, muito ainda ha para ser descoberto, principalmente sobre o seu modo de
acdo em diferentes ambientes e no antagonismo a outros organismos (ROSA-
MAGRI et al. 2011).

4.2.1.1.2. Mecanismos de interacao

O desenvolvimento de doencas infecciosas é caracterizado por uma série de
eventos que ocorrem sucessivamente de maneira ordenada. Estes eventos incluem
a sobrevivéncia, disseminacgéo, infec¢do, colonizagdo e reprodugcdo do patdgeno,
sendo este um processo ciclico, designado pelo ciclo das relacdes patégeno
hospedeiro (AGRIOS et al. 2005; BERGAMIM FILHO et al.1995)

A atuacédo das leveduras no controle biolégico se da por meio da inibicdo de
algum estagio do desenvolvimento da doenga ou do ciclo de vida do fitopatégeno
através de diferentes mecanismos. Estes agentes bioldgicos podem atuar na
prevencdo da infeccdo, na reducdo da colonizacdo de tecidos no hospedeiro, na
reducdo da esporulacdo ou na sobrevivéncia do patégeno, podendo proporcionar
diferentes niveis de controle (PUNJA & UTKHEDE, 2003).
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O mecanismo pelo qual um agente de biocontrole pode inibir um fitopatégeno
geralmente ndo é facilmente compreendido, devido a dificuldade em separar 0s
mecanismos de acdo possiveis no ambiente, sendo que, de maneira geral,
diferentes modalidades de acdo estdo envolvidas no antagonismo de determinado
agente (JANISIEWICZ & KORSTEN, 2002). Salvo exceg¢des, um agente de controle
biol6gico bem sucedido possui diversas caracteristicas, que agem frequentemente
em conjunto, e que podem ser importantes para o controle efetivo da doenca. A
possibilidade de um antagonista interferir nos processos vitais dos fitopatdégenos
através de mais de um mecanismo de acdo se constitui em uma caracteristica
importante, devido ao aumento da probabilidade de sucesso no controle (GOUVEA,
2007). Os mecanismos das interacbes entre microrganismos patogénicos e
antagbnicos podem ser divididos em competicdo por nutrientes, antibiose, inducao
de defesa do hospedeiro e parasitismo (BERGAMIM FILHO et al., 1995).

O mecanismo acao mais observado em leveduras é a competicao por espaco
e nutrientes (JANISIEWICZ et al., 2000). A competicdo entre 0s microrganismos por
nutrientes e espaco, apresenta-se como um dos mecanismos de controle biolégico,
fundamental nos estudos das interacdes levedura-fungo filamentoso (BLEVE et al.,
2006). Fungos fitopatogénicos necessitam de portas de entrada (ferimentos,
estdbmatos, etc) no tecido da planta, a fim de colonizar e causar a doenca. Agentes
de biocontrole devem ser capazes de competir efetivamente com o patégeno 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 infeccéo
(PUNJA e UTKHEDE, 2003).

A parede celular do fungo é composta de 80 a 90% de carboidratos, dentre
eles quitina e B-1,3-glucana, além de proteinas e lipidios. Portanto, a capacidade de
determinado organismo antagonista produzir enzimas como quitinase e B-1,3-
glucanase, o tornar capaz de atuar no controle do desenvolvimento fungico. Na
literatura sdo encontrados muitos trabalhos com a utilizagdo de leveduras capazes
de produzir enzimas hidroliticas, utilizando esse mecanismo no controle de fungos
fitopatogénicos (CASTORIA et al. 2001; MASIH e PAUL, 2002; URQUHART e
PUNJA, 2002; CHANCHAICHAOQVIVAT et al., 2007).
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Algumas leveduras séo capazes de secretar uma toxina proteica, a qual mata
outras células de leveduras sensiveis a ela, sendo esta denominada toxina killer
(MAKOWER & BEVAN, 1963). Além de controlar o crescimento de outras leveduras,
as linhagens killer podem apresentar comportamento antagdnico a outros grupos
microbianos, como bactérias e fungos filamentosos. Na literatura existem trabalhos
empregando leveduras killer no controle de fitopatdgenos, inibindo principalmente o
crescimento micelial (WALKER et al.1995; COELHO 2005; EL-TARABILY &
SIVASITHAMPARAM, 2006; CABRAL et al. 2009).

A resisténcia induzida € um fenébmeno biolégico complexo que envolve a
ativagdo de varios mecanismos, entre eles a hipersensibilidade, barreiras estruturais,
aumento de sintese de fitoalexinas e acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas-RP), como a hidrolase 3-1,3-glucanase (HAMMERSCHMIDT,
1999). Os mecanismos podem ser bioquimicos e/ou estruturais, e atuam de forma
dindmica e coordenada, permitindo que a planta se defenda do ataque dos
patogenos (PASCHOLATTI & LEITE, 1995). A ativacdo desses mecanismos de
resisténcia apresenta-se como um método alternativo para o controle de
fitopatégenos, sendo que estes podem ser induzidos por elicidores bibticos, como
microrganismos (fungos filamentosos, leveduras, bactérias, particulas virais) plantas,
e moléculas por eles produzidas (oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos e
acidos graxos); ou abiodticos, 0s quais podem ser compostos organicos ou
inorganicos (metais pesados) e luz ultravioleta (PASCHOLATTI e LEITE, 1995;
LEITE et al., 1997).

A enzima peroxidase, conhecida por participar de VAarios processos
fisiologicos, estd relacionada a oxidacdo de compostos fendlicos e sintese do
horménio vegetal etileno, sendo que a alteracdo na sua atividade no processo de
infeccdo tem sido relacionada a resisténcia das plantas contra o ataque de fungos
fitopatogénicos. Roncatto e Pascholatti (1998) avaliaram a ag¢do da levedura S.
cerevisiae no perfil eletroforético de peroxidase em plantas de milho e sorgo, e
observaram que a suspensao de células ou mesmo o filtrado da levedura foi capaz
de alterar o padréo de atividade da enzima nas plantas. Esse resultado caracteriza a

acdo da levedura como estimuladora do processo de resisténcia da planta a
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fitopatdgenos que potencialmente podem vir a causar danos na cultura (ROSA-
MAGRI et al. 2011).

Outro mecanismo utilizado por leveduras é a producdo de compostos
antimicrobianos. Urquhart e Punja (2002) purificaram um acido graxo com atividade
antifangica de Tilletiopsis pallescens capaz de inibir o desenvolvimento do tubo
germinativo e causar o colapso da hifa e do conidio do fitopatdgeno Podosphaera
xanthii. A levedura Pseudozyma flocculosa também apresenta a habilidade de
produzir um composto contendo acidos graxos, o qual tem a capacidade de afetar a
permeabilidade da membrana do microrganismo alvo e inibir seu desenvolvimento
(AVIS e BELANGE, 2001).

As células de leveduras podem apresentar micoparasitismo, aderindo-se nas
hifas e esporos fangicos, onde ocorre uma grande interacdo entre o patégeno e a
levedura antagonista (ELTARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006). Trabalhos de
Arras et al. (2002) demonstraram uma rapida colonizacdo do micélio de Penicillium
digitatum por Candida famata, com acéo litica e fagocitica da levedura contra a hifa
fungica. A forte ligacdo de células de Pichia guilliermondii ao micélio de Penicillium
italicum causou a degradacdo da parede celular da hifa proxima do local onde as

células de leveduras se aderiram.
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CAPITULO 2- ISOLAMENTO DE LEVEDURAS DO SOLO E DO FILOPLANO DE
PLANTAS CITRICAS

RESUMO - A obtencdo de um agente de biocontrole é um processo longo,
que envolve vérias etapas, iniciando pelo método de isolamento e selecdo dos
microrganismos com potenciais para o biocontrole, até a obtencédo de isolados com
caracteristicas que sejam desejaveis para a formulacdo de um produto comercial. As
leveduras sdo microrganismos com potencial para o biocontrole de fitopatdgenos de
pés-colheita, pois apresentarem caracteristicas que as tornam eficientes como
antagonistas de fungos patogénicos, sem produzirem micotoxinas e substancias
antibiéticas, o que poderia deixar residuos em frutos para o consumo in natura.
Sendo assim, objetivou-se no presente estudo isolar leveduras de solos, flores,
frutos e folhas de citros de diferentes regides do estado de Sao Paulo, Brasil, com
potencial de aplicacdo como agentes de biocontrole aos principais fitopatégenos de
pos-colheita em citros. Para o isolamento das leveduras, foi utilizada a técnica de
diluicho decimal com plagueamento em meio YEPD, YM e WLN. Ap6s o
plagueamento, as culturas foram incubadas a 25°C durante 7 dias na camara para
BOD e as colonias com morfologias distintas foram purificadas em meio YEPD e
armazenadas para testes posteriores. Foram obtidos 95 isolados de leveduras de 14
municipios do estado de Sao Paulo, apresentando colénias com morfologias
distintas e diferentes tipos de células vegetativas, sendo o filoplano a fonte de 90,5%

dos isolados.

Palavras-chave: Agentes de biocontrole, Citrus spp., Geotrichum spp., Penicillium

spp., Saccharomyces cerevisiae.
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CHAPTER 2 - ISOLATION OF YEASTS FROM SOIL AND PHYLLOPLANE OF
CITRUS PLANTS

ABSTRACT - Obtaining a biocontrol agent is a long process which involves
several steps, starting with the method of isolation and selection of microorganisms
with potential for disease control and with characteristics that are desirable for the
formulation of a commercial product. Yeasts have characteristics that make them
effective antagonists of fungi pathogens, without producing mycotoxins and antibiotic
substances, which could leave residues on fruits for fresh consumption. This work
aimed to isolate yeasts obtained from soils, leaves, fruits and flowers of citrus from
different places in the State of Sdo Paulo, Brazil for the antagonism to the pathogens
of citrus postharvest. For the isolation of yeasts it was used the decimal dilution
technique with plating in YEPD, YM and WLN medium. The cultures were incubated
at 25°C for 7 days in BOD chamber and the colonies with distinct morphology were
purified in YEPD medium. Altogether 95 yeast isolates were obtained from 14
counties in the State of Sdo Paulo, with colonies with different morphologies and
different types of vegetative cells, and the phylloplane was the source of 90.5% of the
isolates.

Keywords: Biocontrol agents, Citrus spp., Geotrichum spp., Penicillium spp.,
Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

Leveduras, em geral, sdo definidas como fungos, cujo estado sexual néo
apresenta corpos de frutificacdo e o crescimento vegetativo ocorre por brotamento
ou fissdo. S&o microrganismos predominantemente unicelulares, imdveis, sendo a
maioria saprébio e alguns parasitas oportunistas (MILLER, 1979; LACHANCE &
STARMER, 1998). Este grupo de microrganismos € importante e conhecido,
principalmente, por participar ativamente em diversos processos biotecnoldgicos
(EL-DASH et al., 1980). A espécie mais conhecida e estudada deste grupo de
microrganismos € a Saccharomyces cerevisiae, sendo amplamente utilizada na
industria alimenticia, para a producdo de paes e bebidas alcodlicas como vinho,
cachaca e cerveja; na indastria sucroalcooleira para a producdo de alcool etilico
(KURTZMAN & FELL, 1998; ROSA-MAGRI et al., 2011).

Outras espécies de leveduras também s&o estudadas para diferentes
finalidades, sendo o controle biolégico uma das areas mais promissoras. Alguns
exemplos de leveduras antagdnicas sdo Candida oleophila e Cryptococcus albidus,
que estdo disponiveis comercialmente sob os nomes comerciais de Aspire® (Ecogen
Inc., Langhorn, PA) e YieldPlus® (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, Africa do Sul),
respectivamente, as quais proporcionam o controle de fitopatbgenos causadores de
podriddes ocorrentes na pés-colheita de frutas e vegetais. Sob o ponto de vista de
seguranca alimentar, um aspecto a ser considerado trata-se do fato das leveduras
apresentarem caracteristicas que as tornam eficientes como agentes no controle
bioldgico de fungos fitopatogénicos, por ndo produzir esporos que, 0S quais podem
causar processos alérgicos, ou micotoxinas, potencialmente causadoras de
doencas, como ocorrem com alguns fungos filamentosos e, também pelo fato de néo
produzirem substancias antibioticas, como algumas espécies bacterianas
antagbnicas, o que poderia deixar residuos em frutos para o consumo in natura;
além de conter quantidades elevadas de vitaminas, minerais e aminoacidos
essenciais, 0s quais sdo relatados em trabalhos que indicam os beneficios das
leveduras como complemento alimentar (DROBY & CHALUTZ, 1994; HUSSEIN et
al., 1996; DROBY et al., 2002; GAMAGAE et al., 2004; KUPPER et al., 2013).
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Leveduras possuem ampla distribuicio no ambiente, podendo ser
encontradas em ambientes aquéaticos como lagos, rios e mares e, em ambientes
terrestres, sendo a superficie das plantas, o ambiente mais propicio para o
desenvolvimento destes microrganismos, devido principalmente, a maior
concentracdo de acgucares, permitindo que as mesmas se desenvolvam de forma
rapida, utilizando-se de todos os nutrientes e espaco (FIALHO, 2004; SHARMA et
al., 2009). Outra caracteristica importante deste grupo de microrganismos para o
controle biolégico se da ao fato das leveduras apresentarem capacidade de
sobreviver em superficies com baixa umidade por um longo periodo, além de serem
capazes de sobreviver em superficies com pesticidas (WILSON et al., 1993; EL-
TARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006).

A obtencdo de um agente de biocontrole € um processo longo, que envolve
varias etapas, iniciando pelo método de isolamento e selecdo dos microrganismos
com potenciais para o biocontrole, até a obtencédo de isolados com caracteristicas
gue sejam desejaveis para a formulacdo de um produto comercial (DROBY et al.
2002). Uma vez que uma levedura é isolada, o préximo passo é avaliar a
capacidade antagbnica da mesma em relacdo a um determinado patégeno. Em
geral, apenas 2-5% de todos os isolados obtidos apresentam capacidade antagonica
(NUNES et al. 2012).

Neste trabalho, objetivou-se isolar leveduras de solos e do filoplano de plantas
citricas com potencial de aplicacdo como agente de biocontrole aos principais

fitopatdgenos de pos-colheita em citros.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolamento das leveduras
Os Agentes de Controle Biol6gico-Levedura (ACBL) foram isolados de
amostras de solo, folhas, flores e frutos de citros, obtidas em pomares de 14 regides

produtoras de citros do estado de S&o Paulo, Brasil. As amostras, foram coletadas e

acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas ao Laboratoério de Fitopatologia
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e Controle Biolégico do Centro APTA Citros “Sylvio Moreira”/IAC - Cordeiropolis/SP,
para a realizacdo do isolamento.

O isolamento das leveduras foi realizado de acordo com Azeredo et al.
(1998), por meio da técnica de diluicdo decimal, utilizando solucéo salina 0,85% para
solo e solucdo de agua estéril de lavagem para folhas, flores e frutos, com agitacao
a 250 rpm por 30 minutos; o plaqueamento foi feito em triplicata, utilizando os meios
de cultura: YEPD (1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose, 2% agar, 0,01%
ampicilina e 0,01% acido nalidixico, dissolvidos em &agua destilada), YM (0,3 % de
extrato de malte, 0,3 % de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 1 % de glicose, 2
% de agar, dissolvidos em agua destilada) e WLN (80 g do meio WL Nutrient
(Acumedia®) dissolvidos em 1 litro de meio, 0,01% ampicilina e 0,01% &acido
nalidixico) (ROSA-MAGRI et al., 2011).

As culturas foram incubadas a 25°C em fotoperiodo de 12h/12h por um
periodo de 3-7 dias. As colbnias de leveduras com morfologias distintas foram
isoladas, e analisadas em microscopio éptico comum. Em seguida, os isolados que
foram confirmados como levedura, pela morfologia da colénia e da célula vegetativa,
foram purificados e, mantidos em tubos de ensaio contendo meio de cultura YEPD

inclinado, para identificacdo em nivel molecular.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento das leveduras

Para a obtencdo de um potencial agente de biocontrole, € importante o
isolamento e sele¢do de microrganismos com caracteristicas que sejam desejaveis
para a formulacdo futura de um produto comercial (DROBY et al.,, 2002). No
presente estudo foram obtidos 95 Agentes de Controle Bioldgico — Levedura (ACBL)
de 14 regides produtoras de citros do estado de Sao Paulo, Brasil (Tabela 1), dos
quais, 55,8% provieram de folhas citricas, 21% de frutos, 13,7% de flores e 9,5% de
solo. Com relacdo as possiveis fontes para o isolamento de microrganismos
antagonicos, superficies de folhas e frutos sdo as mais adequadas, quando se

pretende obter isolados de leveduras, considerando a rapida colonizacdo das
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mesmas neste ambiente, além do maior teor de agucar existente (SHARMA et al.,
2009).

Neste estudo, o filoplano, foi a principal fonte de obtencédo dos isolados de
leveduras (90,5%), sendo a rizosfera a menor fonte de obtencdo dos isolados.
Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, onde um baixo namero
de antagonistas foi obtido a partir do solo (CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007,
CABRAL et al., 2009; WANG et al., 2009; ROSA-MAGRI et al., 2011). Segundo El-
Tarabily & Sivasithamparam (2006) a populacdo de levedura no solo € menor,
quando comparado ao numero de bactérias e fungos. Leveduras epifitas, que
ocorrem naturalmente em frutas e vegetais, tém sido relatadas em muitos trabalhos
como potenciais agentes de biocontrole para doencas na pdés-colheita, devido,
principalmente, a rapida colonizacdo das mesmas sobre as superficies e ferimentos
(DROBY et al., 2002; MEKBIB et al., 2011).

O uso de diferentes meios de cultura e antibidticos, durante o processo de
isolamento e selecdo de leveduras, podem interferir no nimero de individuos e
espécies isoladas, além das caracteristicas quimicas e fisicas das amostras
analisadas (KURTZMAN & FELL, 1998), o que pode explicar o isolamento de
organismos morfologicamente distintos neste estudo. O meio de cultura YEPD foi o
gue selecionou a maior percentagem de isolados com 49,5% do total, seguido dos
meios WLN (28,4%) e YM (22,1%). Observacfes das culturas em placas de Petri
com os diferentes meios utilizados para o isolamento permitiram constatar a
existéncia de coldnias com morfologias distintas, tais como: coloragéo, tamanho da
cultura e superficie

A morfologia das células vegetativas dos isolados de levedura também foi
observada, em microscopio 6tico comum, onde foram encontradas células com
diferentes formatos como: globosas, baciliformes, cilindricas e ovoides (Figura 2).
Considerando as diferencas entre as células vegetativas dos isolados de levedura,
Kurtzman & Fell (1998) citam que a forma da célula da levedura pode refletir o modo
de reproducao e, em alguns casos, € uma caracteristica de géneros ou até mesmo
de espécies especificas.

Considerando as diferentes variedades de citros utilizadas para o isolamento

de leveduras, verificou-se que o maior numero de isolados foi obtido da variedade
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Tangor Murcott (Citrus sinensis X C. reticulata) apresentando 24,2%, seguida da

Laranja ‘Valéncia’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (23,1%) e Laranja ‘Péra’ (C. sinensis)

com 18,9%.

Tabela 1. Isolados de levedura obtidos de solo, folha, flor e fruto de citros de diferentes
localidades do estado de Sao Paulo.

Cédigo do isolado Procedéncia Hospedeiro Municipio
ACBL-01 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-02 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-03 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-04 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-05 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-06 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-07 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-08 Folha Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-09 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-10 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-11 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-12 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-13 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-14 Flor Laranja ‘Péra’ Leme
ACBL-15 Folha Laranja Lima Cordeir6polis
ACBL-16 Folha Laranja Lima Cordeir6polis
ACBL-17 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-18 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-19 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-20 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-21 Folha Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-22 Folha Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-23 Folha Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-24 Folha Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-25 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-26 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-27 Folha Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-28 Fruto Laranja Lima Cordeiropolis
ACBL-29 Fruto Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-30 Fruto Laranja Lima Cordeirdpolis
ACBL-31 Fruto Laranja Lima Cordeirdpolis
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Continuacao Tab. 1

ACBL-32 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-33 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-34 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-35 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-36 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-37 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-38 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-39 Folha Lim&o 'Tahiti' Estiva Gerbi
ACBL-40 Folha Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-41 Folha Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-42 Folha Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-43 Flor Laranja 'Valéncia' Ipetna
ACBL-44 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-48 Fruto Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-49 Fruto Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-50 Fruto Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-51 Fruto Lim&o 'Tahiti' Estiva Gerbi
ACBL-52 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-53 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-54 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-55 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-58 Fruto Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-59 Flor Laranja 'Valéncia' Mogi Guacu
ACBL-61 Folha Laranja 'Valéncia' Jaboticabal
ACBL-63 Folha Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-65 Fruto Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-66 Fruto Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-67 Fruto Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-68 Fruto Limao 'Tahiti' Campinas
ACBL-69 Fruto Limao 'Tahiti' Campinas
ACBL-70 Fruto Limao 'Tahiti' Campinas
ACBL-71 Solo Limao 'Tahiti' Campinas
ACBL-72 Solo Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-73 Solo Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-74 Solo Lim&o 'Tahiti' Campinas
ACBL-75 Solo Limao 'Tahiti' Campinas

ACBL-76 Fruto Tangor Murcott Colina




Continuacao Tab. 1

ACBL-77 Folha Tangor Murcott Colina
ACBL-78 Folha Tangor Murcott Colina
ACBL-80 Folha Laranja 'Péra’ Jales
ACBL-81 Folha Laranja 'Péra’ Jales
ACBL-82 Folha Tangor Murcott Catanduva
ACBL-83 Folha Tangor Murcott Catanduva
ACBL-84 Fruto Tangor Murcott Catanduva
ACBL-85 Folha Tangor Murcott Catanduva
ACBL-86 Fruto Tangor Murcott Catanduva
ACBL-87 Fruto Tangor Murcott Catanduva
ACBL-89 Folha Tangor Murcott Catanduva
ACBL-91 Folha Tangor Murcott Catanduva
ACBL-92 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-93 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-94 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-95 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-96 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-97 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-98 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-99 Folha Tangor Murcott Socorro
ACBL-100 Folha Liméo Cravo Itdpolis
ACBL-101 Folha Tangor Murcott Itapetininga
ACBL-102 Fruto Laranja 'Péra’ Ibitinga
ACBL-103 Solo Tangor Murcott Itapetininga
ACBL-104 Solo Tangor Murcott Itapetininga
ACBL-105 Solo Tangor Murcott Itapetininga
ACBL-106 Solo Laranja 'Péra’ Ibitinga

4. CONCLUSAO

Foram obtidos 95 isolados de leveduras de diferentes regides produtoras de
citros do estado de Sao Paulo, os quais foram testados quanto a capacidade

antotagbnica a Penicillium digitatum, P. italicum e Geotrichum canididum, nos

capitulos seguintes.
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CAPITULO 3 — POTENCIAL DE LEVEDURAS NO CONTROLE DA PODRIDAO
AZEDA EM FRUTOS DE LARANJA PERA

RESUMO - Dentre as principais doencgas que ocorrem na poés-colheita em
citros destaca-se a podriddo azeda, ocasionada pelo fungo Geotrichum candidum.
Uma alternativa para o controle da doenca se d& por meio da utilizacdo de
leveduras. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo isolar e selecionar
leveduras de solo, folhas, flores e frutos de citros, com potencial de aplicacdo como
agente de biocontrole a G. candidum. A acdo antagdnica dos isolados foi avaliada
pela técna de cultivo pareado em placa de Petri. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e a avaliacdo foi
realizada por meio da determinacédo do diametro médio da coldnia do fitopatdégeno.
O efeito de isolados de levedura na germinacdo de conidios de G. candidum foi
avaliado em laminas de vidro contendo agar-agua, utilizando 15 isolados que
proporcionaram maiores valores de inibicbes do crescimento da coldénia do
fitopatdgeno in vitro. Para os ensaios in vivo, frutos de Laranja Péra foram lavados,
esterilizados superficialmente com hipoclorito de sodio a 2%, feridos em dois pontos
equidistantes na regido mediana dos frutos a uma profundidade de 3mm e,
inoculados com suspensées de conidios de G. candidum (1x10* conidios/ml) 24
horas antes e 24 horas depois dos tratamentos com suspensfes dos antagonistas
(1x10" células/ml). Nos ensaios in vitro somente o isolado ACBL-77 obteve valor de
inibicdo da coldnia do fitopatégeno acima de 35%. Para o ensaio de germinacao de
conidios, com excecao do ACBL-21, todos os demais isolados avaliados afetaram a
germinacao do fungo, sendo os melhores isolados ACB-K1 e ACBL-68, os quais
apresentaram 82 e 83% de inibicdo, respectivamente. Nos ensaios in vivo quatro
isolados de levedura mostraram potencial para o controle da podriddo azeda em
frutos citricos, sendo que dois isolados, ACBL-23 e ACBL-77, mostraram eficiéncia

de controle tanto de forma preventiva como de forma curativa.

Palavras-chave: Citrus spp., Controle Bioldgico, Geotrichum candidum,

Saccharomyces cerevisiae.
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CHAPTER 3 - POTENTIAL OF YEASTS IN CONTROL OF SOUR ROT ON ‘PERA’
SWEET ORANGES

ABSTRACT - The main diseases that occur in post-harvest citrus is sour rot,
caused by the fungus Geotrichum candidum. An alternative to controlling the disease
is through the use of yeasts. Therefore, this study aimed to isolate and select yeasts
from soil, leaves, flowers and fruits of citrus, with potential application as a biocontrol
agent for G. candidum. These isolates were evaluated for the antagonism using dual
culture in Petri dish. The experiment was arranged in completely randomized design,
with 4 repetitions and the evaluation was performed by determination of the average
diameter of the phytopathogen colony. Later, the effect of yeast isolates on the spore
germination of G. Candidum was assessed by the technique of water-agar on glass
slides using the 15 isolates that more inhibited the colony of pathogen in vitro. After,
oranges fruits (Citrus sinensis cv. Péra) were washed, the surface was sterelized with
sodium hypochlorite at a 2%, injured in 2 equidistant points with 3mm depth in the
middle of the fruits and inoculated with conidia suspension of G. candidum (1x10*
spores/ml) 24 hours before and after the treatments with the antagonistcs
suspension (1x10’ cells/ml). In in vitro assays only the strain ACBL-77 inhibited the
colony of the pathogenic fungus with value above 35%. To test the germination of
conidia, except ACBL-21, all other isolates affected the germination of the fungus,
and the best isolated were ACBL-68 and ACB-K1, with 82 and 83% inhibition,
respectively. In in vivo assays, four yeast isolates showed potential for control of sour
rot in citrus fruits, and two isolates, ACBL-23 and ACBL-77, showed efficient control

of both preventive and curative way.

Keywords: Biological Control, Citrus spp., Geotrichum candidum, Saccharomyces

cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, respondendo por cerca de 30%
da producédo, 50% da producdo de suco, com participacdo de 85% do suco
comercializado internacionalmente (NEVES, 2010). A producgdo brasileira em 2011
foi de aproximadamente 19 mil toneladas, sendo que cultura esta assentada em uma
area aproximada de 795 mil hectares, dos quais 74% encontram-se localizados na
regido sudeste do pais (AGRIANUAL, 2012).

Ndo obstante a importancia que a atividade citricola tem para a economia
nacional, os pomares sdo acometidos por uma série de pragas e doencas que sado
responsaveis por reducdes consideraveis na produtividade e na qualidade dos
frutos. Dentre as principais doencas que ocorrem na pos-colheita em citros, pode-se
destacar a podriddo azeda, causada pelo fungo Geotrichum candidum. Este
fitopatdgeno pode ser denominado de G. candidum var. citri-aurantii (Ferraris) Cif. &
F. Cif.; Galactomyces citri-aurantii (Ferr.) Butler ou G. candidum citrus race (BUTLER
et al., 1988; FENG et al., 2011; MCKAY et al., 2012).

Os frutos séo infectados através de ferimentos e em condi¢des favoraveis (25-
30°C e umidade elevada) e apodrecem completamente em quatro ou cinco dias e a
doenca pode se propagar por contato (SUPRAPTA et al., 1995; PALOU et al., 2009).
Embora a ocorréncia da podriddo azeda seja menos comum do que 0s bolores
verde e azul, ocasionados respectivamente por Penicillium digitatum e P. italicum, a
doenca pode ocasionar perdas significativas em épocas de chuvas intensas (LIU et
al., 2009).

Atualmente, ndo existem fungicidas registrados no Brasil, que sejam eficientes
para o controle da podriddo azeda. Sddio o-fenilfenol (Sopp), embora seja indicado
para o controle da doenca, possui utilizacao limitada devido ao risco de danos em
frutos, como o escurecimento da casca e a oleocelose (LADANIYA, 2008). A
guazatina (BROWN, 1988), outra substancia quimica utilizada para o controle, ndo é
autorizada em varios paises, inclusive no Brasil (ECKERT, 1978; MERCIER e
SMILANICK, 2005; LIU, et al., 2009).

A utilizacdo de fungicidas tem levado ao surgimento de linhagens resistentes

do patégeno aos principios ativos, como tiabendazol e imazalil (LIU et al., 2009).

34



Aliado a isto, o alto custo no desenvolvimento de produtos quimicos, e o0 crescimento
da preocupacado da sociedade com a seguranca alimentar e com o meio ambiente,
tém levado produtores a buscar métodos alternativos de controle, e dentre estes, 0
controle bioldgico. Dentre os antagonistas mais utilizados para o controle de
doencas que ocorrem na poés-colheita, destacam-se varias espécies de leveduras,
devido, principalmente, a capacidade das mesmas em colonizar e sobreviver sobre a
superficie dos frutos por um longo periodo de tempo (LAHLALI et al., 2011).

Sob o ponto de vista de seguranca alimentar, um aspecto a ser considerado
trata-se da possibilidade de microrganismos antagOnicos apresentarem antibiose
como um de seus mecanismos de acdo, o que poderia deixar algum residuo em
frutos para o consumo in natura. Diante desta situacdo, abre-se uma perspectiva
positiva a utilizacdo de leveduras, devido, principalmente, a baixa possibilidade
micotoxigénica deste grupo de microrganismo, muito utilizado em processos
fermentativos (KUPPER et al., 2013).

O sucesso da utilizacdo de leveduras no controle biolégico tem estimulado o
interesse de varias empresas no desenvolvimento de bioprodutos para o controle de
podridées de pos-colheita de frutas e vegetais. Atualmente, duas leveduras
antagbnicas (Candida oleophila e Cryptococcus albidus), estdo disponiveis
comercialmente sob os nomes comerciais Aspire (Ecogen Inc., Langhorn, PA) e
YieldPlus (Anchor Yeast, Cidade do Cabo, Africa do Sul), respectivamente (DROBY
et al., 2002).

Neste trabalho, objetivou-se selecionar leveduras isoladas de solo, folhas,
flores e frutos de citros, com potencial de aplicagdo como agente de biocontrole a G.

candidum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fungo fitopatogénico (Geotrichum candidum)

Para realizacdo deste estudo, foi utilizado um isolado de Geotrichum
candidum pertencente a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia
e Controle Biologico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirdpolis,
SP, Brasil.

2.2. Atividade antifangica in vitro a Geotrichum candidum

2.2.3. Crescimento micelial

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de levedura obtidos
(Capitulo 2, item 2.1.) foram utilizados, também, seis isolados de Saccharomyces
cerevisiae (ACB-BG1, ACB-CAT1, ACB-CR1, ACB-K1, ACB-KD1 e ACB-PE2) que
foram isolados a partir do processo de fermentacdo para a producédo de etanol,
caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al., 2010), e
pertencentes a colecdo microrganismos do Laboratério de Bioquimica e
Fermentacdo de Alcool do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Esalg/USP,
Piracicaba-SP.

Para esse estudo, foram realizados 5 ensaios, onde avaliou-se em média 20
isolados de levedura em cada ensaio utilizando a técnica de cultivo pareado em
placa de Petri (DENNIS & WEBSTER, 1971). Discos de 5 mm de diametro foram
retirados de colonias ativas de G. candidum cultivadas em meio BDA por 7-10 dias e
depositados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA a 3 cm de distancia
de discos de mesmo tamanho, contendo um isolado de cada uma das leveduras
cultivadas por 48 horas em meio YEPD. O controle correspondeu ao crescimento do
fungo sem o pareamento com a levedura. As culturas foram incubadas em estufa
para BOD, durante sete dias, a 25°C com fotoperiodo de 12h/12h. Para a avaliacao
do antagonismo mediu-se o diametro da colonia do fungo em dois sentidos

perpendiculares apds o periodo de incubacdo. Foi utilizado um delineamento
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inteiramente casualizado com quatro repeticdes por tratamento. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias foi feita
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para uma melhor caracterizacdo, foi determinada uma escala de antagonismo
de acordo com Sharma et al., (2009), para avaliar a acdo antagonica dos isolados de
levedura contra a G. candidum, com quatro diferentes niveis: (0) — o fungo
filamentoso cresce independentemente da presenca da levedura; (+) - o fungo
filamentoso cresce até o limite da col6nia da levedura e nédo se desenvolve por cima
desta; (+/+) - ha formacédo de halo de inibicdo e este se mantém por todo o periodo
de incubacéo; (+/-) — ha retardo no desenvolvimento micelial, mas no fim do periodo

de incubacéo, o fungo filamentoso se desenvolve por cima da levedura.
2.2.4. Germinacdo de conidios

Foram utilizados quinze isolados de leveduras (ACBL-21; ACBL-22; ACBL-23;
ACBL-34; ACBL-35; ACBL-37; ACBL-39; ACBL-42; ACBL-43; ACBL-44; ACBL-50;
ACBL-52; ACBL-68; ACBL-77 e ACB-K1) que proporcionaram maiores valores de
inibicdes no teste de antagonismo em placas de Petri. Aliqguotas de 20uL de cada
isolado de levedura (1x108 células/mL) e da suspenséo de conidios de G. candidum
(1x10* conidios/mL) foram depositadas, simultaneamente, em areas demarcadas de
laminas previamente preparadas contendo meio agar-agua. Para o controle,
aliguotas de agua destilada e esterilizada foram depositadas no lugar dos
antagonistas (KUPPER et al. 2013).

As laminas foram depositadas no interior de placas de Petri esterilizadas,
contendo algoddo embebido em &agua destilada e esterilizada, a fim de manter a
umidade. As culturas foram incubadas em estufa para BOD, em fotoperiodo de
12h/12h a 25°C por 14 horas. Ao término deste periodo, em cada lamina foram
adicionados 10 pl de uma solugdo contendo azul latico. 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. Utilizou-se

um delineamento inteiramente casualizado, sendo 6 repeticdes por tratamento. Os
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resultados analisados pela analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das
médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3. Atividade antifungica in vivo a Geotrichum candidum
2.3.1. Inoculagdo com o patégeno

Frutos de Laranja Péra foram lavados, desinfetasdos superficialmente com
hipoclorito de sodio a 0,2% e, feridos em dois pontos equidistantes, na regido
mediana dos frutos, com agulhas demarcadas (3mm) esterilizadas a uma
profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos foram inoculados na regido do
ferimento com 20 pl de uma suspenséo de G. candidum contendo uma concentragéo
de 1x10* conidios/mL, 24 h antes (tratamento preventivo) e 24 h apds (tratamento

curativo) a realizacéo dos tratamentos.
2.3.2. Tratamentos

Oito isolados de leveduras (ACBL-23; ACBL-42; Candida stellimalicola ACBL-
44; Saccharomyces sp ACBL-50; ACBL-52; ACBL-68; Sporobolomyces koalae
ACBL-77 e S. cerevisiae ACB-K1) foram selecionados com base nos testes in vitro
para a realizagdo dos tratamentos nos ensaios in vivo. Uma algcada de cada isolado
foi retirada de colbnias cultivadas por 48 h em meio YEPD, transferida em
Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD liquido e incubada sob agitacdo de 250
rpm por 48 h. Apos o periodo de incubacéo, foi realizada a contagem de células com
auxilio de um hemocitémetro, e as suspensdes foram ajustadas para a concentracéo
de 10" células/mL. Para o tratamento quimico foi utilizado o fungicida Imazalil, na
concentracdo de 2 mL/Litro. O controle positivo correspondeu aos frutos tratados
com agua destilada esterilizada no lugar dos tratamentos.

Aliguotas de 20 pl de cada um dos tratamentos foram aplicadas, com auxilio
de uma pipeta automatica nos ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Apos a
inoculacdo com G. candidum e a realizagdo dos tratamentos, os frutos foram

armazenados por 15 dias em condicdo ambiente (25 + 5°C e 90% UR). A severidade
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da doenca foi avaliada no 9°, 11° 13° e 15° dia ap6s a inoculagdo com o
fitopatdgeno, medindo-se o didametro médio das lesBes de podriddo azeda com o
auxilio de um paquimetro. A incidéncia foi avaliada pela porcentagem de frutos

doentes observados no 15° dia. O ensaio foi realizado em duplicata.

2.3.3. Anélises Estatisticas

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento composto por 3 repeticdes, com 20 frutos por repeticdo. Para analisar o
efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das lesGes ocasionadas por G.
candidum, efetuou-se o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), que é expressa pela plotagem da proporcdo de doenca em porcentagem,
versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney
(1977), a AACPD pode ser calcula pela férmula:

AACPD = ™ [(Yis1 + Y)/2] * [(Tis1 - T)]; onde:

n — é o numero de observacdes/avaliacoes.

Yi — proporgéo da doenga na “i”’- ésima observacédo/avaliacao;

({1
|

Ti — é o tempo em dias na “i"- ésima observacao/avaliacao;

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) usando o
software de estatistica ASSISTAT 7.6 e a comparacao das médias foi realizada pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Atividade antifungica in vitro a Geotrichum candidum
3.1.2. Crescimento micelial
No primeiro ensaio, verificou-se que dentre os 29 isolados estudados,

nenhum inibiu a coldnia do fitopatdgeno (Tabela 1). Para o segundo ensaio, dos 19
isolados de levedura testados, a maioria dos isolados (ACBL-39, ACBL-43, ACBL-
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37, ACBL-35, ACBL-21, ACBL-34, ACBL-44, ACBL-42, ACBL-50, ACBL-52 e ACBL-
23) inibiu G. candidum, com valores de inibicbes que variaram de 19 a 29% (Tabela
2).

No ensaio 3 (Tabela 3) dos 17 isolados de leveduras testados, somente o
isolado ACBL-68 diferiu do controle, com 27% de inibicdo da colénia do
fitopatdgeno, proporcionando halo de inibicdo. O mesmo ocorreu no quarto ensaio,
onde 21 isolados foram avaliados e somente o ACBL-77 (Figura 1), diferiu do
controle, proporcionando 35% de inibigdo da colonia do G. candidum (Tabela 4).

No 5° ensaio (Tabela 5) de antagonismo in vitro, 15 isolados de leveduras
foram estudados e, dentre esses nove isolados (ACBL-102, ACB-BG1, ACBL-101,
ACB-KD1, ACBL-100, ACBL-36, ACB-CAT1, ACB-PE2 e ACB-K1) inibiram a colbnia

do fungo, com valores de inibicdes que variaram de 13 a 24%.

Figura 1. Efeito do isolado de levedura ACBL-77 no crescimento micelial de Geotrichum
candidum in vitro. A — Controle; B- Inibig&o do patdégeno (=) pelo isolado ACBL-77(->).
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Tabela 1. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Geotrichum candidum. Ensaio 1.

Isolado de Levedura

*Tamanho médio da

% de Inibicdo da coldnia do

Escala de

colbnia fitopatdgeno Antagonismo

ACBL-02 455 ¢ 23,91 +
ACBL-17 4,78 bc 20,07 +
ACBL-20 5,15 bc 13,88 +
ACBL-06 5,33 bc 10,87 +
ACBL-19 5,33 bc 10,87 +/+
ACBL-25 5,36 bc 10,37 +/-
ACBL-14 543 bc 9,20 +/+
ACBL-18 5,48 bc 8,36 +/+
ACBL-26 55 bc 8,03 +
ACBL-03 5,58 bc 6,69 +
ACBL-04 5,58 bc 6,69 +/+
ACBL-01 5,63 bc 5,85 +
ACBL-11 5,63 bc 5,85 +/+
ACBL-13 5,65 bc 5,562 +
ACBL-12 5,68 bc 5,02 +/+
ACBL-24 5,75 bc 3,85 +/+
ACBL-28 5,76 bc 3,68 +/-
ACBL-07 5,78 bc 3,34 +/+
ACBL-15 5,78 bc 3,34 +
ACBL-16 5,78 bc 3,34 +/+
ACBL-32 5,81 bc 2,84 0
ACBL-31 5,95 bc 0,50 +
Controle 5,98 bc 0,00 -
ACBL-09 6,00 bc -0,33 +
ACBL-10 6,03 bc -0,84 +/-
ACBL-33 6,13 bc -2,51

ACBL-30 6,16 b -3,01

ACBL-29 6,31 b -5,52

ACBL-27 6,36 b -6,35 +
ACBL-08 8,45 a -41,30 +/-

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de

inibicdo; (+/-) — ha inibicdo da colbnia, mas apds periodo de incubacéo, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Tabela 2. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Geotrichum candidum. Ensaio 2.

*Tamanho médio da % de Inibicdo da colénia do Escala de
Isolado de Levedura . ) .
colbnia fitopatdgeno Antagonismo
ACBL-23 4,88 ¢ 28,86 +/+
ACBL-52 491 c 28,43 ++
ACBL-50 5,13 bc 25,22 ++
ACBL-42 5,25 bc 23,47 +
ACBL-44 5,26 bc 23,32 +/+
ACBL-34 5,32 bc 22,45 +/+
ACBL-21 5,37 bc 21,72 +/+
ACBL-35 5,40 bc 21,28 +
ACBL-37 5,48 bc 20,12 +
ACBL-43 5,50 bc 19,83 +
ACBL-39 5,57 bc 18,80 ++
ACBL-54 5,63 abc 17,93 +/+
ACBL-38 5,68 abc 17,20 +
ACBL-49 5,70 abc 16,91 +
ACBL-53 5,82 abc 15,16 +
ACBL-05 5,88 abc 14,29 +
ACBL-41 5,93 abc 13,56 +
ACBL-51 6,21 ab 9,48 +
ACBL-40 6,28 ab 8,45 +
Controle 6,86 a 0,00 -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da coldnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibigdo da colbnia, mas apés periodo de incubacéo, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.

Nos ensaios in vitro, verificou-se que, 23% dos isolados de leveduras obtidos
inibiram, estatisticamente, a colbnia do fitopatégeno, com valores de inibicdes entre
13% e 35%, dentre os melhores isolados encontram-se ACBL-23, ACBL-68, ACBL-
77 (S. koalae) e o0 ACB-K1 (S. cerevisiae). Abd-Alla et al. (2007), trabalhando com
isolados de Candida sp. e Saccharomyces sp. também encontraram antagonismo a
G. candidum, com porcentagens de inibicdo da colonia do patégeno em até 51,1%,
no entanto, 0s autores observaram uma inibicio moderada por isolados de
Cryptococcus sp. e Candida sp. com até 31,5% de inibicdo da col6nia do fungo,

similar a inibicdo observada com o isolado ACBL-77, obtido no presente estudo.
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Maldonado et al. (2010), utilizando um isolado de Streptomyces, observaram que o

antagonista inibiu em 29% a col6nia G. candidum em meio solido.

Tabela 3. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Geotrichum candidum. Ensaio 3.

*Tamanho médio % de Inibic&o da colénia do Escala de
Isolado de Levedura da coldnia fitopatégeno Antagonismo
ACBL-68 558 b 26,70 +/+
ACBL-22 6,25 ab 17,94 +/+
ACBL-74 6,75 ab 11,38 +
ACBL-70 6,80 ab 10,72 +
ACBL-59 6,92 ab 9,19 +
ACBL-71 6,92 ab 9,19 +
ACBL-72 6,92 ab 9,19 +
ACBL-65 7,00 a 8,10 +
ACBL-55 7,07 a 7,22 +
ACBL-75 7,08 a 7,00 +
ACBL-66 712 a 6,56 +
ACBL-73 7,17 a 5,91 +
ACBL-61 7,25 a 4,81 +
ACBL-58 742 a 2,63 +
ACBL-67 742 a 2,63 +
ACBL-69 7,50 a 1,53 +
ACBL-63 7,58 a 0,44 +
Controle 7,62 a 0,00 -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colbnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibicdo da coldnia, mas apds periodo de incubagao, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Tabela 4. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo

Geotrichum candidum. Ensaio 4.

*Tamanho médio da

% de Inibi¢c&o da colénia do

Escala de

Isolado de Levedura colbnia fitopatdgeno Antagonismo
ACBL-77 544 c 35,07 ++
ACBL-91 729 b 12,99 0
ACBL-81 7,31 ab 12,69 0
ACBL-97 7,44 ab 11,19 +-
ACBL-78 7,50 ab 10,45 0
ACBL-89 7,53 ab 10,15 +
ACBL-93 7,56 ab 9,70 +
ACBL-92 7,63 ab 8,96 +
ACBL-85 7,69 ab 8,21 0
ACBL-83 7,75 ab 7,46 0
ACBL-80 7,81 ab 6,72 0
ACBL-82 8,00 ab 4,48 +
ACBL-94 8,06 ab 3,73 +
ACBL-86 8,13 ab 2,99 +/-
ACBL-98 8,15 ab 2,69 +/-
ACBL-76 8,28 ab 1,19 0
ACBL-87 8,31 ab 0,75 +/-
ACBL-99 8,31 ab 0,75 0
Controle 8,38 ab 0,00 -
ACBL-95 8,49 ab -1,34 +
ACBL-96 8,49 ab -1,34 0
ACBL-84 8,56 a -2,24 0

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colbnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de

inibicdo; (+/-) — ha inibigdo da coldnia, mas apés periodo de incubacéo, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Tabela 5. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Geotrichum candidum. Ensaio 5.

*Tamanho médio da % de Inibicdo da coldnia do Escala de
Isolado de Levedura colénia fitopatégeno Antagonismo
ACB-K1 555 ¢ 24,10 +/+
ACB-PE2 6,09 bc 16,75 +
ACB-CAT1 6,11 bc 16,41 +
ACBL-36 6,20 bc 15,21 +
ACBL-100 6,24 bc 14,70 +
ACB-KD1 6,26 bc 14,36 +/+
ACBL-101 6,31 bc 13,68 +
ACB-BG1 6,33 bc 13,50 +
ACBL-102 6,34 bc 13,33 +/-
ACBL-104 6,54 ab 10,60 +
ACB-CR1 6,59 ab 9,91 +
ACBL-105 6,63 ab 9,40 +
ACBL-106 6,63 ab 9,40 +
ACBL-48 6,63 ab 9,40 +
ACBL-103 6,84 ab 6,50 +
Controle 7,31 a 0,00 -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da colbnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibicdo da coldnia, mas apds periodo de incubacao, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.

3.1.3. Germinacéo de conidios

No ensaio de inibicdo da germinacédo de conidios de G. candidum, por meio
da utilizacdo de isolados de leveduras, com excecdo do ACBL-21, todos os demais
isolados avaliados inibiram a germinacgéo de conidios do fungo (Figura 2), sendo que
maiores valores de inibicdes foram encontrados nos isolados ACB-K1 (82%) e
ACBL-68 (83%) (Figura 3).
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Figura 2. Efeito de diferentes isolados de levedura na inibicdo da germinagédo de conidios
de G. candidum. Significancia estatistica determinada em P <0,05 de acordo com o teste
Tukey de separagédo de médias.

Resultados semelhantes podem ser encontrados nos estudos realizados por
Abda-Alla et al. (2007), que avaliando o potencial antagbnico de nove isolados de
leveduras na germinacdo de G. candidum, observaram que todos afetaram a
germinacdo de conidios do fitopatdgeno, sendo o isolado de S. cerevisiae, 0 que
apresentou o maior valor de inibicdo (82%), sendo que resultados semelhantes

foram encontrados pelo isolado de S. cerevisiae (ACB-K1) no respectivo trabalho.

Figura 3. Efeito dos isolados de levedura ACB-K1(B) e ACBL-68 (C) na inibicdo da
germinacdo de conidios de Geotrichum candidum observados em microscopio Optico
comum (aumento de 400 X). Controle (A).
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3.2. Atividade antifangica in vivo a Geotrichum candidum

3.2.1. Efeito dos tratamentos no progresso da podriddo azeda em frutos de
Laranja Péra

Quando frutos de Laranja Péra foram tratados 24 horas antes da inoculacao
com o fitopatbgeno (tratamento preventivo), somente os frutos tratados com o
fungicida imazalil ndo diferiram do controle quanto ao tamanho médio das lesdes
ocasionados por G. candidum. Menores valores do desenvolvimento do tamanho
das lesbes de podriddo azeda foram proporcionados quando os frutos foram
tratados com os isolados ACBL-44, ACBL-77, ACBL-23, ACBL-52, ACBL-42, ACBL-
68 e ACB-K1 com valores de tamanho médio das lesdes que variaram de 5,8 a 54,9
mm (Figura 4-A e Figura 5-A). Para o tratamento curativo, os melhores tratamentos
foram ACBL-23, apresentando 5,6 mm de tamanho médio das lesdes, seguido dos
tratamentos ACBL-68 (12,1 mm), ACBL-77 (14,2 mm), ACBL-44 (26,9 mm), Imazalil
(26,9 mm), ACBL-42 (47 mm) e ACBL-52 (62,9 mm) (Figura 4-B e Figura 5-B).
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Figura 4. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para o diametro médio
de lesbGes ocasionadas por G. candidum, apds tratamento preventivo (A) e tratamento
curativo (B) com diferentes isolados de levedura, armazenados a 25 + 5°C e 90% de UR.

Significancia estatistica determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separacéo
de médias.
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Figura 5. Efeito in vivo dos tratamentos ACBL-23, ACBL-42, ACBL-44, ACBL-52, ACBL-68,
ACBL-77 e Imazalil no desenvolvimento do tamanho médio de lesdes ocasionadas por G.
candidum em frutos de Laranja Péra tratados de maneira preventiva (A) e curativa (B),
armazenados por 15 dias a 25°C e 90% de UR.
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Em ensaios in vivo, Ren et al. (2012) demonstraram que a incidéncia e o
tamanho médio de lesdes ocasionadas por G. citri aurantii em frutos citricos foi
reduzida com a utlizagdo de um isolado recombinante de Pichia pastoris. O
presente estudo demonstrou o uso em potencial de isolados de levedura na inibicao
da podriddo azeda em frutos de Laranja Péra, com valores de inibicdes de até 91%
(S. koalae ACBL-77) para a incidéncia da doenca, e inibindo o desenvolvimento das
lesGes acima de 95% (C. stellimalicola ACBL-44 e ACBL-23).

No trabalho de Hernandez-Montiel et al. (2011), a incidéncia e o tamanho das
lesbes ocasionadas por G. citri auranti em frutos de limdo mexicano (Citrus
aurantifolia), foi reduzido significativamente, quando os frutos foram tratados com
dois isolados da levedura epifita Debaryomyces hansenii, sendo o que as leveduras
deste género tem se mostrado como um potencial agente de biocontrole (DROBY et
al., 1989; HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2011).

No presente estudo, alguns isolados foram eficientes na reducdo do

progresso da podriddo azeda, de maneira preventiva e curativa (Figura 6).

A B

ACBL-23
ACBL-52
ACBL-44
ACBL-68
ACBL-42
ACBL-77

ACBL-50

ACB-K1

Figura 6. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e
curativamente (B) no progresso da podriddo azeda em frutos de laranja Péra. Interseccao
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e
preventivamente.
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3.2.2. Efeito dos tratamentos na incidéncia da podriddao azeda em frutos de
Laranja Péra

Para o tratamento preventivo os melhores isolados foram os ACBL-52, ACBL-
23, ACBL-44 e ACBL-77, apresentando 38, 37, 25 e 8% de frutos com sintomas da
podriddo azeda, respectivamente (Figura 7-A). Quando os tratamentos foram
realizados ap0s 24 horas de inoculagdo com o patdégeno, menores valores de frutos
doentes foram proporcionados pelos tratamentos ACBL-44 (32%), ACBL-77(30%),
ACBL-68 (28%) e ACBL-23, apresentando somente 10% de frutos doentes (Figura
7-B).

Outros autores demonstraram que quando frutos citricos foram tratados com
isolados de levedura, a incidéncia da podriddo azeda foi reduzida, significativamente
(DROBY et al., 1989; HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2011; REN et al., 2012), assim
como no presente estudo, onde pode-se observar uma reducdo de frutos

sintomaticos acima de 90% (ACBL-23 e ACBL-77), tratados de maneira preventiva e

curativa.
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Figura 7. Porcentagem de frutos de Laranja Péra com sintomas de podridao azeda, apés
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura,
armazenados a 25 + 5°C e 90% de UR, por 15 dias. Significancia estatistica determinada em
P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separacao de médias.
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Os parametros avaliados, severidade e incidéncia, mostraram que, 0S
isolados de levedura ACBL-23, ACBL-44 (C. stellimalicola) e ACBL-77 (S. koalae)
(Figura 8) foram os mais eficientes no controle da doenca quando aplicado de
maneira preventiva e curativa, enquanto que o tratamento quimico empregado neste
experimento mostrou controle, embora menor, quando os frutos foram tratados de
forma curativa.

O controle efetivo da podriddo azeda requer tratamentos que ajam
simultaneamente de maneira preventiva e curativa, considerando possiveis
infeccdes ja existentes que tenham vindo do campo e infec¢des subsequentes que
podem ocorrer durante no packing-house, durante o beneficiamento e

armazenamento.

ACBL-23 ACBL-44

oA K Rl o g

Controle

CE D A
DD 4
2996

Figura 8. Isolados de levedura, ACBL-23, ACBL-44 e ACBL-77, mais eficientes no controle
da podriddo azeda em frutos de Laranja Péra tratados preventivamente e inoculados com
Geotrichum candidum, armazenados a 25 + 5°C e 90% de UR, por 15 dias.
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Os ensaios in vitro mostraram valores de inibicdes muito inferiores aos
observados in vivo neste estudo, o que, segundo Plaza et al. (2004) pode ocorrer,
considerando que sob condi¢Bes in vivo, além do ambiente outros fatores podem
estar envolvidos, como por exemplo, a natureza dos componentes e a propria
interac&o entre os microrganismos no local da infecgéo.

Isolados de P. andmala e C. oleophila foram capazes de diminuir a incidéncia
da doenca e o tamanho de lesGes ocasionadas por G. candidum, P. digitatum e P.
italicum em frutos citricos (LAHLALI et al., 2004). Droby et al. (2002) forneceram
evidéncias de que as células da levedura antagonista C. oleophila aplicada em
ferimentos superficiais em frutos de grapefruit (Citrus grandis) foram capazes de
induzir resisténcia ao P. digitatum.

No presente estudo, trés isolados, reduziram a incidéncia da podridao azeda

em frutos de laranja Péra, de maneira curativa e preventiva (Figura 9).

A B

ACBL-52 ACBL-23

ACBL-44 ACBL-68

ACBL-42 ACBL-77

Figura 9. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e
curativamente (B) Na incidéncia da podriddo azeda em frutos de laranja Péra. Interseccao
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e
preventivamente.

4. CONCLUSAO
Os resultados apresentados neste estudo mostraram que os isolados ACBL-

23, ACBL-44 e ACBL-77 foram os mais eficientes, de maneira preventiva e curativa,

para o biocontrole da podriddo azeda em frutos de Laranja Péra.
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CAPITULO 4 — POTENTICIAL DE LEVEDURAS NO CONTROLE DO BOLOR
VERDE EM FRUTOS DE LARANJA LIMA

RESUMO - O bolor verde, ocasionado pelo fungo Penicillium digitatum, é a
principal doenca que ocorre na pos-colheita em citros. Uma alternativa para o
controle da doenca se da por meio da utilizagdo de leveduras. Este trabalho teve por
objetivo testar diferentes isolados de leveduras obtidos de solos, folhas, frutos e
flores de citros, de diferentes locais do estado de Sdo Paulo, Brasil, quanto ao
antagonismo in vitro e in vivo a P. digitatum. A avaliacdo in vitro se deu por meio da
técnica de cultivo pareado em placas de Petri. O delineamento foi inteiramente
casualizado com 5 repeticdbes e avaliagcdo foi realizada pela determinacdo do
diametro médio da colbnia do fitopatogeno. Posteriormente, frutos de laranja
(Citrus sinensis cv. Lima) foram lavados, esterilizados superficialmente com
hipoclorito de sodio a 2%, feridos em dois pontos equidistantes na regido mediana
dos frutos a uma profundidade de 3 mm e, inoculados com suspensfes de conidios
de P. digitatum (1x10* conidios/ml) 24 horas antes e 24 horas depois dos
tratamentos. Para os tratamentos, foram aplicadas suspensfes dos antagonistas
(1x10" células/ml) ou do fungicida Imazalil (0,2%). O controle correspondeu aos
frutos inoculados e tratados com agua destilada. Utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes (20 frutos/repeticdo). Foram avaliadas
a severidade e a incidéncia da doenca. Nos ensaios in vitro, cinco isolados de
levedura (ACBL-76, ACBL-82, ACBL-84 e ACBL-87) proporcionaram valores de
inibicbes do crescimento da colonia do fungo acima de 80%. Entretanto quando
avaliou-se a capacidade das leveduras no controle do bolor verde em frutos de
Laranja Lima, somente dois isolados (ACBL-82 e ACBL-86) foram capazes de
controlar o progresso e também a incidéncia da doenca, quando utilizados

preventivamente.

Palavras-chave: Citrus spp., Controle Biologico, Penicillium digitatum,

Saccharomyces cerevisiae.
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CHAPTER 4 - POTENTIAL OF YEASTS IN CONTROL OF GREEN MOLD ON
‘LIMA’ SWEET ORANGES

ABSTRACT - The green mold, caused by Penicillium digitatum, is the most
important disease that occurs in citrus postharvest. An alternative to controlling the
disease is through the use of yeasts. The target of this work was to test different
yeast isolates obtained from soils, leaves, fruits and citrus flowers from different
places in the State of Sdo Paulo, Brazil relating its antagonism in vitro and in vivo to
P. digitatum. The in vitro evaluation was done with paired culture in Petri dish. The
essay was performed in randomized design with 5 repetitions and evaluation
considered the average diameter of the phytopathogen colony. After, orange fruits
(Citrus sinensis cv. Lima) were washed, the surfaces were sterelized with sodium
hypochlorite at a 2%, injured In 2 equidistant points with 3mm depth in the middle of
the fruits and inoculated with conidia suspension of P. digitatum (1x10* spores/ml) 24
hours before and after the treatments. The treatments consisted in the application of
the antagonist suspensions (1x10’cells/mL) or the Imazalil fungicide (0.2%)
application. The fruits were inoculated and treated with distilled water in the treatment
control. It was used randomized design with 3 repetitions (20 fruits per repetition).
The best results of in vitro antagonist were obtained with five isolates (ACBL-76,
ACBL-82, ACBL-84 and ACBL-87) that presented values of mycelial growth
inhibitions above 80%. However, when it was evaluated the ability of yeast to control
the green mold in orange fruits, only two isolates (ACBL-82 and ACBL-86) were able
to decrease the progress and the incidence of disease when used preventively.

Keywords: Biological Control, Citrus spp., Penicilllum digitatum, Saccharomyces

cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

Ferimentos ocasionados em frutos durante processos de colheita e transporte
sdo portas de entrada para o fungo Penicillium digitatum, agente causal do bolor
verde, que é a principal doenca que ocorre na fase de pdés-colheita em citros,
diminuindo a qualidade e a quantidade dos frutos citricos, bem como, prejudicando
os valores nutricionais e de mercado (PLAZA et al., 2004).

Atualmente, o controle do bolor verde no packing-house, baseia-se no
tratamento de frutos com diferentes fungicidas, como imazalil (IMZ) e tiabendazol
(TBZ). Estes fungicidas séo utilizados sozinhos, em misturas, ou aplicados
separadamente, em sequencia, sendo os mesmos utilizados ha mais de 25 anos, o
que contribui para a proliferacao de linhagens do patdgeno resistentes aos principios
ativos utilizados (ISMAIL & ZHANG, 2004). O desenvolvimento de linhagens
resistentes, a crescente demanda por produtos organicos e a preocupacdo com a
contaminacdo do ambiente pelos produtos quimicos, tem levedo a busca por
métodos alternativos de controle (SANTOS et al., 2004; ZHU et al., 2006; KINAY et
al., 2007 COELHO et al., 2011).

Visando a ampliacdo da exportacdo de frutas citricas e a crescente
preocupacado do mercado a aquisi¢ao de frutos isentos de residuos de agrotéxicos, a
utilizacdo de microrganismos como agentes de biocontrole para doencas de pos-
colheita constitui-se numa alternativa viavel em todo o mundo (SHARMA et al.,
2009). Pesquisas recentes tém demonstrado a eficacia do controle biologico, atraves
da acado de isolados de leveduras no controle de doencas fangicas em pos-colheita
(CHANCHAOVIVAT et al., 2007).

Leveduras epifitas, encontradas em folhas e frutos, parecem competir
efetivamente com patégenos de pdés-colheita, como o Penicillium spp. (LEIBINGER
et al., 1997; MCGUIRE, 1995). Algumas espécies de leveduras sdo capazes de
produzir substancias como as toxinas Killer, enzimas hidroliticas e, em determinadas
condi¢des, formam biosurfactantes e bioemulsificadores que facilitam a adesé&o
(AHRENDTS & CARRILLO, 2004).

Considerando o exposto, este trabalho teve por objetivos selecionar isolados
de levedura provenientes de solos, flores, folhas e frutos de citros, com potencial de
aplicacdo como agente de biocontrole a P. digitatum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fungo fitopatogénico (Penicillium digitatum)

Para realizacéo deste estudo, foi utilizado um isolado de Penicillium digitatum,
pertencente a colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle

Bioldgico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeiropolis, SP, Brasil.

2.2. Atividade antifangica in vitro a Penicillium digitatum

2.2.3. Crescimento micelial

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de levedura obtidos
(Capitulo 2, item 2.1.) foram utilizados, também, seis isolados de Saccharomyces
cerevisiae (ACB-BG1, ACB-CAT1, ACB-CR1, ACB-K1, ACB-KD1 e ACB-PE2) que
foram isolados a partir do processo de fermentacdo para a producédo de etanol,
caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al., 2010), e
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Bioquimica e
Fermentacdo de Alcool do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Esalg/USP,
Piracicaba-SP.

Foram realizados 5 ensaios, onde foram avaliados em média 20 isolados de
levedura em cada ensaio, utilizando a técnica de cultivo pareado em placa de Petri
(DENNIS & WEBSTER, 1971). Discos de 5 mm de diametro foram retirados de
colbnias ativas de P. digitatum cultivadas em meio BDA por 7 a 10 dias e
depositados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA a 3 cm de distancia
de discos de mesmo tamanho, contendo um isolado de cada uma das leveduras
cultivadas por 48 horas em meio YEPD. O controle correspondeu ao crescimento do
fungo sem o pareamento com a levedura. As culturas foram incubadas em estufa
para BOD, durante sete dias, a 25°C com fotoperiodo de 12h/12h. Para a avaliacao,
mediu-se o diametro da coldnia do fungo em dois sentidos perpendiculares apds o
periodo de incubacéo. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com

quatro repeticbes por tratamento. Os resultados foram submetidos a analise de
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variancia (ANOVA) e a comparacao das médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para uma melhor caracterizacdo, foi determinada uma escala de antagonismo
de acordo com Sharma et al., (2009), para avaliar a acao antagonica dos isolados de
levedura contra a P. digitatum com quatro diferentes niveis: (0) - o fungo filamentoso
cresce independentemente da presenca da levedura; (+) - o fungo filamentoso
cresce até o limite da colbnia da levedura e ndo se desenvolve por cima desta; (+/+)
- ha formacdo de halo de inibicdo e este se mantém por todo o periodo de
incubacéo; (+/-) — h& retardo no desenvolvimento micelial, mas no fim do periodo de

incubagéo, o fungo filamentoso se desenvolve por cima da levedura.

2.3. Atividade antifungica in vivo a Penicillium digitatum

2.3.1. Inoculagdo com o patégeno

Frutos de Laranja Lima (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram obtidos em um
packing-house da cidade de Limeira, SP, Brasil. Os frutos estavam no estagio de
maturacdo comercial, selecionados por uniformidade de cor, forma e tamanho. No
laboratério, os frutos foram lavados, desinfetados superficialmente com hipoclorito
de sédio a 2% e, feridos em dois pontos equidistantes, na regido mediana dos frutos,
com agulhas esterilizadas a uma profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos
foram inoculados na regido do ferimento com 20 puL de uma suspensao de P.
digitatum contendo uma concentracéo de 1x10* conidios/mL, 24 h antes (tratamento

preventivo) e 24 h apds (tratamento curativo) a realizagcdo dos tratamentos.
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2.3.2. Tratamentos

Oito isolados de leveduras (Saccharomyces cerevisiae ACBL-76; ACBL-78; S.
cerevisiae ACBL-80; S. cerevisiae ACBL-81; S. cerevisiae ACBL-82; Candida
stellimalicola ACBL-84; Meyerozyma caribbica ACBL-86 e ACBL-87) que
proporcionaram o0s maiores valores de inibicdo do crescimento micelial do
fitopatdgeno nos ensaios in vitro (item 2.2), foram selecionados para os tratamentos
nos ensaios in vivo. Uma algcada de cada isolado foi retirada de colbnias cultivadas
por 48 h em meio YEPD, transferida em Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD
liguido e incubada sob agitacdo de 250 rpm por 48 h. Apés o periodo de incubacéo,
foi realizada a contagem de células com auxilio de um hemocitdmetro, e as
suspensdes foram ajustadas para a concentracdo de 10’ células/mL. Para o
tratamento quimico foi utilizado o fungicida Imazalil, na dose recomendada pelo
comerciante (2mL/L) para o controle do bolor verde em frutos citricos. O controle
positivo correspondeu aos frutos tratados com agua destilada e esterilizada no lugar
dos tratamentos.

Aliquotas de 20 pL de cada um dos tratamentos foram aplicadas nos
ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Apos a inoculacdo com P. digitatum e
a realizacdo dos tratamentos, os frutos foram armazenados por 7 dias em condicéo
ambiente (22° C + 2 e com 90% de UR). A severidade da doenca foi avaliada no 5°,
6° e 7° dia apOs a inoculacdo com o fitopatégeno. A incidéncia foi avaliada pela

porcentagem de frutos doentes observados no 7° dia.

2.3.3. Anélises Estatisticas

Foi utllizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento composto por 3 repeticdes, com 20 frutos por repeticdo. Para analisar o
efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das les6es ocasionadas por P.
digitatum, efetuou-se o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), que € expressa pela plotagem da proporcdo de doenca em porcentagem,
versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney
(1977), a AACPD pode ser calcula pela formula:
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AACPD = 3" [(Yis1 + Yi)/2] * [(Tis1 - Ti)]; onde:
n — & o numero de observacdes/avaliagcdes.

Yi — proporgao da doenga na “i’- ésima observacao/avaliacao;

Ti — é o tempo em dias na “i’- ésima observacao/avaliacao;

Os resultados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) usando o
software de estatistica ASSISTAT 7.6 e, a comparacao das médias foi realizada pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade antifungica in vitro a Penicillium digitatum

3.1.2. Crescimento micelial

No primeiro ensaio (Tabela 1) realizado com 20 isolados de leveduras, seis
isolados (ACBL-03, ACBL-01, ACBL-06, ACBL-13, ACBL-05 e ACBL-10) diferiram
estatisticamente do controle, com valores de inibicbes da colbénia do fitopatégeno
que variaram de 32% a 42,6%, e destes, 66,6% apresentaram halo de inibigc&o.

O potencial antagonico de leveduras foi relatado por autores como He et al.
(2003), que, estudando a capacidade antagbnica de isolados de Cryptococcus sp. e
Candida sp., obtiveram eficiéncia no controle in vitro a Penicillium expansum, agente
causal da podriddo em macd, sendo o isolado de Cryptococcus sp. mais eficiente no
biocontrole do fitopatogeno.

No segundo ensaio (Tabela 2), onde foram avaliados 18 isolados de
leveduras, verificou-se que, seis isolados (ACBL-36, ACBL-09, ACBL-34, ACBL-51,
ACBL-07 e ACBL-14) obtiveram os melhores resultados, com taxas de inibicoes da
colonia que variaram de 30,7% a 57,1% e, dentre esses, todos apresentaram halo

de inibicao.
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Tabela 1. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial de Penicillium
digitatum. Ensaio 1.

Isolados de *Tamanho médio % de Inibi¢c&o da col6nia Escala de
levedura da colbnia do fitopatdgeno Antagonismo
ACBL-10 4,17 d 42,66 +/+
ACBL-05 4,72 cd 35,09 +
ACBL-13 4,88 cd 32,80 ++
ACBL-06 4,90 cd 32,57 ++
ACBL-01 4,93 cd 32,11 +
ACBL-03 4,93 cd 32,11 +/+
ACBL-04 5,38 bcd 25,92 +
ACBL-26 5,52 bcd 24,08 +
ACBL-29 5,62 bcd 22,71 +/-
ACBL-28 5,67 bcd 22,02 +
ACBL-16 6,00 bcd 17,43 +
ACBL-19 6,17 abcd 15,14 0
ACBL-20 6,17 abcd 15,14 +
ACBL-18 6,42 abc 11,70 +
ACBL-27 6,42 abc 11,70 +
ACBL-31 6,53 abc 10,09 +
ACBL-02 6,73 abc 7,34 0
ACBL-24 7,22 ab 0,69 0
Controle 7,27 ab 0,00 0
ACBL-25 7,28 ab -0,23 0
ACBL-33 8,25 a -13,53 0

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da col6nia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibigdo da coldnia, mas apés periodo de incubacéo, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.

Dos 16 isolados de leveduras estudados no terceiro ensaio (Tabela 3),
somente dois isolados, ACBL-58 e ACBL-67, foram capazes de inibir,
estatisticamente, a colonia do fitopatégeno, proporcionando valores de inibigcbes de

35,4 e 36,5%, respectivamente.
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Tabela 2. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium digitatum. Ensaio 2.

Isolados de *Tamanho médio % de Inibicdo da colbénia do Escala de
levedura da coldnia fitopatdogeno Antagonismo
ACBL-14 2,47 f 57,10 +/+
ACBL-07 2,83 ef 50,72 +/+
ACBL-51 2,90 ef 49,57 +/+
ACBL-34 3,37 def 41,45 +/+
ACBL-09 3,567 def 37,97 +/+
ACBL-36 3,98 cdef 30,72 +/+
ACBL-50 4,28 bcde 25,51 +/+
ACBL-49 4,67 abcd 18,84 +/+
ACBL-21 4,70 abcd 18,26 +/+
ACBL-48 4,75 abcd 17,39 +/+
ACBL-11 5,13 abc 10,72 +
ACBL-37 5,42 abc 5,80 +
ACBL-22 5,45 abc 5,22 +/+
ACBL-08 5,50 abc 4,35 +/+
ACBL-38 5,58 ab 2,90 +/-
ACBL-39 5,75 ab 0,00 +/-
Controle 5,75 ab 0,00 -
ACBL-12 5,83 a -1,45 +
ACBL-23 6,07 a -5,51 +/-

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da coldnia da levedura; (+/+) - formac&o de halo de

levedura.

Na Tabela 4, encontram-se relacionados os valores obtidos no quarto ensaio,
onde foram utilizados 24 isolados de leveduras para avaliacdo in vitro do
antagonismo a P. digitatum. Neste ensaio, 11 isolados (ACBL-83, ACBL-85, ACBL-
77, ACBL-81, ACBL-78, ACBL-80, ACBL-82, ACBL-86, ACBL-84, ACBL-76 e ACBL-
87) diferiram do controle, com valores de inibicées que variaram de 46 a 88%, sendo
que, os isolados ACBL-82, ACBL-86, ACBL-84, ACBL-76 e ACBL-87 inibiram a
colonia de P. digitatum acima de 80%, apresentando, inclusive, halo de inibigéo.

Estudando a acdo antagonica de quatro isolados de levedura (R13, R6, ER1, L2),
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Chanchaichaovivat et al. (2007) observaram que os isolados testados foram capazes
de inibir o crescimento micelial de Colletotrichum capsici, agente causal da

antracnose, com valores de até 93,3%.

Tabela 3. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial de Penicillium
digitatum. Ensaio 3.

Isolados de *Tamanho médio da % de inibicdo da colénia do Escala de
levedura colonia fitopatdogeno Antagonismo
ACBL-67 3,68 b 36,50 +/+
ACBL-58 3,74 b 35,42 +/+
ACBL-70 4,21 ab 27,21 +
ACBL-63 4,25 ab 26,57 +
ACBL-59 4,38 ab 24,41 +/+
ACBL-66 4,38 ab 24,41 +
ACBL-73 4,38 ab 24,41 +/+
ACBL-61 4,40 ab 23,97 +/+
ACBL-55 4,44 ab 23,33 +
ACBL-72 4,44 ab 23,33 +/+
ACBL-71 4,58 ab 20,95 ++
ACBL-69 4,64 ab 19,87 +/+
ACBL-68 4,79 ab 17,28 +/+
ACBL-74 5,09 ab 12,10 +
ACBL-65 5,19 ab 10,37 +
ACBL-75 553 a 4,54 +
Controle 579 a 0,00 -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da coldnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibigdo da coldnia, mas apds periodo de incubacgao, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Tabela 4. Efeito de diferentes isolados de levedura no crescimento micelial do fungo
Penicillium digitatum. Ensaio 4.

Isolado de *Tamanho médio da % de Inibi¢c&o da colbénia do Escala de
levedura colonia fitopatogeno Antagonismo
ACBL-87 1,00 f 88,35 ++
ACBL-76 1,20 f 86,02 ++
ACBL-84 1,42 f 83,50 ++
ACBL-86 1,47 f 82,91 ++
ACBL-82 153 f 82,14 +/+
ACBL-80 1,78 ef 79,22 +/+
ACBL-78 2,18 def 74,56 +/+
ACBL-81 3,02 def 64,85 ++
ACBL-77 4,25 cde 50,49 +/+
ACBL-85 4,43 cde 48,39 ++
ACBL-83 4,67 bcd 45,63 ++
ACBL-89 6,83 abc 20,39 0
ACBL-92 6,92 abc 19,42 +
ACBL-102 7,25 ab 15,53 0
ACBL-93 7,50 a 12,62 +/-
ACBL-100 7,67 a 10,68 0
ACBL-96 7,75 a 9,71 0
ACBL-101 7,75 a 9,71 0
ACBL-95 7,83 a 8,74 +
ACBL-103 8,12 a 5,44 0
ACBL-94 8,17 a 4,85 0
ACBL-99 8,17 a 4,85 0
Controle 8,58 a 0,00 -
ACBL-97 8,75 a -1,94 0
ACBL-98 9,00 a -4,85 0

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da coldnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibicdo da coldnia, mas apds periodo de incubacéo, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Posteriormente, foi realizado o ultimo ensaio de antagonismo in vitro (Tabela
5) de modo que, dos 23 isolados de leveduras testados no cultivo pareado em placa
Petri, oito isolados (ACBL-106, ACBL-53, ACBL-35, ACBL-54, ACB-KD1, ACBL-17,
ACBL-32 e ACBL-15) inibiram a col6nia de Penicillium spp. com valores de inibi¢coes
que variaram de 16 a 39%.

Em geral, apenas 2-5% de todos os isolados obtidos apresentam capacidade
antagbnica (NUNES et al. 2012). Embora, no presente estudo, 35% dos isolados de
leveduras foram capazes de inibir a coldnia de P. digitatum, com valores de inibicbes
que variaram de 16% (ACBL-106) a 88% (ACBL-87), somente cinco isolados (ACBL-
82, ACBL-86, ACBL-84, ACBL-76 e ACBL-87) promoveram porcentagens de
inibicbes acima de 80%, sendo os melhores isolados o ACBL-76 e ACBL-87, que
proporcionaram 86 e 88% de inibicdo da colénia do fungo, respectivamente (Figura
1).

Em estudos in vitro, Mekbib et al., (2011), demonstraram que trés isolados de
levedura (dois isolados de Cryptococcus laurenti e um de Candida sake)
colonizaram rapidamente a superficie da colénia de P. digitatum, sendo a
capacidade de isolados de levedura em competir com o patdbgeno por espaco e
nutrientes previamente demonstrada em estudos anteriores (JANISIEWICZ et al.,
2000).
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Tabela 5. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium digitatum. Ensaio 5.

Isolado de *Tamanho médio % de Inibi¢c&o da colbnia do Escala de
levedura da coldnia fitopatogeno Antagonismo
ACBL-15 539 e 39,30 ++
ACBL-32 544 e 38,73 ++
ACBL-17 581 e 34,51 +/+
ACB-KD1 6,00 e 32,39 ++
ACBL-54 6,31 de 28,87 ++
ACBL-35 6,40 de 27,89 ++
ACBL-53 6,66 cde 24,93 ++
ACBL-106 7,44 bcd 16,20 +/-
ACBL-30 7,94 abc 10,56 0
ACBL-43 8,06 ab 9,15 0
ACBL-44 8,06 ab 9,15 0
ACB-CAT1 8,13 ab 8,45 +
ACBL-105 8,19 ab 7,75 0
ACBL-91 8,19 ab 7,75 0
ACBL-104 8,31 ab 6,34 0
ACB-PE2 8,35 ab 5,92 +/-
ACB-CR1 8,44 ab 4,93 0
ACBL-52 8,56 ab 3,52 0
ACB-BG1 8,69 ab 2,11 +
ACBL-41 8,74 ab 1,55 0
ACB-K1 8,81 a 0,70 +
ACBL-40 8,88 a 0,00 0
Controle 8,88 a 0,00 -
ACBL-42 9,00 a -1,41 +

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* (0) — sem controle; (+) - o fungo cresce até o limite da coldnia da levedura; (+/+) - formacéo de halo de
inibicdo; (+/-) — ha inibicdo da coldnia, mas apds periodo de incubagao, o fungo se desenvolve por cima

da levedura.
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Figura 1. Efeito do isolado de levedura ACBL-87 no crescimento micelial de Penicillium
digitatum in vitro. A — Controle; B- Inibicdo do patogeno (=) pelo isolado ACBL-87(=).

3.2. Atividade antifungica in vivo a Penicillium digitatum

3.2.1. Efeito dos tratamentos no progresso do bolor verde em frutos de Laranja

Lima

Quando frutos de Laranja Lima foram tratados 24 horas antes da inoculacao
com o fitopatdgeno (tratamento preventivo), o desenvolvimento do tamanho médio
das lesdes foi afetado quando os frutos foram tratados com o fungicida Imazalil, o
qual proporcionou 100% de controle, seguido dos isolados de levedura ACBL-86
(11,9mm), ACBL-82 (19,2mm) e ACBL-80 (22,8mm) (Figura 2-A e Figura 3). Para o
tratamento curativo, somente o fungicida Imazalil foi capaz de diminuir o
desenvolvimento das lesdes ao longo do periodo de avaliagédo, proporcionado frutos

com 2,2 mm de diametro médio (Figura 2-B).
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Figura 2. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para o diametro médio
de lesdes ocasionadas por P. digitatum, apds tratamento preventivo (A) e tratamento
curativo (B) com diferentes isolados de levedura, armazenados a 22 + 2°C e 90% de UR.
SignificAncia estatistica determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separagéo
de médias.

Na literatura, hd muitos trabalhos relatando a capacidade da utilizacdo
leveduras como agentes antagdnicos ao bolor verde em diferentes paises.
Entretanto, se faz necessario o estudo do potencial antagbnico de leveduras de
diferentes localidades, o que € desejavel, pois antagonistas isolados em areas
geograficas especificas podem ser mais eficientes contra linhagens de patdgenos
presentes em determinada localidade (DROBY et al., 2002). No presente estudo dos
105 isolados de levedura avaliados, somente os isolados ACBL-86, ACBL-82 e
ACBL-80 demonstraram potencial, embora moderado, para a diminuicdo do
progresso do bolor verde, quando utilizados de maneira preventiva.

Estudos realizados por Lahlali et al. (2004), avaliaram a atividade antagbnica
de Candida oleophila e Pichia anomala a P. digitatum e P. italicum e constataram
que o nivel de protecdo aumentou com o tempo entre a aplicacdo do antagonista e
inoculacao dos esporos dos fungos. Nos dois isolados avaliados, o nivel de protecéo
foi superior a 70%, quando laranjas feridas foram tratadas 12 horas antes da
inoculacdo com os patégenos e, de até 100% de protegdo, quando os frutos feridos
foram tratados 24 horas antes da inoculacdo com Penicillium, o mesmo foi
observado no presente estudo, onde os isolados de levedura promoveram maior

controle da doenca, embora moderado, quando aplicados preventivamente.
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Figura 3. Efeito in vivo dos melhores tratamentos para o desenvolvimento do tamanho
médio de lesdes ocasionadas por P. digitataum em frutos de Laranja Lima tratados de
maneira preventiva, armazenados por sete dias & 22°C + 2 e 90% de UR.

3.2.2. Efeito dos tratamentos na incidéncia do bolor verde em frutos de Laranja

Lima

Quando os frutos foram tratados de maneira preventiva, o0 melhor tratamento
foi o fungicida imazalil, com 100% frutos sadios. Controle moderado foi
proporcionado pelos isolados de levedura ACBL-86 e ACBL-82, proporcionando 42 e
28% de inibicdo da incidéncia de frutos sintomaticos, respectivamente (Figura 4-A).
Quando os tratamentos foram realizados ap6s 24 horas de inoculagdo com o
patdgeno, somente o fungicida Imazalil foi capaz de diminuir a incidéncia de frutos

com o bolor verde, proporcionando 93% de controle (Figura 4-B).
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Figura 4. Porcentagem de frutos de Laranja Lima com sintomas do bolor verde, apés
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura,
armazenados a 22 + 2°C e 90% de UR, por sete dias. SignificaAncia estatistica determinada
em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separacdo de médias.

No presente estudo, os isolados ACBL-86 (M. caribbica) e ACBL-82 (S.
cerevisiae), foram capazes de diminuir, embora moderadamente, a incidéncia do
bolor verde em frutos de Laranja Lima. Estudando a capacidade de 46 isolados de
levedura em inibir a incidéncia do bolor verde em frutos citricos, Bouzerda et al.
(2003) observaram que alguns isolados foram capazes de diminuir a incidéncia da
doenca com valores superiores a 50%. Porém, neste mesmo estudo, trés isolados
(L22, L13 e L24) reduziram a ocorréncia de frutos doentes com valores inferiores a
4%, e 16 isolados, diminuiram a incidéncia do bolor verde entre 12 a 33%. Estudos
realizados por Mekbib et al. (2011) encontraram trés isolados de leveduras
antagonistas (dois isolados de Cryptococcus laurentii e um de Candida sake) obtidos
de frutos de laranja, que foram capazes de reduzir a incidéncia do bolor verde entre
80 a 95% em ferimentos inoculados com P. digitatum, mostrando a potencialidade
das leveduras para o controle da doenca.

De maneira geral, quando avaliado a acdo das leveduras no progresso da
doenca e na incidéncia, os isolados obtidos no presente estudo (S. cerevisiae
isolado ACBL-80, S. cerevisiae isolado ACBL-82 e M. caribbica isolado ACBL-86),
proporcionaram um controle moderado do bolor verde em frutos de Laranja Lima

(Figura 5). Entretanto, os agentes de biocontrole ndo podem fornecer por si sO a
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consisténcia e o amplo espectro de acdo quando comparado aos fungicidas
sintéticos. Em geral, microrganismos antagonistas mostram grande variabilidade na
sua eficacia, conferindo apenas efeito protetor que diminui com a maturacao;
normalmente, ndo podem erradicar infeccdes pré-existentes ou incipientes e/ou nao
previnem esporulacdo de patégenos fungicos (EL GHAOUTH et al., 2000; KUPPER
et al. 2013). Uma das principais abordagens para melhorar o biocontrole de doencas
de pos-colheita seria a integracdo com outros métodos, biolégicos, quimicos ou
fisicos (USALL et al., 2008).

Figura 5. Isolados de levedura, ACBL-80, ACBL-82 e ACBL-86, mais eficientes no controle
do bolor verde em frutos de Laranja Lima tratados preventivamente e inoculados com
Penicillium digitatum, armazenados por sete dias a 22°C + 2 e 90% de UR.

Em estudos realizados por Geng et al.,, (2011), a eficiéncia da levedura
Kluyveromyces marxianus foi melhorada quando a levedura foi utilizada em
combinagcdo com 2% de bicarbonato de sodio, proporcionado valores de inibicdo do

bolor verde de até 90%. Teixido et al. (2001) avaliaram o potencial antagdnica da
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levedura Pantoea agglomerans (isolado CPA-2) sozinho e em combinacdo com
bicarbonato de sodio, onde observaram que em combinagdo com o bicarbonato a
levedura obteve mais controle no bolor verde e no bolor azul em frutos citricos.

No presente estudo dois isolados ACBL-86 e ACBL-82 demonstraram
potencial, embora moderado, para o controle do bolor verde. Futuramente estes
isolados podem ser avaliados em combinagdo com outros métodos alternativos,
como a utilizacdo de sais, uma pratica muito comum na conservacao de alimentos
visando a preservacdo da longevidade de diferentes produtos. Dentre estes, o
bicarbonato de sédio tem sido descrito na literatura como um produto que apresenta
atividade antimicrobiana (YAO et al., 2004) reduzindo, inclusive, a incidéncia de
bolores em frutos citricos em pos-colheita (OBAGWU & KORSTEN, 2003;
CUNNINGHAM & TAVERNER, 2007).

4. CONCLUSAO

No presente estudo foram selecionados dois isolados de levedura, ACBL-82 e
ACBL-86, que foram capazes de controlar o bolor verde em frutos de Laranja Lima

de maneira preventiva.
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CAPITULO 5 — POTENCIAL DE LEVEDURAS NO BIOCONTROLE DO BOLOR
AZUL EM FRUTOS DE LARANJA PERA

RESUMO - O fungo Penicillium italicum, € o agente causal do bolor azul, uma
das principais doengas que ocorre na pés-colheita em citros. Uma alternativa para o
controle da doenca se da por meio da utilizagdo de leveduras. Este trabalho teve por
objetivo testar diferentes isolados de leveduras obtidos de solos, folhas, frutos e
flores de citros, de diferentes locais do estado de Sdo Paulo, Brasil, quanto ao
antagonismo in vitro e in vivo a P. italicum. A avaliacdo in vitro se deu por meio da
técnica de semeadura por profundidade em placas de Petri. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 5 repeticbes e avaliacdo foi realizada pela
determinacdo do diametro médio do halo de inibicho dos antagonistas.
Posteriormente, frutos de Laranja Péra foram lavados, esterilizados superficialmente
com hipoclorito de sbédio a 2%, feridos em dois pontos equidistantes na regiao
mediana dos frutos a uma profundidade de 3 mm e, inoculados com suspensdes de
conidios de P. italicum (1x10* conidios/ml) 24 horas antes e 24 horas depois dos
tratamentos. Para os tratamentos, foram aplicadas suspensfes dos antagonistas
(1x10" células/ml) ou do fungicida Imazalil (0,2%). O controle correspondeu aos
frutos inoculados e tratados com agua destilada. Utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticbes (20 frutos/repeticdo). Nos ensaios in
vitro, oito isolados proporcionam valores de inibicdes acima de 80%, sendo que o
ACBL-04 proporcionou 100% de controle. Nos ensaios in vivo, quatro isolados
(ACBL-04, ACBL-05, ACBL-08 e ACBL-11) foram eficientes na diminuicdo do
progresso do bolor azul assim como na inibicdo da incidéncia da doenca, quando

aplicados preventivamente.

Palavras-chave: Citrus spp., Controle Biolégico, Penicillium italicum,
Saccharomyces cerevisiae.
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CHAPTER 5 - POTENTIAL OF YEASTS IN CONTROL OF BLUE MOLD ON
‘PERA’ SWEET ORANGES

ABSTRACT - The fungus Penicillium italicum is the causal agent of blue
mold, one of the major diseases that occur in postharvest citrus. An alternative to
controlling the disease is through the use of yeasts. Therefore, this work aimed to
test different yeast isolates obtained from soils, leaves, fruits and citrus flowers from
different places in the State of S&o Paulo, Brazil relating its antagonism in vitro and in
vivo to P. italicum. The in vitro evaluation was done with pour plate methodology in
Petri dish. The essay was performed in randomized design with 5 repetitions and
evaluation considered the average diameter of the inhibition halo. After, orange fruits
were washed, the surfaces were sterelized with sodium hypochlorite at a 2%, injured
in 2 equidistant points with 3mm depth in the middle of the fruits and inoculated with
conidia suspension of P. italicum (1x10* spores/ml) 24 hours before and after the
treatments. The treatments consisted in the application of the antagonist
suspensions (1x10’ cells/ml) or the Imazalil fungicide (0.2%) application. The fruits
were inoculated and treated with distilled water in the treatment control. It was used
randomized design with 3 repetitions (20 fruits per repetition). In in vitro assays, eight
isolates presented values of mycelial growth inhibition above 80%, and the ACBL-04
provided 100% control. In in vivo assays, four isolates (ACBL-04, ACBL-05, ACBL-08
and ACBL-11) were effective in reducing the progress and the incidence of disease

when the isolates were applied preventively.

Keywords: Biological Control, Citrus spp., Penicillium italicum, Saccharomyces

cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

O bolor azul, ocasionado pelo fungo Penicillium italicum, & uma das principais
doencas que ocorrem na fase de pés-colheita em frutos citricos (ZHANG et al.,
2005). Os frutos sdo 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 Imazalili e Tiabendazol. Entretanto, sao
necessarios meétodos alternativos para o controle da doenca, principalmente devido
a preocupacdo com a contaminag¢do do ambiente, ao desenvolvimento de linhagens
do patégeno resistentes aos principios ativos e aos riscos para a salde humana,
uma vez que, os produtos utilizados deixam residuos nos frutos, os quais séo
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 biol6gico com a utilizacéo de
microrganismos antagbnicos. Pesquisas recentes tém demonstrado a utilizacdo de
leveduras no controle de doencas fungicas em pdés-colheita (CHANCHAOVIVAT et
al., 2007).

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 antagbnicas, 0 que
poderia deixar algum residuo nos frutos (DROBY & CHALUTZ, 1994; HUSSEIN et
al., 1996; DROBY et al., 2002; GAMAGAE et al., 2004; ZHANG et al., 2005).
Isolados da levedura Cryptococcus laurentii estdo sendo utilizados em estudos para
o controle de pés-colheita do bolor azul em frutos citricos e em macas, assim como
em outras frutas como morango, kiwi e uva (ROBERTS, 1990; LIMA et al. 1998 e
1999).

Considerando o exposto, este trabalho teve por objetivo selecionar isolados
de leveduras a partir de solos, frutos, folhas e flores de citros de diferentes
localidades do estado de S&o Paulo, visando o biocontrole do bolor azul.
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2. MATERIAL E METODOS
2.2. Fungo fitopatogénico (Penicillium italicum)

Para realizacdo deste estudo, foi utilizado um isolado de Penicillium italicum,
obtido através do isolamento de frutos de Laranja Valéncia com sintomas do bolor
azul de um pomar comercial da cidade de Mogi Guacu, Sado Paulo. O fungo foi
isolado, purificado, conservado e armazenado na colegdo de microrganismos do
Laboratério de Fitopatologia e Controle Bioldgico do Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira”/IAC, Cordeirépolis, SP, Brasil.

2.2. Atividade antifangica in vitro a Penicillium italicum

2.2.3. Crescimento micelial

Para os testes de antagonismo, além dos isolados de leveduras obtidos
(Capitulo 2, item 2.1.) foram utilizados, também, seis isolados de Saccharomyces
cerevisiae (ACB-BG1, ACB-CAT1, ACB-CR1, ACB-K1, ACB-KD1 e ACB-PE2) que
foram isolados a partir do processo de fermentacdo para a producdo de etanol,
caracterizados por electroforese de cariotipagem (FIALHO et al.,, 2010), e
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratério de Bioquimica e
Fermentacdo de Alcool do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Esalg/USP,
Piracicaba-SP.

Foram realizados 5 ensaios, onde foram avaliados em média 20 isolados de
leveduras em cada ensaio, utilizando a técnica de semeadura em profundidade,
metodologia adaptada de Coelho et al. (2011). Uma suspensao de 100 mL contendo
1 x 10° conidios/mL de P. italicum foi adicionada em 900 mL de meio BDA fundende.
ApoOs a solidificacdo procedeu-se a uma perfuragdo no centro da placa (diametro, 5
mm) e aliquotas de 100 yL de uma suspensao contendo cada isolado de levedura
(10" células/mL) foram aplicadas nos locais perfurados. As suspensdes das
leveduras foram previamente preparadas pelo cultivo de cada isolado em frascos de
Erlenmeyer com capacidade para 100 mL, onde uma al¢cada de cada isolado (48 h

de idade) foi adicionada em 25 mL de meio YEDP liquido, as culturas foram entéo
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incubadas sob agitacdo de 250 rpm, durante 48h a 25°C e em fotoperiodo de
12h/12h. ApGs a instalagdo do experimento, as culturas foram incubadas em estufa
para BDO a 22°C em fotoperiodo de 12h/12h, durante 7 dias. Para a avaliacédo
mediu-se o diametro do halo de inibicdo, proporcionado pelos isolados de levedura,
em dois sentidos perpendiculares apos o periodo de incubacgdo. Foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes por tratamento. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparacao das

médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3. Atividade antifangica in vivo a Penicillium italicum

2.3.1. Inoculacdo com o patdégeno

Frutos de Laranja Péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram obtidos em um
packing-house na cidade de Limeira, SP, Brasil. Os frutos estavam no estagio de
maturacdo comercial, selecionados por uniformidade de cor, forma e tamanho. Os
frutos foram lavados, desinfetados superficialmente com hipoclorito de sédio a 2% e,
feridos em dois pontos equidistantes, na regido mediana dos frutos, com agulhas
esterilizadas a uma profundidade de 3 mm. Em seguida, os frutos foram inoculados
na regido do ferimento com 20 puL de uma suspensdo de P. italicum (1x10*
conidios/mL), 24 h antes (tratamento preventivo) e 24 h apos (tratamento curativo) a

realizacdo dos tratamentos.

2.3.2. Tratamentos

Oito isolados de leveduras (Candida stellimalicola ACBL-04; ACBL-05; C.
stellimalicola ACBL-06; C. stellimalicola ACBL-07; C. stellimalicola ACBL-08; C.
stellimalicola ACBL-10; ACBL-11 e Cryptococcus sp ACBL-14) que proporcionaram
0s maiores valores de inibicdes do crescimento micelial do fitopatégeno nos ensaios
in vitro (item 2.2), foram selecionados para os tratamentos nos ensaios in vivo. Uma
alcada de cada isolado foi retirada de colbnias cultivadas por 48 h em meio YEPD,

transferida em Erlenmeyer contendo 25 mL de meio YEPD liquido e incubada sob
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agitacdo de 250 rpm por 48 h. Apdés o periodo de incubacdo, foi realizada a
contagem de células com auxilio de um hemocitdmetro e as suspensdes foram
ajustadas para a concentracdo de 10° células/mL. Para o tratamento quimico foi
utilizado o fungicida Imazalil, na dose recomendada pelo comerciante (2 mL/L)para o
controle do bolor verde em frutos citricos. O controle positivo correspondeu aos
frutos tratados com agua destilada e esterilizada no lugar dos tratamentos.

Aliguotas de 20 pL de cada um dos tratamentos foram aplicadas nos
ferimentos, de maneira preventiva e curativa. Apos a inoculagdo com P. italicum e a
realizagdo dos tratamentos, os frutos foram armazenados por 10 dias em camera fria
(10° C + 2). A severidade da doenca foi avaliada no 8°, 9° e 10° dia apds a
inoculacdo com o fitopatdgeno. A incidéncia foi avaliada pela porcentagem de frutos

doentes observados no 10° dia.
2.3.3. Andlises Estatisticas

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, sendo cada
tratamento composto por 3 repeticdes, com 20 frutos por repeticdo. Para analisar o
efeito dos tratamentos sobre o tamanho médio das les6es ocasionadas por P.
italicum, efetuou-se o célculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), que é expressa pela plotagem da proporcdo de doenca em porcentagem,
versus o tempo (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996). Segundo Shaner & Finney
(1977), a AACPD pode ser calcula pela férmula:

AACPD = ™ [(Yis1 + Y)/2] * [(Tis1 - T)]; onde:
n — é o numero de observacdes/avaliagoes.

{1

Yi — proporgao da doenga na “i’- ésima observacao/avaliacao;

@

Ti — é o tempo em dias na “i’- ésima observacao/avaliagéo;
Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) usando o
software de estatistica ASSISTAT 7.6 e a comparacao das médias foi realizada pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade antifungica in vitro a Penicillium italicum

1.1.1. Crescimento micelial

No primeiro ensaio realizado, para avaliar o antagonismo in vitro de 19
isolados de levedura a P. italicum, 15 isolados foram capazes de inibir entre 22 a
100 % o crescimento micelial do fungo (Figura 1). Dentre os isolados avaliados no
Ensaio 1, pela técnica de semeadura por profundidade, 8 isolados (ACBL-04, ACBL-
08, ACBL-07, ACBL-11, ACBL-05, ACBL-06, ACBL-14 e ACBL-10) obtiveram
porcentagens de inibicdes acima que 80%, sendo que dentre estes, o isolado ACBL-

04 promoveu 100% de inibigdo do crescimento micelial (Figura 2).
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Figura 1. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium italicum. Ensaio 1.
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Figura 2. Antagonismo in vitro do isolado de levedura ACBL-04 (A), apresentando 100% de
inibicdo do tamanho da coldnia de P. italicum pela técnica de semeadura por profundidade
apos sete dias de armazenamento a 22°C. Controle (B).

Estudos realizados por Zhang et al. (2005), demonstraram que a levedura
Cryptococcus laurentii foi capaz de inibir totalmente a germinacdo e o
prolongamento do tubo germinativo de conidios de P. italicum em ensaios in vitro,
quando utilizou-se a concentracdo de 1 x 10% células/mL do antagonista. No
presente estudo, seis isolados (ACBL-04, ACBL-05, ACBL-06, ACBL-07, ACBL-08 e
ACBL-11) foram capazes de inibir acima de 90% o crescimento micelial do fungo.
Estudando o potencial antagonico de 44 isolados de leveduras, Coelho et al. (2011)
observaram que 20 isolados proporcionaram antagonismo a P. expasum, em
ensaios in vivo, utilizando a técnica de semeadura por profundidade em meio sélido,
sendo que o isolado de Debaryomyces hansenii (isolado C1) responsavel pela maior
atividade antagonica ao fungo, proporcionando halo de inibicdo de 31 mm.

No segundo ensaio, 21 isolados de levedura foram testados e, dentre esses,
nove isolados inibiram a colénia do fungo, com porcentagens de inibicbes de até
62,6% (ACBL-12) (Figura 3).
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Figura 3. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium italicum. Ensaio 2.

No ensaio 3, dos 18 isolados de leveduras avaliados, cinco isolados foram
capazes de diminuir o crescimento micelial, com porcentagens de inibicdes que
variaram de 6,5 a 29% (Figura 4). Avaliando o potencial da atividade antagbnica no
crescimento micelial de P. italicum utilizando um isolado da levedura C. laurentii,
Zhang et al. (2005) observaram que a levedura n&o inibiu o desenvolvimento da
colénia do fitopatbgeno em meio BDA, porém, quando utilizadas suspensdes do
antagonista para avaliar o potencial de inibicdo na germinacdo de conidios do

patdgeno, foram obtidos porcentagens de inibicbes de até 100% na germinacao.
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Figura 4. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium italicum. Ensaio 3.
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No quarto ensaio, das 20 leveduras avaliadas, 14 inibiram o crescimento
micelial de Penicillium spp. com porcentagens de inibicdes que variaram de 9 a 37%
(Figura 5). Em estudos, Long et al. (2005) demonstraram que a levedura Kloeckera
apiculata foi capaz de inibir o crescimento de P. italicum in vitro assim como em
ensaios in vivo.
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Figura 5. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium italicum. Ensaio 4.

No quinto e dUltimo ensaio realizado, a fim de se avaliar a inibicdo do
crescimento micelial do fitopatégeno, foram testados 25 isolados de leveduras,
sendo que 18 isolados foram capazes de diminuir o desenvolvimento da colbnia,
com valores de inibicdes que variaram de 6 a 58%, sendo o isolado de S. cerevisiae
- ACB-K1 o que proporcionou o maior valor de inibicdo (Figura 6). Estudando a
capacidade antagbnica de isolados de Cryptococcus sp., Candida sp. e
Saccharomyces sp., Abd-Alla et al. (2007), observaram que os antagonistas foram
capazes de inibir a colénia de G. candidum, com valores de inibi¢des do crescimento

micelial do fungo de até 51,1% quando utilizado o isolado de Saccharomyces spp.
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Figura 6. Efeito de diferentes isolados de levedura sob o crescimento micelial do fungo
Penicillium italicum. Ensaio 5.

3.2. Atividade antifangica in vivo a Penicillium italicum

3.2.1. Efeito dos tratamentos no progresso do bolor azul em frutos de Laranja

Péra

Quando frutos de Laranja Péra foram tratados 24 horas antes da inoculacao
com o fitopatégeno (tratamento preventivo), todos os tratamentos foram capazes de
diminuir o desenvolvimento do tamanho médio das les6es. Os melhores tratamentos
preventivos foram: fungicida Imazalil, o qual ndo proporcionou nenhuma lesao de
bolor azul, seguido dos isolados ACBL-05, que proporcionou 2,3 mm de diametro
médio das lesGes, ACBL-10 (2,9 mm), ACBL-08 (3,8 mm), ACBL-04 (4,4 mm) e
ACBL-11 (9,8 mm) (Figura 7-A e 8-A).

Para o tratamento curativo, seis tratamentos (Imazalil, ACBL-08, ACBL-05,
ACBL-04, ACBL-14 e ACBL-11) foram capazes de diminuir o desenvolvimento das
lesbes ao longo do periodo das avalia¢des, proporcionando lesdes com diametros
médios que variaram de 0,4 mm (Imazalil) a 36,4 mm (ACBL-11) (Figura 7-B e 8-B).
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Figura 7. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para o diametro médio
de lesdes ocasionadas por P. italicum, apOs tratamento preventivo (A) e tratamento curativo
(B) com diferentes isolados de levedura, armazenados em camera fria (10°C+2) durante 10
dias. Significancia estatistica determinada em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de
separacao de médias.

Pelos resultados obtidos no presente estudo, pode-se observar que 0s
isolados de leveduras diminuiram o progresso da doenca em frutos de Laranja Péra,
guando aplicados antes da inoculacdo com o P. italicum, mostrando o efeito
preventivo dos tratamentos. Resultados semelhantes foram demonstrados por
outros autores, que utilizando isolados de leveduras para o controle do bolor azul,
observaram que quando aplicadas de maneira preventiva, as leveduras eram mais
eficientes no controle da doenca do que quando utilizadas curativamente (SPOTTS
& CHAND-GOYAL, 1997; FAN & TIAN, 2001; LAHLALI et al., 2004; ZHANG et al.,
2005).

Estudando a capacidade da levedura Klockera apiculata em afetar o
desenvolvimento de lesdes ocasionados por P. italicum, Long et al. (2005),
observaram que o isolado 34-9 foi capaz de impedir completamente o
desenvolvimento das lesbes em frutos armazenados a 25°C. No presente estudo,
cinco isolados de levedura (ACBL-05, ACBL-10, ACBL-08, ACBL-04 e ACBL-11),
foram capazes de reduzir significativamente o tamanho da leséo, néo diferindo do

tratamento quimico utilizado.
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Figura 8. Efeito in vivo dos melhores isolados de levedura no desenvolvimento do tamanho
médio de lesbes ocasionadas por P. italicum em frutos de Laranja Péra tratados de maneira
preventiva (A) e curativa (B), armazenados por 10 dias em camera fria (10°C+2) por 10 dias.
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Considerando os tratamentos preventivos e curativos para 0 progresso do
bolor azul em frutos de laranja Péra, alguns tratamentos foram eficientes tanto de

maneira curativa quanto preventiva como demonstrado na Figura 9.
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ACBL-10 ACBL-05

ACBL-08 AGRLZS

ACBL-11

Figura 9. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e
curativamente (B) no progresso do bolor azul em frutos de laranja Péra. Interseccgao
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e
preventivamente.

3.2.2. Efeito dos tratamentos na incidéncia do bolor azul em frutos de Laranja

Péra

Quando os frutos foram tratados de maneira preventiva, os melhores
tratamentos foram: o fungicida Imazalil proporcionando 100% de frutos sadios,
seguido dos isolados ACBL-05 (92%), ACBL-10 (83%), ACBL-08 (78%), e ACBL-04
(75%) (Figura 10-A). Quando os tratamentos foram realizados ap6s 24 horas de
inoculacdo com o patdgeno, somente o fungicida Imazalil e o isolado ACBL-08 foram
capazes de impedir a ocorréncia de frutos com sintomas do bolor azul, apresentando

3 e 57% de frutos doentes, respectivamente (Figura 10-B).
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Figura 10. Porcentagem de frutos de Laranja Péra com sintomas do bolor azul, apés
tratamento preventivo (A) e tratamento curativo (B) com diferentes isolados de levedura,
armazenados a em camera fria (10°C+2), por 10 dias. Significancia estatistica determinada
em P <0,05 de acordo com o teste Tukey de separacdo de médias.

Avaliando-se a incidéncia e severidade do bolor azul em frutos de Laranja
Péra (Figura 11), verifica-se que, os isolados de levedura ACBL-04 (C.
stellimalicola), ACBL-05, ACBL-08 (C. stellimalicola), ACBL-10 (C. stellimalicola) e
ACBL-11 foram mais eficientes quando aplicados de forma preventiva. Resultados
semelhantes foram observados por outros autores (LAHLALI et al., 2004). O uso de
leveduras pode ser importante para uma aplicacéo destes microrganismos de forma
prévia, em aplicagcbes no campo, visando assim uma maior protecdo dos frutos a
patégenos que ocorrem na poés-colheita em packing-house (SPOTTS et al., 1998). O
controle preventivo dos bolores verde e azul € importante, pois a maioria das
infeccdes ocorre atraves de ferimentos ocasionados durante ou, logo apdés a colheita
(TEIXIDO et al., 2001).
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Figura 11. Isolados de levedura, ACBL-04, ACBL- e ACBL-77, mais eficientes no controle
do bolor azul em frutos de Laranja Péra tratados preventivamente e inoculados com
Penicillium italicum, armazenados a em camera fria (10°C+2), por 10 dias.

O ensaio in vivo, para avaliar o potencial antagdnico das leveduras foi
realizado em camera fria, fato que demonstra que esses isolados, possivelmente,
suportam valores baixos de temperatura, tornando-se assim, potenciais agentes
para o biocontrole do bolor azul em frutos citricos, uma vez que, esses frutos sdo
comumente armazenados sob condicfes frigorificas, sendo esta, uma estratégia de
controle tradicional para frutos e legumes na pdés-colheita (ZHANG et al., 2005).
Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados para avaliar o
desenvolvimento destes isolados de levedura em ferimentos ocasionados em frutos
de Laranja Péra, sob diferentes temperaturas, a fim de se verificar a capacidade de
crescimento e colonizagdo dos ferimentos em céamera fria e em temperaturas
ambientes.

No presente estudo foi observado controle de bolor azul em frutos de laranja
Péra acima de 90%, quando o isolado ACBL-05 foi aplicado de maneira preventiva,
demonstrando assim, o potencial da utilizacdo deste isolado para o biocontrole da

doenca. Estudos realizados por Long et al. (2005) demonstraram altos niveis de
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controle de P. italium e B. cinerea, utilizando a levedura de Klockera apiculata, com
porcentagens de inibi¢cdes do bolor azul de até 100%.

Para a reducéo da incidéncia do bolor azul, somente o isolado ACBL-08, foi
eficiente quando utilizado preventiva e curativamente, como demosntrado na figura
12.
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ACBL-10
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Figura 12. Diagrama de Ven demostrando os melhores tramentos utilizados preventiva (A) e
curativamente (B) na incidéncia do bolor azul em frutos de laranja Péra. Interseccéo
demonstra os tratamentos que foram eficientes utilizados das duas maneiras, curativa e
preventivamente.

4. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que, os isolados de
levedura ACBL-04 (C. stellimalicola), ACBL-05, ACBL-08 (C. stellimalicola), ACBL-10
(C. stellimalicola) e ACBL-11 tém potencial para o controle do bolor azul, quando

utilizados de maneira preventiva.
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CAPITULO 6- CARACTERIZACAO DAS LEVEDURAS ANTANGONISTAS AOS
FITOPATOGENOS DE POS-COLHEITA EM CITROS

RESUMO - A identificacdo de leveduras através do sequenciamento da
regido ITS (Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal tem-se apresentado
como uma tecnologia muito aplicada e eficiente. O DNA ribossomal apresenta
regides conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das quais esta
localizada a regido ITS, composta pelas sequencias ITS1 e ITS2, incluindo a regido
denominada 5,8S. Neste trabalho, objetivou-se identificar leveduras epifitas com
potencial de aplicacdo como agente de biocontrole aos principais fitopatégenos de
pos-colheita em citros. Foi realizado o sequenciamento da regido ITS do rDNA de 24
isolados de leveduras selecionados pelos testes de antagonismo a G. candidum, P.
digitatum e P. italicum. Ao todo, 16 isolados foram identificados com base nos dados
moleculares, sendo seis isolados (ACBL-04, ACBL-06, ACBL-07, ACBL-08, ACBL-
10 e ACBL-84) pertencentes a especie de Candida stellimalicola, cinco isolados
(ACBL-50, ACBL-76, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82) foram identificados como
pertecentes ao Género Saccharomyces sp., e quatro isolados, ACBL-14, ACBL-44,
ACBL-77 e ACBL-86, pertencem a grupos diferentes, sendo estes identificados
como Cryptococcus sp., Rhodotorula mucilaginosa; Sporobolomyces koalae e

Meyerozyma caribbica, respectivamente.

Palavras-chave: Candida stellimalicola, Geotrichum spp., Penicillium spp.,

Saccharomyces cerevisiae, identificacdo molecular.

99



CHAPTER 6 - CHARACTERIZATION OF ANTAGONISTS YEAST TO CITRUS
PATHOGENS POST-HARVEST

ABSTRACT - The yeast’s identification by sequence of ITS region (Internal
Transcribed Spacers) from rDNA have been showed with an efficacy technology. The
rDNA has conserved regions around 11 kb, in side of than was found the ITS region,
and the sequences ITS1 and TS2, incluin the 5.8S region. This work, aimed to
identify epifictis yeasts with a potential application by biocontrol agent against the
mos important pathogens of postharvest in citrus. The sequencing by ITS from rDNA
of the 24 yeast strains, selected by antagonism assays to G. candidum, P. digitatum
and P. italicum. Altogether, 16 strains were identify, through genetic material and
observation of morphological characteristics, six isolates of Candida stellimalicola
were identified, five isolates of the genus Saccharomyces sp., and four isolates
belonging to different groups, Cryptococcus sp., R. mucilaginosa, Sporobolomyces

koalae and Meyerozyma caribbica, respectively.

Keywords: Candida stellimalicola, Geotrichum spp., Penicilium spp.,

Saccharomyces cerevisiae, molecular characterization.
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1. INTRODUCAO

Na identificacdo de micro-organismos a taxonomia classica utiliza caracteres
morfologicos, estruturais, bioquimicos e fisiolégicos para criar comparacdes entre
organismos e grupos de organismos. Para leveduras, caracteres morfologicos, tais
como a forma da célula, os tipos de brotamento, e a formacédo de filamentos, sao
considerados para identificacdo de géneros. E os fisiolégicos, como os de
assimilacdo e fermentacdo de acucares, sdo utilizados para niveis taxonémicos de
espécies (RIBEIRO, 2009).

A taxonomia polifasica se caracteriza pela inclusdo de dados moleculares ao
conjunto de dados que anteriormente eram utilizados e de dados filogenéticos para a
classificagdo do organismo (COLWEEL, 1970). Na Microbiologia, muitas vezes 0s
dados estruturais séo limitados e provas bioquimicas e fisiologicas se mostram
taxonomicamente inconsistentes, sendo assim, a utilizacdo de caracteristicas dos
acidos nucleicos mais uma ferramenta na caracterizacao de levedura.

Para leveduras, a abordagem polifasica tem sido utilizada para a classificacao
e descricdo de novas espécies (MONTES et al.,, 1999; GADANHO et al., 2001),
porém, em trabalhos mais recentes, encontrados na revisdo de literatura, sobre o
levantamento de leveduras de solo, rizoplano e filoplano a biologia molecular é
utilizada para a classificacédo de isolados (RIBEIRO, 2009).

A identificacdo de leveduras através do sequenciamento da regido ITS
(Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal tem-se apresentado como uma
tecnologia muito aplicada e eficiente (WHITE et al.,, 1994; DROBY et al., 1999;
CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007; ROSA-MAGRI et al., 2011). O DNA ribossomal
apresenta regides conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das
quais esta localizada a regido ITS, composta pelas sequencias ITS1 e ITS2,
incluindo a regido denominada 5,8S.

Neste trabalho, objetivou-se identificar leveduras epifitas com potencial de
aplicacdo como agente de biocontrole aos principais fitopatégenos de pos-colheita

em citros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Identificacdo das leveduras

Vinte e quatro isolados de leveduras (ACBL-04, ACBL-05, ACBL-06, ACBL-
07, ACBL-08, ACBL-10, ACBL-11, ACBL-14, ACBL-23, ACBL-42, ACBL-44, ACBL-
50, ACBL-52, ACBL-68, ACBL-76, ACBL-77, ACBL-78, ACBL-80, ACBL-81, ACBL-
82, ACBL-84, ACBL-86, ACBL-87 e ACB-K1) que apresentaram o0s melhores
resultados nos teste de antagonismo a Geotrichum candidum (Capitulo 3),
Penicillium digitatum (Capitulo 4) e Penicillium italicum (Capitulo 5), foram
identificados através da analise do material genético, utilizando técnicas de biologia
molecular. Além dos testes moleculares, para determinar as espécies dos isolados
de levedura selecionados, foram realizadas observacdes das caracteristicas
morfolégicas dos isolados, como a observacdo das col6nias, quanto a coloragéo, a
borda e superficie, sendo estas caracteristicas observadas diretamente, ou

posteriormente, através das fotografias.

2.1.1. Extragcédo de DNA

Foi realizada, inicialmente, a extracdo de DNA das leveduras, através do kit
Wizard Genomic DNA Purification KIT - Promega. Uma alcada das células de uma
coldnia de cada isolado de levedura, cultivada em meio YEDP durante 48 horas, foi
transferida para tubos estéreis contendo 500uL de tampéo TE 1 X. Aliquotas de 6 pL
de proteinase K (20mg/mL) foram adicionadas e a reacdo foi incubada a 37°C
durante 1 hora. Apés o periodo de incubacéo, os tubos foram centrifugados a 13000
X g por 6 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 600 pL de Nuclei
Lysis Solution, sendo os tubos incubados em seguida a 80°C durante 5 minutos e
resfriados em temperatura ambiente (15 minutos).

Apos o resfriamento, adicionou-se 200 uL de Protein Preciptation Solution, e
os tubos foram agitados em vortex durante 30 segundos e, em seguida, incubados
em gelo durante 5 minutos. ApoOs este periodo, deu-se inicio a uma nova

centrifugacéo a 13000 x g por 3 minutos. Aliquotas de 1,5 mL da fase superior foram
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transferidas para tubos estéreis onde adicionaram-se 600 puL de isopropanol ou 2
volumes de etanol absoluto, misturando os tubos suavemente.

Os tubos foram mantidos a -20°C (overnight) e apés este periodo foram
centrifugados a 14000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado,
sendo o pellet seco ao ar por 1 hora. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 50
pL de tampéo TE 1 X, e armazenado em freezer a -20°C.

A quantidade e a qualidade (pureza) do DNA extraido foram determinadas por

densidade 6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop 2000c).

2.1.2. Amplificagao daregi&o ITS do rDNA

A amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA, incluindo
0 gene 5.8S, foi realizada através de reacdo de PCR, utilizando—se os seguintes
primers: forward- ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e reverse - ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme protocolo de WHITE et al., 1994.

A reacdo ocorreu em um volume de 100 pL, contendo 10 uL do tampéo 10X,
3 uL de cloreto de magnésio 50 mM, 8 uL de cada dNTP 2,5 mM, 1 pyL de cada
primer 100 pM, 0,25 uL de Taqg DNA Polimerase (5 U/uL), 100 ng de DNA gendmico
e 51,75 pL de agua milli-Q estéril. O ciclo de amplificacao foi o seguinte: 1 ciclo de
94°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 2 minutos, e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de 1
ciclo final de extensdo 72°C por 5 minutos. O produto de PCR foi purificado
utilizando o kit comercial “PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification
Combo Kit” (Invitrogen™).

Para a estimativa da presenca, quantidade e integridade dos amplicons, 25 pL
do produto de amplificacédo foram submetidos ao processo de eletroforese em gel de
agarose a 1% (p/v) em tampao TBE 1X. O gel foi submetido a uma voltagem de 2,24
volts/cm e corrente de 90 mA, por 90 minutos (Fonte EPS301 — Amersham
Biotechnology). A estimativa de concentracdo do DNA foi realizada
comparativamente com a espessura e intensidade das bandas do marcador
molecular de 1 Kb (Invitrogen). O gel foi corado com solugéo de brometo de etideo

0,3 yL/mL, sendo a visualizacao do gel realizada em transiluminador de luz UV.
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2.1.3. Sequenciamento da regi&o ITS do rDNA

A reacédo de sequenciamento foi realizada no Laboratério de Biotecnologia do
Centro de Citricultura Sylvio Moreira, pertencente ao Instituto Agrondémico de
Campinas, em Cordeiropolis/SP.

A reacao consistiu em 3 pL do produto de PCR purificado, 0,5 uL de primer
(ITS-1 ou ITS-4), 0,4 uL do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), 2 uL do
tampédo SM e agua Milli-Q estéril para completar 10 uL. O programa consistiu de 1
ciclo de 96°C por 1 minuto, 25 ciclos de 96°C por 45 segundos, 55°C por 30
segundos, e 60°C por 4 minutos. Para a precipitacdo foram utilizados 80 pL de
isopropanol 65%, deixando-se em repouso ha bancada por 15 minutos. Apds o
repouso, foi realizada a centrifugacdo a 3000 rpm por 45 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e deixado para secar ao ar por 1 minuto. Foram
adicionados 200 pL de etanol 60%, e nova centrifugag&o a 3000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado, secado e lavado com etanol novamente. Em
seguida foi dado um pulso de centrifugacdo e secagem ao ar por 1 hora,
ressuspendendo em 10 yL de Hi-Di Formamida, procedendo-se a desnaturacado do
DNA por incubacéo a 95°C por 5 minutos e imediatamente em seguida, a solucao foi
colocada em gelo até o momento do sequenciamento, realizado em sequenciador
automatico ABI3730 (Applied Biosystems). As sequencias obtidas foram
trabalhadas, utilizando-se o programa BioEdit, e comparadas com outras ja
conhecidas e disponiveis no banco de dados GenBank
(http://ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi), sendo estas submetidas a um alinhamento através
do aplicativo Clustal W 1.4 (THOMPSON et al., 1994).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificagéo das leveduras

As caracteristicas morfolégicas das leveduras selecionadas como potenciais

agentes no controle de G. candidum estao representadas na Figura 1.
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Figura 1. Aspecto das colbnias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de
leveduras selecionados como antagonistas a G. candidum (aumento de 400 X, para as fotos
das células). ACBL-23 (A); ACBL-42 (B); Rhodotorula mucilaginosa ACBL-44 (C);
Saccharomyces sp ACBL-50 (D); ACBL-52 (E); ACBL-68 (F); Sporobolomyces koalae
ACBL-77 (G) e S. cerevisiae ACB-K1 (H).

As caracteristicas morfolégicas das leveduras selecionadas como potenciais
agentes no controle de P. digitatum estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Aspecto das colbnias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de
leveduras selecionados como antagonistas a P. digitatum (aumento de 400 X, para as fotos
das células). Saccharomyces cerevisiae ACBL-76 (A); ACBL-78 (B); S. cerevisiae ACBL-80
(C); S. cerevisiae ACBL-81 (D); S. cerevisiae ACBL-82 (E); Candida stellimalicola ACBL-84
(F); Meyerozyma caribbica ACBL-86 (G) e ACBL-87 (H).

As caracteristicas morfolégicas das leveduras selecionadas como potenciais
agentes no controle de P. italicum estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3. Aspecto das colbnias (acima) em meio BDA e das células (abaixo) dos isolados de
leveduras selecionados como antagonistas a P. italicum (aumento de 400 X, para as fotos
das células). Candida stellimalicola ACBL-04 (A); ACBL-05 (B); C. stellimalicola ACBL-06
(C); C. stellimalicola ACBL-07 (D); C. stellimalicola ACBL-08 (E); C. stellimalicola ACBL-10
(F); ACBL-11 (G) e Cryptococcus sp ACBL-14 (H).

Atualmente, com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, a
identificacdo de micro-organismos pode ser realizada de forma rapida e mais
eficiente, sem a necessidade de uso dos métodos classicos que utilizam padrdes de
assimilacdo de compostos de carbono e nitrogénio, além de testes fisiologicos e
morfolégicos, os quais séo laboriosos, demorados e muitas vezes néo conclusivos.

A identificacdo de leveduras através do sequenciamento da regido ITS
(Internal Transcribed Spacers) do DNA ribossomal tem-se apresentado como uma
tecnologia muito aplicada e eficiente (WHITE et al. 1994; DROBY et al., 1999;
CHANCHAICHAOVIVAT et al.,, 2007). O DNA ribossomal apresenta regibes

conservadas e repetitivas de aproximadamente 11 kb, dentro das quais esti
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localizada a regido ITS, composta pelas sequéncias ITS1 e ITS2, incluindo a regiao
denominada 5,8S.

Os isolados de levedura, selecionados nos testes de antagonismo aos
principais fitopatdgenos de pds-colheita em citros (Capitulos, 3, 4 e 5), foram
submetidos a extracdo do DNA gendmico, seguido de PCR da regido ITS do rDNA,
purificacdo e sequenciamento dos fragmentos amplificados. Na Figura 4 é
apresentado o gel de agarose com o produto de PCR das linhagens de leveduras,

utilizando-se os primers ITS-1 e ITS-4.

bp 1Kb 0405 06 07 08 10 11 14 23 424450 5268 77 76 78 80 81 82 84 86 87

10000

2000
1500

1000
750

500

250

Figura 4. Gel de agarose (1%) dos produtos de PCR das linhagens de leveduras
selecionadas. 1Kb — marcador molecular, os nimeros correspondem nuimero do cédigo de
identificacdo dos Agentes de Controle Biolégico Levedura — ACBL.

Os resultados mostraram que os isolados ACBL-04, ACBL-07, ACBL-08,
ACBL-10, ACBL-14, ACBL-50, ACBL-52 e ACBL-77, apresentaram regido ITS do
rDNA entre 750 a 1000 bp (Figura 4). O isolado de levedura ACB-K1 foi identificado,
através do material genético em estudos preliminares realizados por Fialho et al.
(2010), como Saccharomyces cerevisiae. No presente estudo, cinco isolados de
levedura (ACBL-50, ACBL-76, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82) foram identificados
como pertecentes ao Género Saccharomyces sp., sendo que destes a maioria foi
identificado como pertencente a espécie S. cerevisiae, apresentando colénias com
bordas e superficie lisas, oapacas, com coloracdo creme e sem filamentos (Figura 1-
E e Figura2-A,C,D,EeF).
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Seis isolados de levedura (ACBL-04, ACBL-06, ACBL-07, ACBL-08, ACBL-10
e ACBL-84) foram identificados como pertencentes a espécie de Candida
stellimalicola, os quais apresentaram colbénias com bordas irregulares, com
superficie lisa e fosca, e coloracdo branco/creme, opaca e sem filamentos (Figura 2-
F, Figura 3-A, C, D, E e F). Outro fato importante a ser ressaltado, € de que dentre
os seis isolados identificados como C. stellimalicola, cinco foram selecionados pelos
testes de antagonismo a P. italicum (Figura 3), e obtidos de amostras retiradas do
mesmo local, na cidade de Leme/SP e da mesma variedade de Citrus spp. (Laranja
Péra), o que poderia explicar o fato da maioria dos isolados pertencer a mesma
espécie.

Os isolados ACBL-05, ACBL-06, ACBL-11, ACBL-23, ACBL-42, ACBL-44,
ACBL-68, ACBL-76, ACBL-78, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82, apresentaram
reagido ITS entre 500 a 750 bp (Figura 4). O isolado ACBL-14 foi identificado como
pertencente ao Género Cryptococcus sp., sendo que o isolado foi muito similiar as
espécies C. nemorosus e C. perniciosus, apresentando colénia com borda irregular,
com superficie lisa de coloracdo branca e opaca, sem filamentos (Figura 3-H). O
agente de controle biolégico ACBL-44 foi identificado através das sequencias
obtidas dos amplicons da regido 5.8S, como Rhodotorula mucilaginosa; o qual
apresentou colonia com bordas irregulares, lisas, com coloracdo creme e sem
filamentos (Figura 1-C).

O ACBL-77, selecionado pelos testes com G. candidum, foi identificado
através do material genético, como Sporobolomyces koalae, apresentando colbénias
com bordas irregulares, com superficie lisa e brilhante, coloracéo roxa, e filamentosa
na base (Figura 1-G), ja o isolado de levedura ABL-86, selecionado pelos testes in
vivo para controle de P. digitatum, foi identificado como Meyerozyma caribbica, com
colénias com borda irregular, superficie opaca, coloracdo creme e auséncia de
filamentos (Figura 2-G).

Entretanto, para oito isolados (ACBL-05, ACBL-11, ACBL-23, ACBL-42,
ACBL-52, ACBL-68, ACBL-78 e ACBL-87) 0 sequenciamento, a partir dos amplicons
obtidos, ndo obteve sucesso. Possivelmente pode ter ocorrido algum problema
durante a purificacéo a partir do gel de agarose, ou até mesmo uma contaminacao

com os primers utilizados na reacdo de amplificacdo, sendo assim necessaria a
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repeticdo deste ensaio para estes isolados testando diferentes métodos de
purificacdo dos amplicons, além de diferentes quantidades de DNA purificado
utilizados para a reacéo de sequenciamento.

A identificacdo de leveduras através da amplificacdo e sequenciamento da
regido ITS do rDNA é empregada em diversos estudos. Em estudos realizados por
Droby et al. (1999), leveduras isoladas da superficie de uvas, foram identificadas
através da amplificacédo da regido ITS e sequenciamento dos amplicons resultantes.
Para comprovar a identidade da levedura Pichia membranifaciens, Masih et al.
(2001) amplificaram a regido ITS do rDNA, realizando o sequenciamento deste
fragmento, sendo a sequencia comparada a outras do banco de dados GenBank.
Leveduras epifitas de uvas, foram identificadas em estudos realizados por Bleve et
al. (2006), os quais avaliaram também polimorfismos da regido ITS através da
digestdo dos amplicons por enzimas de restricAo para agrupar o0s isolados,
seguindo-se 0 sequenciamento desta regido. Para identificar leveduras isoladas de
cana-de-acucar, Rosa-Magri et al. (2011), utilizaram sequencias obtidas através da
purificacdo de amplicons da regido ITS.

No presente estudo, dos 24 isolados de leveduras selecionados pelos testes
de antagonsmo a G. candidum, P. digitatum e P. italicum, seis isolados (ACBL-04,
ACBL-06, ACBL-07, ACBL-08, ACBL-10 e ACBL-84) foram identificados como
pertencentes a espécie de Candida stellimalicola, cinco isolados (ACBL-50, ACBL-
76, ACBL-80, ACBL-81 e ACBL-82) foram identificados como pertecentes ao Género
Saccharomyces sp., e quatro isolados, ACBL-14, ACBL-44, ACBL-77 e ACBL-86,
pertencem a grupos diferentes da maioria dos isolados identificados, sendo estes
identificados como Cryptococcus sp., Rhodotorula mucilaginosa; Sporobolomyces
koalae e Meyerozyma caribbica, respectivamente.

4. CONCLUSAO
Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui se que:
- Dois Géneros (Candida e Saccharomyces) foram predominantes entre os agentes

de controle biologico, sendo que apenas quatro isolados, dos 16 que foram

identificados, pertencem a géneros diferentes.
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RESULTADO DO BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) DOS ISOLADOS
DE LEVEDURA SELECIONADOS PELOS TESTES DE ANTAGONISMO

Isolado ACBL-04 Query ID - Icl|109832

Description

Max
score

Fungal sp L1 11 111 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 88 ribosomal RMA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer 2, part 544

Candida stellimalicola 185 rRMA gene (partial), ITS1. 5 83 rRMNA gene, ITS2 and 268 rRMA gene (partial), strain HEPODK14

Candida stellimalicola strain YD124 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequence: and internal transcribed

Candida stellimalicola strain YD121 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complete 5

Candida stellimalicola strain LL11 154 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RNA gene, complete £

Candida stellimalicola voucher [TV118 internal ranscribed spacer 1. partial sequence: 585 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal transcrib

Kazachstania naganishii CBS 8797 chromosome 1, complete genome

Kazachstania sp. CBS 11951 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal franscribed space

Kluyveromyces sinensis internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RMA gene, complete seguence; and internal ranscribed spacer 2, p

Saccharomyces naganishii 185 ribosomal RMA T84, 6 85 ribosomal RMA, ITS2, 263 ribosomal RNA, partial and complete sequence

Torulaspora delbrueckii partial 5 85 rRMA gene, strain ZIM 2458  isolate B5/I/12

Kluyveromyces nonfermentans isolate L 10A internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal frar

Kluyveromyces nonfermentans internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal franscribed spat

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5 83 rRMA partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans gene for 588 rRMNA complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5 83 rRMA partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5 83 rRMA partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5 83 rRMA partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5 83 rRMA partial and complete sequence

544
518
518
475
324
263
263
263
263
254
254
254
254
254
254
254
254
254

Total
score

544
544
518
518
475
324
526
263
263
263
254
254
254
254
254
254
254
254
254

CQuery
cover

99%
100%
100%
100%
99%
59%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%
51%

E
value

3e-151
3e-151
2e-143
2e-143
1e-130
5e-85
1e-66
1e-66
1e-66
1e-66
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64
Be-64

Ident

96%
96%
94%
94%
92%
96%
94%
94%
94%
94%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%

Accession

KF0576803.1
FM199968.1
JQ8275451
J0827544 1
KF057735.1
KC7851211
HE9783141
JFE13190.1
AYD46167.1
AB097398.1
HEG60080.1
FJ7130881
AYD46211.1
ABO12264.1
AB011512.1
AB011510.1
AB011509.1
AB011508.1
AB011507.1

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA
gene (partial), strain HBPODK14

Sequence I0: emb|FM199968.1 Lengt_h: 518" Numb;a.r of Ma.tches: 1

Range 1: 122 to 460 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
544 bits(294) 3e-151 325/340(96%) 2/340(0%) Plus,/Minus
Query 1 TGCAGAGATGCCETCGTICGCTIG-CRACTCTGTARGEACGTTCCTTATGRCATTIGT 59
|||||||||||||||||| FEEEEEE e rere e et
Skjct 480 GCITGCAGAGATGCCGTC-TCGCTIGCCARCARTGRARAGEROGTICCTIARGRCATTIGCIR 402
Query &0 GCGIGCGCTTTALC CACCCACTACTACTAL CAGCTICCGCIGICGIGIACCIGIGT 119
PEerrrerr  rrrr e e e e e e el
Skjct 401 GOGTIGCGCTRARARCRRRCRCCCACTACTACTACRRRCRGCTCCGCIGTICEIGTACCTEIGT 342
Query 120 TTITAGRGEAGIGCCAGACTICCCCCACCACCARARCTACCECTITIGAGRLGECARCGRCE 179
PEEEE Per et e e e e e e e e e el
Sbjct 341 TTITAGGEEEAGTIGCCAGACTICCCCCACCARCCARARCTACCGECTTIGAGRAGETRARCGRCE 282
Query 180 CTCRRRCARGGECRTGCCGCCCGGARTACCAGEEEECGCARTGTGIGITCARAGATICGRATS 2359
FERETEEE e e e e e e e e e e e e e ey el
Sbjct 281 CTICARRACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGEGGEGUGCARTGTIGCGITCARAGATICGATG 222
Fuery 240 ACTCACGRARATCTIGCARTICGCATIACGIATCGCRARTICGCTGCGITCTICATCGATR 2935
FELETEREEE et e e e e e e e et e e e e e e e e e et
Sbijct 221 ACTCACGRARATCIGCARTICGCATTIACGIATCGCARTICGCIGCGITCITICATICGATGT 162
Query 300 TAGCACCRAGRGATCCGTITGITGARAGTITIARATITATR 338
FEFLEEE e e e e e e e e rerrnd
Sbjct 181 GRAGRACCRAGAGATCCOGTIGITGARAGTITIARATITATR 122
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Isolado ACBL-06 Query ID - Icl|109831

Description

Fungal sp. LL11 111 internal transcribed spacer 1, parial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer 2, parti

Candida stellimalicola 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 265 rRMNA gene (partial), strain HEPODK14

Candida stellimalicola strain YD124 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5 83 rivosomal RMA gene, complete sequence: and internal franscribed

Candida stellimalicola sirain Y0121 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 83 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2. complete s

Candida stellimalicola strain LL11 154 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RWNA gene, complete £

Candida stellimalicola voucher ITV118 internal franscribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal transcrib

Kluyveromyces polysporus internal ranscribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene. complete sequence; and internal ranscribed spacer 2

Kluyweromyces polysporus 5.85 gene and ITS1 and ITS2 (strain CBS 2163

Candida sp. Z8Y15 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2, complete sequence: and 28

Saccharomycete sp. 3AD23 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RMNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer ;

Saccharomycete sp. 34D15 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer .

Saccharomycete sp. 1AD8 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.83 ribosomal RMA gene, complete sequence:; and internal franscribed spacer 2

Zygosaccharomyces rousi strain LL12 088 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. con

Zygosaccharomyces rouxii strain ATCC 28252 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and inte

Zygosaccharomyces rouxii strain ATCC 56076 183 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMA gene, and inte

Zygosaccharomyces rouxi strain ATCC 28253 185 ribosomal RNA gene, partial seguence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and inte

Kazachstania naganishii CBS 8797 chromosome 1, complete genome

Uncultured fungus clone MAD11GadID 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene, and internal trar

Uncultured fungus clone MADOEGadID 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcrived spacer 1. 5.83 ribosomal RMA gene, and internal trar

Uncultured fungus clone MAC10GadID 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RMNA gene, and internal trar

Zygosaccharomyces rouxii genomic DMNA containing ITS1, 5.85 rRMA gene, ITS2, strain CBS4838, copyl

Zygosaccharomyces rouxii genomic DA containing ITS1, 5.83 rRMA gene, ITS2, strain CB34838. copy2

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene,
gene (partial), strain HBPODK14

Sequence ID: emb|FM 199968, 1 Leng:h: 513” Numb':e} of Ma‘tches: 1

Range 1: 245 to 452 GenBank Graphics

Max | Total
score | score
357 357
357 387
333 333
333 333
296 296
135 135
86.1 861
86.1 861
824 824
824 824
824 824
824 824
§0.5 805
805 805
80.5 B80.5
§0.5 805
805 161
80.5 805
80.5 805
805 805
80.5 805
80.5 805

Query
cover

96%
96%
93%
93%
93%
36%
26%
25%
20%
20%
20%
20%
26%
25%
25%
26%
26%
25%
25%
26%
25%
25%

E
value

5e-95
5e-95
Ge-06
8e-88
1e-76
2e-26
2e-13
2e-13
Je-12
3e-12
3e-12
Je-12
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11
Te-11

Ident

98%
98%
97%
97%
94%
97%
95%
95%
100%
100%
100%
100%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%

Accession

KF05768031
FM199968 1
JQ9275451
JQ9275441
KFO5773561
KC765121.1
AY046182.1
AJ229076 1
JE7814251
DQB46696.1
DOQA46RIE 1
DQB46694.1
KF057681.1
KCB881077 1
KC881078 1
KC146358.1
HE978314.1
JNE300881
JNB900831
JMNEI0076.1
HEG64003 1
HEB64091.1

ITS2 and 26S rRNA

Score Expect Identities Gaps Strand
357 bits(193) 5e-95 203/208(98%) 0/208{0%) Plus/Minus
Query & AGATGCCGTCTCGCTTGCCARCART AR AGACGTICCTTARRACATTGCAGCGTECECT 67
PEEEEErrrrrr e e e rerrr e e teri el
Sbjct 452 AGRTGCCGTCTCGCTTGCCRRCARTGRRARGEACGTTICCTTRARAGACATTSCAGCGTECECT 393
Query &8 C CLRCCCACTRACTRACTRL CAGCICCECTIGICGTGTACCTIGTGTTIITAGT G 127
PEEETEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e 1l
Skjct 382 ARRCRRACACCCRCTACTRACTACRRLCAGCTCCGCTIGTCGTIGTACCTGTGTTITTIAGE:ER 333
Query 125 GIGCCAGACTTCCCCCRACCRCCARRRCTACCGCITIGATARGGTARCGRACGCTCARRCRE 187
PEEETEEErrr e e e e e e et tre et e rrrnd
Skjct 332 GTGCCAGACTTICCCCCACCRCCARRRCTACCECITIGAGAAGGTARCGACGCTCARACAE 273
Query 188 ATGCCCCCCGERATACCRAGEEECEE 215
|||||||||||||||||||| IEELTT
Skjct 272 ATGCCCCCCGGRARTACCRAGEREEOGE 245
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Isolado ACBL-07 Query ID - 1cl|109830

Description

Candida stellimalicola 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.88 rRNA gene, ITS2 and 263 rRNA gene (partial), strain HEPODK14

Candida stellimalicola sirain YD124 internal franscribed spacer 1. partial sequence; 5 88 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal franscribed ¢

Candida stellimalicola strain LL11 154 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete s¢

Candida stellimalicola sirain ¥YD121 internal franscribed spacer 1. partial sequence; 5 88 ribosomal RMA gene and internal franscribed spacer 2, complete se

Fungal sp. LL11 111 internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partiz

Candida stellimalicola voucher [TV118 internal franscribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene. complete sequence: and internal transcribe

Candida stellimalicola voucher [Tv116 internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, partial sequence

Kazachstania naganishii CBS 8797 chromosome 1. complete genome

Kazachstania sp. CBS 11951 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal franscribed spacer

Kluyweromyces sinensis internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer 2, pa

Saccharomyces naganishii 185 ribosomal RNA, ITS1, 5.85 ribosomal RMA, ITS2, 265 ribosomal RNA, partial and complete sequence

Torulaspora delbrueckii partial 5.83 rRMNA gene, strain ZIM 2458, isolate BSAI12

Kazachstania sp QMW-2009a strain TATR11-1 188 ribosomal RNA gene, internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, and internal franscribed sy

Kluweromyces nonfermentans isolate L10A internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene, complete seguence: and internal trans

Kluyveromyces nonfermentans internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal transcribed space

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRMA, 5.85 rRMA, partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans gene for 5,88 rRNA complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5.85 rRMA, partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 188 rRMNA, 6 85 rRMA, partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRNA, 5.85 rRMA, partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 188 rRMNA, 6 85 rRMA, partial and complete sequence

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene,
gene (partial), strain HBPODK14
Sequence I emblFM199968 1] Length: 518 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 464 GenBank Graphics

Max.
score

793
774
706
701
610
4581
315

Total
score

793
774
706
701
610
481
35
a71
285
285
285
276
276
276
276
276
276
276
276
276
276

Query
cover

98%
99%
97%
87%
84%
85%
45%
36%
36%
36%
36%
36%
37%
36%
36%
36%
36%
36%
36%
36%
36%

E
value

0.0
00
0.0
00
3e-171
2e-123
3e-82
2e-73
2e-73
2e-73
2e-73
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70
1e-70

Ident

97%
96%
94%
97%
94%
7%
93%
96%
96%
96%
96%
95%
94%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%

Accession

FIM199968.1
JQ927545.1
KF057735 1
JA927544.1
KF057603 1
KC765121.1
KC7A51201
HE978314.1
JF8131901
AYD46167 .1
AB097398 1
HEG60080.1
GQ181169.1
FJ713088.1
AYD46211.1
AB012264.1
AB011512.1
AB011510.1
AB011509.1
AB011508 1
AB011507.1

ITS2 and 26S rRNA

Score Expect Identities Gaps Strand

793 bits(429) 0.0 461/474{97%) 11/474(2%) Plus/Minus

Query 1 TCGRAGCT TG AGAGAT GCCGICTCGCTT TGO - ACRATGRR R AGEACGTTCCTTARGS 59
FEEEErrrrerrrrrerrrreerrrrr e rer eereetr rrerr e errrrr 1l

Skict 464 TCGAGCTIGCAGRAGATGCCGICICGCTIT-GCCARCRARTG-RARRGRACGTTCCTTARAG-AC 40B

Query &0 ATTECAGCETECECTARRCR R A A CCACTACTACTACRRRCAGCTCOGCTGTCGTETRAC 118
FEEEEEEEr et e e e et r e e e e et

Skjct 407 ATTGCAGCGTGCGCTARAC CACCCACTACTACTAL CAGCTCCGCTIGICGTIGTAC 348

Guery 120 CIGIGITITAGAGGAGTGCCAGARCTTICCCCCACCACCARRRACTACCGCTTITGAGRAGETRE 179
FELEELTEE e Frr e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Skjct 347 CIGIGITITAGGGGAGTGCCAGACTTCCCCCACCACCARRRACTRACCGCTTITGAGRRAGETRE 288

Query 180 GRCGCTCRARL R GECRT GO OO GEARTACCAGEEEECECARTETGOGTTCARRGET 238
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Skject 287 ACGRCGCTCARRCAGGCATGCCCCCCGGRAATACCAGEGEGCGCAATETIGOGTTCARAGAT 228

Guery 240 TCGATGACTCACGARRATCTGCARTTCGCATTACGIATCGCAATTCGCTGCGTIICTTICAT 299
PEEEEEEE e e e e e e e e e e e ettt

Sbjct 227 TCERTGACTCACGARRATCTGCRARTTCGCATTACGTIATCGCRRTTCGCTGCGTICTTICAT 1468

Guery 300 CEATGCGRGRRCCARGLGRTCCEITGTITGARAGTTITARATTTIATATCARGTATGACRRE 359
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Skject 187 CGATGCGAGRACCAAGRAGATCCGITGTITGARLGTTITARATTTATATCAAGTATGACRAR- 105

Guery 360 TCAGITICGGITITACAGAGITTATGITTAACATCTICACACGIGITAGACGEIGICGCGCRE 418
Freeeeerrrrrrrrrrrrreeeerrrrr rrrrrrrr e reer rerrrrrrrrrrnd

Skjet 108 TCAGTITTICGEITTACAGAGITTATGTITIA-CATCTICACATGIGT-AGRCGETGICEIGCE 51

Guery 420 AGCTTARGRCGCAGACARATCAATARATGATCCCTTCCGCAGGTITCACCTACEER 473

LT E e e e e e e e e e e el
Skjct 50 -GCT-22G-COCAGARCRRATCRARATARTGATCC-TICCGCAGETTCACCTACGER 1
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Isolado ACBL-08 Query ID - Icl|109829

Max | Total

Description
score | score

Fungal sp. LL11 111 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 588 ribosomal RMA gene. complete seguence: and internal transcribed spacer 2, partial. 176 176

Candida stellimalicola 185 rRMA gene (partial). ITS1. 5.85 rRMNA gene. ITS2 and 268 rRMA gene (partial). strain HEPODK14 17 1M

Candida stellimalicola strain YD 124 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RMA gene, complete sequence: and intemal transcribed st 158 158

Candida stellimalicola strain YD121 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RMNA gene and internal ranscribed spacer 2, complete seq 158 158

Query
cover

100%
100%
92%
92%

Ident
value

Te-40 85%
Te-39 84%
Be-35 84%
Be-35 84%

Accession

KF057603.1
FM199968.1
J0927545.1
JO927544.1

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA

gene (partial), strain HBPODK14

Sequence ID: emb|FM199968.1] Length: 518 Humber of Matches: 1

Range 1: 279 to 454 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
171 bits{92) 7e-39 150/178(84%) 4/178(2%) Plus/Minus

Query 1 AGATATGCAGACGICGATTG-CRACTATGTARGGACGTTCCTTATGACATIGCIGCGIGE 59
N N N N N N NN NN N NN NN
Sbjct 454 AGRGATGCCGIC-TCGECITGCCRACRRTGRRAGGEACGTICCTTARGRCATIGCAGCGIGC 394

Query 60 CATTTACRRZACACCCACTACTACTACRARRACAGCTCCCGTGTCGAGEACCTGIGTTITTIAGE 113
[ rrrrrrrrrerrrrrerrerrrrr e e rrerr b e e
Sbjct 3953 GCTARACARACRACCCACTACTACTACRRRCAGCTCCGCIGTCGTIGTACCIGIGITTIIAGE 336
Query 120 GAGTGCACCGACATCCCCCACGCCCRARRACTACCGCTTTGAGRAGC-RRCGRCCCTC 178
PEEEEE e rrerrerr  rerrerrerrerrerrerrerr e rd
GIGC-

Sbjet 335 R CRAGRCTTCCCCCACCACCRRRRCTACCGCTITGAGRAGETRACGACECIC 279
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Isolado ACBL-10 Query ID - 1cl|109828

Description

Max

score

Fungalsp. LL11 111 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene. complete sequence. and internal transcribed spacer 2, partic 460

Candida stellimalicola 185 rRMNA gene (partial). ITS1. 5.85 rRNA gene. ITS2 and 268 (RNA gene (partial). strain HEPODK14

459

Candida stellimalicola strain YD124 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal franscribed s 433

Candida stellimalicola strain YD121 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete se 433

Candida stellimalicola strain LL11 154 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete se 390

Candida stellimalicola voucher [TV118 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal franscribe 250

Kluyveromyces nonfermentans isolate L 10A internal transcribed spacer 1, parfial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal frans 208

Kluyveromyces aestuarii strain ZH9-(6) 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosamal RNA gene, and internal tran. 208

Kluyveromyees nonfermentans internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed space 206

Kluyveromyces nonfermentans genes for 188 rRMNA, 5.85 rRNA. partial and complete sequence

Kluweromyces nonfermentans gene for 5.85 rRMA, complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRMA, 5.85 rRNA. partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRMA, 5.85 rRNA. partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRMA, 5.85 rRNA, partial and complete sequence

Kluyveromyces nonfermentans genes for 185 rRMA, 5.85 rRNA, partial and complete sequence

206
206
206
206
206
206

Lachancea sp. MC-SPC2(7) internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMNA gene, complete sequence: and internal transcrioed spacer 2 204

Holleva sinecauda 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacers 1 and 2, complete sequence

Ashbya gossypii strain HA88 internal transcribed spacer 1 (ITS1)and 2 (ITS2) and 5.85 rRMNA gene, complete seguence

Saccharomycetaceae sp. '‘Ashbya aceri’ chromosome Vil, complete sequence

204
202
200

Kluyveromyces sp. HF12172 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed sp 200

Ashbya gossypii FDAG1 chromosome VI, complete sequence

200

Total
score

460
539
519
433
469
250
206
206
206
206
206
206
206
206
206
204
204
202
200
200
8423

Query
cover

83%
100%
100%
88%
99%
49%
43%
43%
43%
43%
43%
43%
43%
43%
43%
44%
43%
45%
43%
43%
43%

E
value

4e-126
Te-125
8e-118
8e-118
5e-105
8e-63
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
2e-49
Te-49
Te-49
2e-48
8e-48
8e-48
8e-48

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 26S
gene (partial), strain HBPODK14

Sequence ID: emb|FM199968 1] Length: 518 Number of Matches: 2

Range 1: 123 to 462 GenBank Graphics

¥ Mext Match

Score Expect Identities Gaps Strand
459 bits(248) le-125 312/343(91%) 4/343(1%) Plus/Minus
Query 1 CGAGCTTGCAGAGATGCCGICGICGCITG-CAACTATGARAGGACGTICCTTATGACRATT 59
Prreereerrererrrrer e ceeerer reer rerrrerrr e rrernd
Sbjct 463 CGAGCTIGCAGAGATGCCGIC-TCGCITGCCARCAATGRARGGACGTTCCTTARGACATT 405
Query &0 GCTGCGAGCGCTTTACRRACACCCACTACTACTACARACRGCTCCGETGTCGAGTACCTG 119
Porer eeeer rerrr e e e e e e et rrrernd
Sbjct 404 GCAGCGTIGCGCTARACRARRCACCCACTACTACTACRRACAGCTICCGCTIGICGIGTIACCIE 345
Query 120 GITTTIAGAGTAGIGCCCGACTTICCGCCTICGARCRARRACTRACCGCTTIGAGRAGECRARCE 179
|||||||| | |||||| PEEEEEE e b rreerrrr e renl
Sbjct 344 TTAGGEEAGTGCCAGRCTICCCCCACCACCARRACTACCGCTTTGAGRAGGTARCE 285
Query 180 RACGCTICCRACGGGCAIGCIGCCAGIARTACCAGEGIGCGCARIGTIGCGCGCCARAGRATIC 239
Prreer ree reeerer re b rrrrrrr e Peerrrrrrrnd IEEEETTT
Sbjct 284 CGCTCARRCAGECATGCCCCCCERARTACCAGEEEECECAATGTIGCG-TICARRGATIC 224
Query 240 GATGACTCACGRARARATCTGCAATTCGCATTACGTATCGCRAATTCGCTGCGITICTIICATCE 299
PEOREEEEEEE e e e e rr e e e e b bbb r e el
Sbjct 225 GRATGACTCACGRARATCTGCRAATTCGCATTACGTATCGCRAATTCGCTIGCGITICITICATICE 166
Guery 300 ATGCARGRACCRAGAGATCCGITIGITIGRAGGITT-ARATITAT 341
PULE FEErrerrrr e e et terirrnd
Sbjct 165 ATGCGAGRACCRARGAGATCCGITGITIGRAAGITTITARATITAT 123

Ident

%
%
90%
90%
88%
1%
89%
89%
89%
89%
89%
89%
89%
89%
89%
83%
83%
83%
83%
83%
83%

Accession

KF057603.1
FI199968.1
JQ927545.1
JQ927544.1
KF057735.1
KC765121.1
FJ7130881
FJ4879431
AYD462111
AB012264 1
ABO11512.1
ABO115101
AB011509 1
AB0115081
ABO11507 1
FJG66085 1
U514351

u09322 1

CPO0G026 1
JOBR322T 1
CPO027111

rRNA
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Isolado ACBL-14 Query ID - Icl|109827

Description

Cryptococcus sp. CBS 8363 185 ribosomal RNA, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2, cor

Cryptococcus sp. UFMG-BRO506 183 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene, and internal transcrit

Cryptococcus nemorosus IT31, 5.83 rRNA gene, ITS2 and 263 rRNA gene (partial), strain IMUFR.J 52000
Cryptococcus sp. LRB-2012b strain UFMG LR2.04 188 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RNA gene,

Cryptococcus sp. 85-2 183 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RMA gene. internal transcribed spacer 2, and 283 ribosomal

Cryptococcus perniciosus strain YVKM Y-2905 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8 ribosomal RMA gene, complete sequence: and internal tra

Cryptococcus nemorosus IT31, 5.83 rRMNA gene, ITS2 and 263 rRINA gene (partial), strain IMUFR.J 52003
Cryptococcus nemorosus ITS1, 5.85 rRNA gene. ITS2 and 268 rRNA gene (partial). strain IMUFRJ 51999

Cryptococcus nemorosus sirain VKM Y-2806 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence; and internal tra

Uncultured soil fungus clone 137-64 185 ribosomal RMA gene. partial sequence:; internal ranscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and internal trans

Cryptococcus nemorosus ITS1, 5.85 rRNA gene. ITS2 and 265 rRNA gene (partial). strain IMUFR) 52001

Papiliotrema bandonii strain CBE9107 185 ribosomal RMA gene. partial sequence. internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene. and internal fra)

Cryptococcus sp. | CF-08 strain NNSL04 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5 83 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, compli

Cryptococcus sp. | CF-08 strain GE20L 02 internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RWNA gene and internal transcribed spacer 2. comp

Cryptococcus sp 8J10L03 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5 83 ribosomal RNA gene, and internal franscribed sp;

Cryptococcus sp. FN18L 03 188 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene, and internal transcribed sp

Cryptococcus nemarosus ITS1, 583 rRNA gene, ITS2 and 265 rRMNA gene (partial), strain IMUFR.] 52002

Cryptococcus sp. LCF-08 strain NF3L 08 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, comple

Cryptococcus sp. CBS 8363 18S ribosomal RNA, partial sequence;
28S ribosomal RNA, partial sequence

Sequence ID: gb) AF444'3IEIU.1 Lenglth: 555 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 506 GenBank Graphics

Max
score

850
832
830
817

Total
score

850
832
830
a17
696
7498
782
776
774
m
769
763
739
739
739
734
726
725

Query
cover

96%
97%
95%
92%
97%
93%
97%
97%
93%
97%
97%
97%
87%
87%
87%
87%
92%
87%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0
0.0
0.0

ldent

97%
96%
96%
97%
95%
96%
94%
94%
95%
94%
94%
94%
96%
96%
96%
95%
94%
95%

Accession

AF444300 1
JH268527 1
FN428310.1
KC193600.1
JN581131.1
AF4T2627.1
F1N428944.1
F1N428883.1
AF4T2628.1
DQ4212121
FN428918.1
GU327539.1
HQE23590.1
HQE23588.1
FJ153167.1
FJ153166.1
Fh428919.1
HQG23589.1

internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

Score Expect Identities Gaps Strand

850 bits{450) 0.0 500/517(97%) 12/517(2%) Plus/Minus

fuery 15 TGRGETCAGAGTCRAR -CAGTGTIGECACRCGAGECARARGCGETCTICTICGRGCAGECT 73
FErererrrrerrrr e e reeer teeer rrerrerrr e rerrrrnd

Sbjct 506 TGAGETCRGRGTCRARARAGTGTTI-GCACR-GRGEC--RAGCGETIGTIICTI-GAGCAGECT 452

fuery 74 TGRCGECRCGCRAGEEACARGRCGRRACTTATTACGICTGTCRACGEATGCTAGCGATCCE. 133
PEEEEETE e e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e el

Sbjct 451 TGACGCACGCARGGGACRAGRCGRRACTTATTACGICIGTICACGEATGCTAGCGERTCCE 392

fuery 134 CIARGTCATTIIGAGGCGRGCCGIGTAACCGEECAGRCGCCCATGICCRARGCCCCGACTEAT 193
PEEErrrrr e e e e e e e e e e teerrrrr et

Sbijct 351 CTARGTCATTIGAGGCGRGCCGIGTAACCGEECRAGRCGCCCRAGTCCRAGCCCCARCTEAT 332

fuery 154 CATRRRCCAGATGGGETIGRAGATTITCCATGACACTCRARCRGECATGCCTTITCGGRATAD 253
Prrrrrrrrreerrrreerr e peererrr e e e

Skbijct 331 CATRRRCCAGATGGGETIGRAGATITC-ATGRACACTCRARCRGGCATGCCITTCGGRATAT 273

fuery 254 CRRRRGECGCARGGIGCGTITICARAGATTCGATGATICACTGGAATICIGCARTTICACAT 313
Prrrrrrrrreerrrre e reeerrrre e e e rrrr rerrr e

Skjct 272 CRRRRGECGCRARGGIGCGTII-CARRGATTCGATGATICACTG-AARTTICIGCARTICACAT 213

Guery 314 TACTIATCGCATTICGCIGCGITCITCATCGATGCGRAGRAGCCRAGAGRTCCGTITIGTITARR 373
FETEETT e e e e e e e e e e e e e

Skbjct 214 TACTIATICGCATTICGCIGCGITCITCATCGATGCGRGRGCCRAGAGRTCCGTITIGTTIARR 153

fuery 374 AGTITTITIGITTIITGITAAGATARCARGACGTICATTACACTIGATGTIITIGIATAGSITITGT 433
Prrrrrrrrrerrrrreerrrrreerrrr et errr e et e rrrr eyl

Sbjct 154 AGTITITGIITITGITAAGATARCARAGACGTICATTACACT-GATGITIGIATAGITII-GI 97

fuery 434 TAGRCCCOGGAGETICARACGGEITCACAGAGETGAGEEAAGTTARAGATAGRACCTITCRS 433
Prrrrrrrrreerrrreerrrrrerrrrrererrrr e reer o reerrrrrnd

f=]

Sbjct 94 TAGRCCCGEAGET C AR A GG T TCACAGAGETGAGEEAT GTTAR-GATRARGRACCTTITCGS

Query 494 CRRTCATTAATGATCCTICCGCRAGGITCRACCTACGGER 530
PEETTET e e e e e e ennd
Sbjct 37 CARTCATTARTGRATCCTICCGCAGETTCACCTACGES

=1
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Isolado ACBL-44 Query ID - 1cl|109826

Description

Rhodotorula mucilagingsa strain ATCC 4054 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.83 ribosomal RMA gene, and internal

Rhodotorula sp. IP33 1885 ribosomal RNA gene, partial sequence

Rhodotorula mucilaginosa strain ATCC 4054 188 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal

Rhodotorula mucilaginosa strain Sc13 188 ribosomal RWNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal transc

Rhodotorula mucilaginosa isolate PKU Y1 188 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, internal transcribed spacer 2, ang

Rhodotorula mucilaginosa strain IMB139 2 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, comple

Rhodotorula mucilaginosa voucher AF3-101B internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RMNA gene and internal transcribed spacer 2, com)

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 16 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal trar

Rhodotorula mucilagingsa strain LEMI 467 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, and internal frz

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 3201 183 ribosomal RMA gene. parlial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 10amb 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMNA gene, and interna

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 740 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal tre

Rhodotorula mucilagingsa strain LEMI 2675 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene. and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 2595 185 ribosomal RMA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA aene. and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 2495 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.885 ribosomal RMA gene, and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 23348 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal

Rhodotorula mucilagingsa strain LEMI 2413 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene. and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 2265 185 ribosomal RMA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA aene. and internal t

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 15amb 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMNA gene, and interna

Rhodotorula mucilaginosa strain LEMI 1385 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal t

Rhodotorula mucilagingsa strain LEMI 755 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene. and internal frz

Mazx
score

750
750
750
750
750
750
750
750
750
750

Total
score

750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750
750

Query
cover

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%

E
value

0.0
00
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

KC881069.1
KF313359.1
KCB801851.1
KC515367 1
KC113304.1
KC349928 1
JXO67104 1
JX4991891
JK512683.1
JX512712.1
JX272796 1
JHE12687 1
JK512701.1
JX512700.1
JXE12698 1
JHE12696 1
JK512697.1
JX512695.1
JX494372 1
JHE126921
JX512688.1

Rhodotorula mucilaginosa strain ATCC 4054 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|KC881069.1|Length: 609Number of Matches: 1

Range 1: 138 to 554 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
750 bits(408) 0.0 415/419(99%) 2/419(0%) Plus/Minus

Query 10  ATGTAGATITICTIGRTITAGRAGCTICCTITIRRCCCRARCCCGGCTICTRGTCCGRRGACTAG 69
FECEEEE L Eer et e e e e e e b e et b e e e e e et e e e el
Sbjct 554 ATGTAGACATTCIGAITAGRAGCTTICCTTTAARCCCRACCCGGECICTAGTCCGRALGACTAG 4385

Query 70  RATTCCTCAGCGRRTAGTCTATTACGCCARGTCAATCCGRAGTICGRATTGCGGATGCTAR 129
FICLEELETEE e e e e e e b e e ey e e e e e e e e e e rrrnnd
Skjct 494 AATTCCTCAGCGRATAGTCTATTACGCCARGTCRATCCGRAGTICGRTTGCGGATGCTAR 435

CAGARACCRRRCRCCICTIC 189
FEETEELETEE el

Query 130 GCATTACGRACGAGCTAGACCGTRRRGGECCAE
| |
CAGARRCCRRRCRCCICTIC 375

Skjct 434 TIGCATTACGRRCGAGCTAGACCGTIRRRGGCCHE

Query 190 RATCATTARGARAGRGGAGGGTTGARGTATTCATGACACTCARACAGECRIGCTCCACGS 249
FICTEELETEE e et e e et e b e e e e e e e e e et
Sbjct 374 RATCATTARGARAGRGGAGGGTTGARGTATTCATGACACTCARACAGGECRIGCTICCACGEE 315

TCRARGRTTCGATGRATITCACTGAATTICTIGCARTICE 309

GEETGCGT
FEETELLET e e e et b e et
GEIGCEITCARAGRTTCGATGATICACTGAATICTIGCRARTICR 255

Query 250 RATACCAT

111

Sbjct 314 RLATACCAT

Query 310 CATTACTTATCGCATTTCGCIGCEITCTTCATCEATECGAGAGCCAAGAGATCCGTIGTT 369
PECETETEEer e e e e e e e e e et e e e e e e e e et

Sbijct 254 CATTACTTATCGCATTTCGCIGCGIICTICATCSATGCGAGRGCCARGRGATCCGTIGTT 195

Query 370 TGRAAGTTITATITIGITATAARRATTTARTACATICATAGACTTIGIGIITATRAGTIG 428
FEEPEETET e e e e e terr e e e e e e e e e el
Skjct 194 -GARAGTTITATITIGITATAARZ-TTTARTACATICATAGACTTITGIGIITATAAGTIG 138
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/527179578?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7MGYJHGX01R

Isolado ACBL-50 Query ID - Icl|109841

Description

Saccharomyces sp. 98¢ 188 ribosomal RMA gene. partial sequence

Saccharomyces sp. 96¢ 188 ribosomal RMA gene. partial sequence

Saccharomyces cerevisiae genes for ITS1. 5.85 (RNA ITS2, complete sequence. strain; KKP 12

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-40 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.83 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2. cc

Saccharomyces cerevisiae strain JN35 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RWA gene, complete sequence; and internal transcribed

Saccharomyces cerevisiae strain JN31 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMWA gene, complete sequence; and internal transcribed

Saccharomyces cerevisiae strain JN27 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal transcribed

Saccharomyces cerevisiae strain JN8 internal ranscribed spacer 1. partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal franscribed ¢

Saccharomyces cerevisiae strain Sc24 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene, and internal transc

Saccharomyces cerevisiae strain Sc11 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene, and internal transc

Saccharomyces cerevisiae strain W28 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal franscribed :

Saccharomyces cerevisiae strain W46 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal transc

Saccharomyces cerevisiae strain W13 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal franscribed :

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4900 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RWA gene and internal transcribed spacer 2

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4899 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RWNA gene and internal transcribed spacer 2

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:14280 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:13357 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:13182 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:13166 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:11907 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:11334 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection JOAHCPF=GRC=:10839 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces sp. 98¢ 18S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gblKES34825 1| Length: 776 Humber of Matches: 1

Range 1: 266 to 746 GenBank Graphics

Max
score

769
769
769
769

Score Expect Identities Gaps Strand

760 bits(418) 0.0 461/483(95%) 2/483(0%) Plus/Minus

fuery 10 CICACTGTCTITATGCGRGRRCGT TCATGTACGETCAGGCT GGGARALGATTAGCCGCGGT 69
POE L trerrr e il e rrrr TEPEEEEEEErren 1l

Sbijct 746 CICICI-TCTTAT-CGATARCGITCCAATACGCTCAGTATALRARARAGRTTAGCCGCAGT &E9

Query 70 TGGTRARRACCTARRRCGACCGTACTIGCCTTATACCTCRARGCACGCAGRAGRRACCTCTCT 129
FLEerrrrrerr et e e e et e err e e e et e e et
Sbhjct 688 TIGETRARACCTIARRRCGACCGIACTIGCAITATACCTICRAGCACGCAGRGRRACCICICTI 629
Query 130 TIGGaaaaaaaaCATCCAATGARARGGCCAGCAATTTCARGTTARCTCCARRGAGTATCE 189
FLEEETEr e et e e e e e et bbb e r et e e e e rrrrnd
Skjct €25 TIGGRARRRARRCRTCCARTGARALGGUCAGCARTTTCAAGTIAACTCCRRRGRGIAICR 3&39

Query 190 CICACTARCCARACAGARTGITIGAGALGGRARRTGRACGCTCARACAGGCATGCCCCCTIGER 249
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjct 568 CTICACTACCARACAGARTGTITIGAGRAGGARATGACGCTCAARRCAGGCATGCCCCCTIGGER 509
Query 2530 ATRCCRAE ITCTIGRGATICGRATGATICACGERRTTICTGCRATICAC 309
P TR e e e e el
TTCRRRGATTCGRTGATICACGERATTICTGCRATICAC 449

H—H
Gl — 61
——
) — 151
(1— 1
o — 651

Sbjct 508 ATACCRY

Query 310 ATTACGTATCSCATTTCECTGCETTCTIICATCGATECGAGAACCARGAGATCCETIGTIG 369
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 448 ATTACGTATCSCATTTCECTGCETTCITCATCGATECGAGAACCARGAGATCCETIGTIE 389
Query 370 AARGTTTTTAATATTTTAAARTTITCCAGTTACGARAATTCTTGCTTTTGACARRRATTTE 429
I e e N
Sbict 388 ARRGTTTITAATATTTTAAARTTITCCAGTTACGARARTTCTTIGTIITTGACARRRATTTE 329
Query 430 ATGRATAGRTARGATTGITIGIGTSTGITACCTCTGEGCCCCGATIGCTCEAATGACARE 489
R R N
Sbjct 328 ATGRATAGATARARTTGITTGIGTTTGTTACCICTGEGCCCCGATIGCTCEARTGCCCAE 269
Query 490 AGR 492
1
Sbict 268 LABL 266

Total
score

769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769
769

Query
cover

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%

Accession

KC834825.1
KC834824.1
AB830591.1
KC544484.1
KC342940.1
KC342936.1
KC342932.1
KC3420131
KC515376.1
KC515365.1
KC5880953.1
KC5880952.1
KC542799.1
KC113638.1
KC113637.1
KC2540811
KC254080.1
KC254073.1
KC254078 1
KC254077 1
KC254076 1
KC254075 1
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Saccharomyces cerevisiae genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, complete sequence, strain:
KKP 12

Sequence ID: Iib' ABB30591.1 L;ngth: 789 Numi}er of Matu:he;a: 1

Range 1: 234 to 714 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

769 bits(41a) 0.0 461/483(95%) 2/483(0%) Plus/Minus

Query 10 CICACTGICTTATGOGAGAACGT TCATGTACGETCAGECTGEEARAAGATTAGCCECEGET 69
PEE T TR v il TEEr e TEEELTTEIErrTy |

Skject 714 CICICT-TCTITAT-CGRTRARCGTTCCRAATRCGCTCAGTATRARRRRRRGRTTRGCCGCAGT 657

Query 70 TGETRRRACCTARRRCGACCGTACTIGCCTIATACCTCRARGCACGCAGRGRRRCCTICICT 128
FELETEE R e et e e e e e e bbb el
Sbjct 656 TGETARRACCIARRRCGACCGTACTIGCATIATACCICRAGCACGCAGAGRRACCICICT 3537

Guery 130 TIGGazzazaaasCATCCAATGRARARMGED
TEEEEETEEEE e el
Skjct 596 TIGGRRRRRRRRCRTCCRRTGRARRGGC

CAGCRATTTCRAGTTARCTCCARAGRGTATCE 189
ILEETELEE el
CAGCRATTTCRAGTTARCTCCRRRGRGTATCE 537

Query 190 CICACTRCCARACAGARTGITIGAGRRGGARATGACGCICARRCRAGECATGCCCCCIGGER 249
PEEELEEEL e e et et e e e b e e e ee e e b b et
Sbjct 536 CTCACTRCCARRCAGRRTGITIGAGRARGGARATGACGCTCARACRGGCATGCCCCCIGGR 477

TTCIGRGATICGRTIGATICACGGRARITCIGCRRTICAC 309
P PR e e e eyl
TTCARAGATTCGRTGATICACGERRTTICTIGCRATICAS 417

Query 250 ATACCRRGGEGEECGCRAIGIGCG
FLEELEEELEL el
GCG

Sbjct 476 ATACCRAGGEGCGCARTGT

Query 310 ATTACGIATCGCAITICGCIGCG
FLEETELRLEL il
Sbjct 418 ATTACGTATCGCAITICGCIGCE

ITCTICATCGRATGCGAGRACCARGRGRICCGITIGIIG 369
FTEETE R e e el
TTCTTCATCGATGCGAGRACCARGRAGRTCCGTTIGITG 357

Guery 370 ABAGTTTTTRATATITTARRATTTCCAGTIACGAARATTCTTGCTITTGACARRARTTTE 429
TN N e
Sbict 356 ARRGTTTTTRATATTITARAATTTCCAGTTACGAARATTCTTGTITTTTGACARAARTTTE 297
Guery 430 ATGARTAGATARGATIGTITGIGIGIGTIACCICIGEECCCCE
NI
Sbict 296 ATGARTAGATARRATTGTTTGIGITTGTTACCICTGEECCCCE
fuery 490 AGA 432

Sbjct 236 RGR 234
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Isolado ACBL-76 Query ID - 1cl|109840

Description

Max
score

Uncultured eukarvate clane N707T 35 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, complete sequence: and 5 88 ribosomal RNA 732

Uncultured eukaryote clone N104T 301 185 ribosomal RNA gene, parial sequence: internal transcribed spacer 1, complete sequence: and 5.85 ribosomal RW 732

Saccharomyces cerevisiae strain B1M 189 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 rivosomal RMNA gene, and internal transcr 730

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 18824 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intern: 726

Saccharomyces sp. 98¢ 183 ribosomal RMA gene, partial sequence

Saccharomyces sp. 96¢ 183 rivbosomal RMA gene, partial sequence

Saccharomyces cerevisiae genes for [T51. 5.85 rRMA, ITS2. complete seguence, strain: KKP 225

Saccharomyces cerevisiae genes for [TS1. 5 85 rRMA, ITS2, complete seguence, sirain: KKP 12

Saccharomyces cerevisiae voucher ITW138 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcri 726

Saccharomyces cerevisiae voucher ITv131 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, comple 726

Saccharomyces cerevisiae isolate BAWHX-12-40 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, cc 726

Saccharomyces cerevisiae strain Sc24 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1

5.8 ribosomal RNA gene, and internal transc 726

Saccharomyces cerevisiae strain 3c11 1838 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1

5.83 ribosomal RNA gene, and internal transc 726

Saccharomyces cerevisiae strain Sc07 1839 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1

5.83 ribosomal RMNA gene, and internal transc 726

Saccharomyces cerevisiae sirain 5c02 185 ribosomal RNA gene. partial sequence. internal ranscribed spacer 1

5.85 ribosomal RNA gene, and internal transc 726

Saccharomyces cerevisiae strain W28 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 588 ribosomal RNA gene

complete sequence; and internal transcribed: 726

Saccharomyces cerevisiae strain W46 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 585 ribosomal RNA gene. and internal transcy 726

Saccharomyces cerevisiae strain W13 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene, complete sequence: and internal transcribed: 726

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4900 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2, 726

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4899 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, 726

Saccharomyces cerevisiae genomic DMA containing ITS1, 5.88 rRMA gene, ITS2, 283 rRNA gene, culture collection ZIM:2447, isolate ZG7-Y173

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 46740 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene. and intern: 726

Total
score

732
732
730
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726
726

Query
cover

97%
97%
97%
97%
47%
47%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
47%
47%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
47%
47%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

95%
95%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%

Accession

GU942356.1
GU941216.1
JF715188 1
KC881067 1
KCB834825 1
KCB834524 1
AB830593.1
AB830581.1
KC765126.1
KC765124.1
KC544484 1
KC515376 1
KC515365.1
KC515361.1
KC515356.1
KC588953.1
KC588952.1
KC542780.1
KC113638 1
KC113637 1
HF545670.1
JKO94776.1

Saccharomyces cerevisiae strain B1M 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gblJF715198. 1] Length: 741 Number of Matches: 1

Range 1: 42 to 519 GenBank Graphics

Score Expact Identities Gaps Strand

730 bits(395) 0.0 451/478(94%) 3/478(0%) Plus/Plus

Query 11 AGAGCTTTTACTGICTITAGRRGR -RRAGRGATGEAGAGT -CAGCCGEEACTGOGCTTARGT 62
FEEEEETTIErrd PEEEEE rrrr e rerrrrrr rrrrrriernd

Skjct 42 AEAGCTTTTACTGEECARGRRGRCARGRGATGEAGAGTCCAGCCEEECCTEOGCTTARET 101

Query &9 GOGCGEECTIGCTAGECTIGTCAGTATCTITICTIGCTATICL CEEIGAGRGRTTICT 128
Pereer rerrreerrrry e rer e e e e

Skjct 102 GCGCGETCTTGCTAGECTIGTARGTTITCTTICTTACTATICE CEETEAGRGRTTICT 161

Query 129 GIGCTITTITGTTARAGGERACIAATTARRACGECTTCARTACARCACACTCTIGERAGATTITCATE 1E2
Pererrrrrrr e errrrrreerrrrr r rrrrrr e e e

Skjct 182 GTGCTTTITGTTATAGERCRAATTRARRLCCETTTCRARATACRRCACACTETEERAGTTITICATE 221

Query 15% TCTITIGCARACTTITTICATIGGGCATICGAGCARATCGEEECCCAGRGS Ci CRCRAGL 248
Perrerrrrrreerrr trreerr e e e et e

Skjct 222 CITIGCRARCTTITITICTITGEECATTCGAGCARTCGEEECCCAGRGETRRC CRC 281

Query 24% CAATTTTATCTATTICATIZRATITTITG-RRRRZZCRRAGRATTTITCGIRRCTGERREATTTIT 307
Pereerrrr reeerrrrrreerrrrr reErrr e e e e e

Skjct 252 CRAATTTTATTTATTICATTZRZATITITTGTCARRRRCRRGRATTTITICGIRRCTEERRATTTIT 341

Query 308 ARRATATTARRRACTITCAACAACGEATCTCTITGGTTICTCECATCGATGRAGRRCECAGT 367
PEEEEEEE et e b e e e e e e e e et

Skjct 342 ARRRTATTRARRRRCTITCRARCRRCEEATCTCTTEGTTICTICECATCGRTERRAGRRCECAGC 401

Query 385 GARATGTGATACGTATTGAGRATIGCAGRATTCCGRAGTATCATCGTATCTTITGRACGCAC 427
Pereer reerreer re reeerrrrrrerrrrr r rerrrrr rerrrr e

Skjct 402 GRRATGCGATACGTRARTGSTGRATIGCRAGRATTCCGTGRATCRATCGERRTCTTTGRRCECAC 461

Query 428 ATTGCGCCCCTAGGTATTCCAGGGGECATGCCTETGTGRGCGTCATITCCTICTCACE 4
PEEEErrre e e e e e e e r e e et

Skjct 482 ATTGCGCCCCTITGGIATTCCAGGGGGCATGCCTGTGTIGRAGCEICATITCCTICTCACE 519
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Isolado ACBL-77 Query ID - Icl|109839

Description

Sporobolomyces koalae strain ATCC MYA-4637 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and inte

Sporobolomyces koalae strain JCM15098 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene. and internal i

Sporobolomyces koalae sirain JCM15099 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal b

Sporobolomyces koalae strain JCM 15063 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal |

Uncultured Sporobolomyces isolate kk-80-1 183 ribosomal RMA gene gene, parial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMA gene, and ir

Sporobolomyces koalae isolate LH7 1835 ribosomal RMNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and internal transc

Sporobolomyces sp. AL-82 isolate AL-52-0 185 ribosomal RMA gene, parfial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 88 ribosomal RMA gene, and internal

Sporobolomyces carnicolor strain MCA 3710 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal tran

Sporobolomyces sp. YR-1 183 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, and internal transcribed spac

Uncultured Sporobolomyces clane M79 183 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal ranscribed spacer 1, 5 88 ribosomal RNA gene, and internal trar

Rhodatorula sp SY-72 gene for 185, 5 85 and 285 ribosomal RMA, strain 5Y-72

Sporobolomyces carnicolor 18S ribosomal RNA gene, partial sequence. internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spa

Sporobolomyces carnicolor strain SL-94 183 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.83 ribosomal RNA gene, and internal tra

Sporobolomyces carnicolor sirain 51 -84 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5 88 ribosomal RNA gene, and internal tra

Sporobolomyces sp. TY-257 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, and 5.85 ribosomal RNA and internal franscribed spat

Sporobolomyces phaffii strain AS 2.2137 183 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene and internal tra

Sporobolomyces phaffii strain AS 2.2243 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene and internal tra

Sporobolomyces patagonicus strain CRUB 1043 188 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1. 5 853 ribosomal RNA gene. and in

Sporobolomyces patagonicus strain CRUB 1038 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and i

Sporidiobolus pararoseus 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMA gene. and internal ranscribed spag

Uncultured fungus clone 25F2 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene, and internal transcribed £

Sporidiobolus pararoseus strain J1 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RWA gene and internal transcribed spacer 2, complete se

Max
score

809
a09
809

Total
score

809
809
809
809
G06
798
643
641
636
636
636
636
630
630
630
627
627
627
627
627
625
621

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
97%
97%
97%
97%
97%
47%
97%
97%
90%
97%
7%
85%
85%
65%
100%
85%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1e-180
5e-179
fe-179
5e-179
5e-179
Je-177
3e-177
3e-177
3e-176
3e-176
3e-176
3e-176
3e-176
1e-175
2e-174

Ident

96%
96%
96%
96%
96%
96%
91%
91%
91%
91%
91%
91%
91%
91%
92%
91%
91%
93%
93%
93%
90%
93%

Accession

GU2912801
EU276010.1
EU276009.1
EU2780081
J0990211.1
HO832829.1
JN255418.1
JNO42195 1
JX205094.1
HQ875447.1
AB025982 1
AYDAS991.1
KC460888.1
KC460878.1
AY3130771
AYDE9995.1
AY0DE9994.1
AY552329.1
AYE523281
AYD15429.1
KC765966.1
KF308684.1

Sporobolomyces koalae strain ATCC MYA-4637 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gblGU291280.1] Length: 610 Humber of Matches: 1

Range 1: 80 to 571 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
209 bits(428) 0.0 485/505(96%) 14/505(2%) Plus/Minus
Query 1 TTGAGRTCGRATC-AGRGETGARACTTTICATITAGRAGCTICCTTGATRARARGTTCGCGCE 59
Prrerrer reer borerr o rrerreer rrrrrrrr et rerrrerrr ororl
Skjct 571 TIGAGATCTIAATCTIARAGGT-AGACTITICARTTAGRAGCITCCITGATARAGIT-G-GC 3513
fuery &0 TCCAGTACTTAGCCACTGRATCCTTAGCGRAATAGTCTATTACGCCAAGTCARTOCARATT 119
e e e e et e e et e
S5bijct 514 T-CAGT-GIT-GCCACTGARATCCTTAGCGRATAGICTATTACGCCRAGTCRAATCCARACT 4538
Guery 120 TIGTATTAGGEGATGCIGATGTATTACGRACGRAGCTRAGGLC. GUCAGCAGCGCICAGRART 179
e ey rrrerrr et e rerrr e rrr e el
Skijct 457 TGTATTAGGGATGCTIGATGTIATTACGRARCGAGCTAGECCGRAGCCAGCAGCGCTCAGRART 398
Query 180 CCRARCACCRATCGATTACCRAGRARRRGATTIGGGITGRARGRATTICATGACACTCRARCAG 239
Prerererrrrer e prer et e e e e
Sbijct 397 CCRARCACCRARATCGATTACTRAAGRRARRGATTGGGITGRAAGRATTCATGACACTCRARCAG 332
Guery 240 ACARTGCICTICCGGRATACCAGAGAGCGCARGRTGCGTIICARAGATTCGATGATICACTIGRA 299
PRI Er ey e e e e e et r e e r e e e el
Skijct 337 ARCARTGCICICCGGRATACCAGAGRAGCGCARGRTGCGTITICARAGATTCGATGATICACIGR 278
Query 300 ATTCTGCRAATTICACATIACGTATCGCATTITCGCTIGCEITCITCATCGATGCGAGRGCCAR 359
PELETT R e e e e e e e et e e e e e el
Sbkjct 277 ATTCTGCRAATTCACATTACGTATCGCATTITCGCTGCGITCITCATCGATEOGAGRGCC 218
Guery 380 GAGATCCGITGTIIGARAGTITITATITIGITAATAARRARTTARATACRATICATAGACTCE 419
Prrerrerrrerrrerrrrrrerr et e rrrrrrr e el
Skict 217 GRAGAICCGITGTIIGARAGITITITATITI-GIT-ATRARRARTTARATACRTICATAGACTICE 140
Query 420 TGITTITGIARAGTTIAGATAGSITTGCCACAGCTCCGAAGAGCCGCTITCGCCTARTRARC 479
PEEerr et et rrr e e e e e et
Skjct 159 TIGTTITT-GIARGIT-GATAGG-TTGCCARCRAGCICCGRAGAGCCGCTITCGCCTAARTRARC 103
a

4 AGATGCACRAGGGTITTAGATGIGAE 504
PEEEEErer rerrr reririned
102 AGATGCACR-GGEGTIT-LGATGIGAG &80

Query
Sbjct

124



Isolado ACBL-80 Query ID - 1cl|109838

Max

Description
L score

Saccharomyces cerevisiae strain TESS internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete = 228

Saccharomyees cerevisiae strain ZJU internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5.8 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete se 228

Uncultured fungus clone OTU 3009 75 27868 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, complete sequence; and 5.88 ribosc 228

Saccharomyces cerevisiae strain 8479 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.88 ribosomal RMA gene, complete sequence: and internal transcribec 228

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 18824 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMNA gene, andintern 228

Saccharomyces cerevisiae strain ABT-Y1J 188 ribosomal RWA gene, partial sequence: internal transeribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMA gene, complete = 228

Saccharomyces sp. 98¢ 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 228
Saccharomyces sp. 96c 188 ribosomal RMA gene, partial sequence 228
Saccharomyces cerevisiae genes for TS1, 5.89 rRNA, ITS2, complete sequence, strain: KKP 225 228
Saccharomyces cerevisiae genes for ITS1. 5.85 (RMA, ITS2, complete sequence. sirain: KKP 12 228

Uncultured Saccharomyces clone 038 G439WC 13-T7 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 583 ribosomal RMA gene, ar 228

Saccharomyees cerevisiae voucher ITV138 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.89 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcr 228

Saccharomyees cerevisiae voucher ITV131 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, comple 228

Saccharomveces cerevisiae strain FSHYY 183 ribesomal RMA gene. partial segquence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RMA gene. and internal tran 228

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-43 internal ranscribed spacer 1, parfial sequence: 5 85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, ¢ 228

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-05 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 83 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, ¢ 228

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-47 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RMNA gene and internal franscribed spacer 2, ¢ 228

Saccharomyeces cerevisiae isolate B-WHX-12-43 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, ¢ 228

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-40 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene and internal franscribed spacer 2, ¢ 228

Saccharomvees cerevisiae strain DOYY 183 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RMA gene. and internal trans 228

Saccharomyces cerevisiae strain DOY2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal trans 228

Saccharomyces cerevisiae strain TEMDA4 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 588 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcri 228

Total
sCore

228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228
228

Query
cover

97%
97%
47%
97%
97%
97%
97%
47%
47%
7%
97%
97%
97%
47%
97%
97%
97%
97%
47%
47%
97%
97%

E
value

4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56
4e-56

Ident

92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%

Accession

KF414526.1
KF4426321
KF222011.1
KF018556.1
KC881067.1
KF055433.1
KC834825 1
KC834824 1
AB830593.1
AB830591.1
KC785564.1
KC7A5126 1
KC765124 1
KCB07750.1
KC544501.1
KC544499.1
KC5444901
KC544486 1
KC544484.1
KC621078.1
KC621077.1
KC182126.1

Saccharomyces cerevisiae strain TFS9 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S

ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gb|KF414526.1| Length: 829 Number of Matches: 1

Range 1: 51 to 212 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

228 bits(123) de-56 150/163(92%) 1/163(0%) Plus/Plus

Query & GRGCITITACTGEECTAGCGREACRRGAGAT GEAGRGT CCAGCCGAGRRTGCACTTIACE 685
RN N N N N N N N A N A N |

Sbjct 51 GRAGCITITACTGGGCARG-ARGRCRRGAGATGGRGRGTCCAGCCEGECCIGOGCTTARGT 109

Query &6 GCGCGEICTIGCTAGGCTIGICAGTITCTITICTTIGCTATICCARACGGTGAGRGATTITICT 125
PELEETEEE et e e e e e e e e e e el
Sbjct 110 GORCGEICTIGCTAGSCIIGTARGTITTICTITICITGCTATICCARACGETGAGRAGATTITICT 149
Query 126 GIGCTITTIARARTAGGACRATTARAACCGTTITCRAATACTACRAC 148
[T FECEEEETEE e e ey el
Skjct 170 GIGCITIIGITATAGGACRATTARAACCGITTCAATACRACRC 212
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Isolado ACBL-81 Query ID - Icl|109837

Max

Description
Pt score

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 18824 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and intern: 1000

Saccharomvces sp. 98¢ 185 ribosomal RNA gene. partial sequence 1000
Saccharomyces sp. 96c 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1000
Saccharomyces cerevisiae genes for [TS1, 5 85 rRNA, TS2, complete sequence, strain: KKP 12 1000

Saccharomvyces cerevisiae isolate B-WH3-12-40 internal transcrived spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, cc 1000

Saccharomvices cerevisiae strain Sc24 189 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5.8S ribosomal RMA gene, and internal transc 1000

Saccharomyces cerevisiae strain Sc11 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and internal transc 1000

Saccharomyces cerevisiae strain Sc07 189 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMNA gene, and internal transc 1000

Saccharomyces cerevisiae strain Sc02 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.8S ribosomal RMNA gene, and internal transc 1000

Saccharomveces cerevisiae strain W28 internal transcribed spacer 1. partial seguence: 5.85 ribosomal RMNA gene, complete segquence: and internal transcribed : 1000

Saccharomyces cerevisiae strain W46 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene, and internal fransci 1000

Saccharomyees cerevisiae strain W13 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMNA gene, complete sequence; and internal transcribed : 1000

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4900 internal transcrived spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, 1000

Saccharomvces cerevisiae strain ATCC MYA-4899 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, 1000

Saccharomyces cerevisiae sirain ATCC 46740 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5 88 ribosomal RMNA gene, and internz 1000

Saccharomyeces cerevisiae strain SD4 185 rivosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequ 1000

Saccharomveces cerevisiae strain NX3 188 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RMA gene, complete sequs 1000

Saccharomyces cerevisiae sirain NX1 188 ribosomal RNA gene, parfial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequs 1000

Saccharomyces cerevisiae strain BI13 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequ 1000

Saccharomyces cerevisiae strain BJ11 189 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMNA gene, complete sequ 1000

Saccharomvees cerevisiae strain BJ10 189 ribosomal RWNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RMNA gene, complete sear 1000

Saccharomyces cerevisiae strain B.J9 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMA gene, complete seque 1000

Total
score

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

value
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00

Ident

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

Accession

KCBB81067 1
KC834825.1
KC834824.1
ABB30591.1
KC544484 1
KC515376.1
KC515365.1
KCE15361.1
KC5153566 1
KC588953.1
KC588952.1
KC542799 1
KC113638.1
KC113637.1
JH094776.1
JQ970401.1
JQ970397.1
JQ970396.1
JQ870351.1
JQ970349 1
JQ970348.1
JQ970347.1

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC 18824 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Séquenc;e ID: gb KCBB‘IUE.?J Length: 758 MNumber of I._"Iatchv.aé: 1

Range 1: 22 to 609 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1000 bits(541) 0.0 566/578(98%) 1/578(0%) Plus/Plus
Query 1 GRtttoootET ITIGECARGAGCATGRGAGCTITTTACT GEECTAGRAGACRAGAGATEEE &0
FEETTTTEEE e e e e e e ceerrrrr il
Skjct 32 GATITITITGI I T I GG AL GAG A TG GAGCTTTTACT GEECARGARGAC R A CAGAT a1
Query 61 GAGTCCAGCCEEECCTGOGCTTALGTGOGOGETCTIGCTAGECTTIGTCAGTITICTTICTIT 120
R N RN N e N Ny
Skjct 92 GAGTCCAGCCEEECCTGOGCTTALGTGOGOGETCTIGCTAGECTTSTARSTTICTTICTT 151
Query 121 GCTATTCC CGGTGAGAGATTICTIGTGCTITIGTTATAGGACRATTARRACCGTTICA 180
FEETTTTEEE e e i e e e e e e e e el
Skjct 152 GCIATTCCARACGGIGAGAGATITCTIGTGCITITGITATAGGACARTTARRRCCGTTICA 211
Guery 151 ATACRARCRACRACTGCIGGAGATTITCATATCTTIIGCRAACTITIICITIGSTCAITCGAGCART 240
N N N NN N N A Ny
Skjct 212 ATACARCRACRACTGIGEAGTTITITICATATCTTIGCRAACTITIICITIGGEGCAITCGAGCART 271
Query 241 CGEEEECCCAGAGGEERAC CRL CRATTTITATCTATICATTARATTITIGT-AAZ2R 255
||||||||||||| PETTTEEEE e e e el
Sbject 272 CGEGECCCAGAGGTRRCRAARCACARACRATTTIATCTATICATTARATITITGTICARRRE 331
Guery 300 CRRGRATTTTICGIARCTGGRRATTITARARATATTARARRACTTTICARCRACGEATCICTICZ 359
FEEETTIRRR e ettt e e e e e el
Sbjct 332 CARAGRAATTITCGIARCTGGARATTTITARZAATATTARZARRACTTTICAACRACGGATCICIIGZ 391
Query 380 GITCICGCATCGATGAAGALCGCAGCG IGCGATACGTARTGAGAATTGCAGRATTCC 4139
FELLTTTER R e et r e e e e el
Sbjct 392 GITCICGCATCGATGRAGAACGCAGUGRRATGUGATACGTAATGCTGAATIGCAGAATTICC 451
Query 420 GRAGRATCATCGIATCTTIGRACGCACATTGCGCCCCITGEIATTCCAGEEIGCATGLCIE 479
P e e e e e e e ey e e e e e et
Sbjct 452 GIGAATCATCGRRTCTTITGRACGCACATTGCGCCCCITGGIATTCCAGEEEECATGLCTE 511
Query 480 TIITGAGCGICATTICCTIICTICACACATICIGAITGGTAGTIGAGTGATACICTIITGGAGIT 539
FEETI T et e et d e e e e e il
Sbjct 512 TITGAGCGICATTICCIICTCARACATTCIGITIGGTAGIGAGTGATACICTITITIGGAGIT 571
Query 540 CITGARATTGCTGGCCTITTICATIGGATGLLLLLE 577
TEELTLTEEEE et r et
Sbkjct 572 CITGARATTGCTGGCCTITTCATIGGATGTITIITITT 609
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Isolado ACBL-82 Query ID - Icl|109836

Description

Max

score

Saccharomyces cerevisiae strain KDLYS9-5 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal t

Uncultured eukaryote clone N709T 66 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. complete sequence: and 5.85 ribosomal RMA

Saccharomyces sp. 98¢ 183 ribosomal RMA gene, partial sequence

Saccharomyces sp. 96¢ 188 ribosomal RMA gene, partial seguence

Saccharomyces cerevisiae aenes for ITS1. 5.85 rRNA, ITS2, complete sequence, strain: KKP 12

Saccharomyces cerevisiae isolate B-WHX-12-40 internal ranscribed spacer 1. partial sequence; 5.88 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, cc

Saccharomyces cerevisiae strain JM35 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed

Saccharomyces cerevisiae strain JM31 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed

Saccharomyces cerevisiae strain JM8 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.83 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal transcribed ¢

Saccharomyces cerevisiae strain Sc24 183 ribosomal RMA gene. partial sequence: internal transcrived spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene. and internal transc

Saccharomyces cerevisiae strain Sc11 188 ribosomal RMA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and internal transc

Saccharomyces cerevisiae strain W28 internal transcribed spacer 1, parfial sequence: 5 85 ribosomal RMA gene, complete sequence; and internal franscribed :

Saccharomyces cerevisiae strain W46 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMNA gene, and internal transe)

Saccharomyces cerevisiae strain W13 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed :

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4900 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.83 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2

Saccharomyces cerevisiae strain ATCC MYA-4899 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF<GRC=14280 188 ribosomal RMNA gene, parfial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF<GRC=13357 188 ribosomal RMNA gene, parfial sequence; internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF=GRC=:13182 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF=GRC=:13166 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF=GRC=:11907 183 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal

Saccharomyces boulardii culture-collection UOAHCPF<GRC=:11334 183 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal

826
826
824
824
824
824

Tatal
score

826
826
824
824
824
824
824
824
824
824
824
524
824
824
824
824
824
524
824
524
824
824

Query
cover

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%

Accession

JNEA9148 1
GCU0424311
KCB34825 1
KCB834824.1
AB830591.1
KC544484.1
KC3429401
KC342936 1
KC3429131
KC515376.1
KC515365.1
KC588853.1
KC588952 1
KC5427991
KC113638.1
KC113637.1
KC254081.1
KC254080.1
KC2540791
KC2540781
KC254077.1
KC254076.1

Saccharomyces cerevisiae strain KDLYS9-5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence I0: gblJN599148.1| Length: 782 Number of Matches:

Range 1: 252 to 727 GenBank Graphics

Score Expeact Identities Gaps Strand

826 hits(447) 0.0 478/492(97 %) 6/492(1%) Plus/Minus

Query 5 TCGCCTAGARCGCTCTCTGICTTATCGATARCCGTICACRATACGCTCAGTATaraaaaaE A4
FEEEr e rerr e e e terrr e e rrrnl

Skijct 737 TCGCCTARGRCGCICICI-TICTITATCGRTIRACGGETIC-CRARTRCGCTICAGTATRRARRZLG 420

Query &5 ATTAGGCCGCAGTTGETARRARCCTRARRACGRACCETACTTIGCCTTATACCTCRRAGCRACGCRE 124
TR PPt e e et e e e e b e et eeert eyl

Skijct  87% ATTAG-CCGCAGTIGGETRARACCTRARRACGRCOCGTIACTIGCATIATACCTICRARGCACGCIR 821

Guery 125 GRGARRACCTCICTIITIGGezazaaaaCRTCCRATGRRRRGRCCAGCAATTTCRARGTTARCT 184
TEEEEEETTE et e e e e e e e e b e e e b e e eyl

Skjct 820 GRGARRCCTCICTIITGERARARRARCRTCCRATGRARARGECCAGCAATTICARAGTTIARNCT 354l

Gusry 185 CCRARAGAGTATCACTCACTACCC CRGRRTGTTIGRAGRAGGRARTGACECTICRART, 244
PEEEEEEET et e et v e b e e b e e eyl

Skjct 5680 CCRARGRGTATCACTCACTACC-RARRCAGARTGTTTIGAGAAGGARRTGACGCTCAMACAG 502

wusry 245 GCATGCCCCCTIGGRARTRCCARGGGGCGCARTGTGCGTICARRACATTICGATGATTICACEE 304
PEEEEEEEE e trr et e e e b e e e e eyl

Skjct 501 GCATGCCCCCIGERA-TRCCARGGGECGCARTGTGCGTTICARAGATTICGATGRATTCACEE 443

fuery 305 ARTTCTGCARTICRACATTACGTATCGCATTTICGCIGCGITCTIICATCTIGATGCOGAGRRCC 364
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| FITTTEETTT

Skjct 442 ARTTCTGCAATTCRCATTACGTATCGCATTTCGCIGCGITCTICATC-GATGCGAGRMLCC 384

musry 385 ARGRGRTCCGTIIGITGARAGTGITIARTATITIARAATITCCAGTTACGRRRCTTICTIGC. 424
TEEEEEEET e e e et e ettt

Skjct 383 ARAGAGATCCGITGITGARAGTTTTTARTATTITTARAATTITCCAGTTACGARRRTTCTIET 324

musry 425 TITIGRACAGRARTITAATGGATACATRARATTGTITIGIGITITIGITACCICIGEGCCCCER  4E84
PEEEEEEE rreeerrrrr e trrree e e eyl

Skjct 323 TITTGACARRRARTITRAATGRATAGRATRARATTGTITGTIGTITITGITACCICTIGEGCCCCGR 264

Query 485 TIGCTCGARTIGC 494
[RERRRRRRREE!

Skjct 2683 TIGCTCGRARTGC 252
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Isolado ACBL-84 Query ID - 1cl|109835

Description

Max.
score

Fungal sp. LL11 111 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial 372

Candida stellimalicola 18S rRMA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 263 rRMNA gene (partial), strain HEPODK14

366

Candida stellimalicola strain YD124 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed sy 346

Candida stellimalicola strain YD121 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete seq 346

Candida stellimalicola strain LL11 154 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RNA gene, complete sec 309

C ium cl ioides strain UFMGCE 3677 1685 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, anc 89.8

Phomopsis sp. G7-36 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer 2, partia 6.1

Uncultured Helotiales clone sm1a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequi 82.4

Uncultured Ascomycota genomic DNA containing ITS1, 5.85 rRMA gene, ITS2, isolate agrFF981

787

Total
score

372
366
346
346
309
89.8
86.1
824
787

Query
cover

97%
7%
97%
97%
7%
3%
23%
27%
30%

E
value

2e-99
8e-98
1e-91
1e-91
1e-80
2e-14
2e-13
3e-12
4e-11

Ident

93%
93%
1%
91%
89%
a7%
92%
88%
85%

Accession

KFO576031
FI199968.1
JO9275451
JOO27544 1
KF057735.1
HQ533784 1
GO461585.1
EF027381.1
FR773488 1

Candida stellimalicola 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA

gene (partial), strain HBPODK14

Sequence ID: emblFM199965.1] Length: 518 Number of Matches: 1

Range 1: 206 to 454 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps

366 bits{198) Se-98 237/255(93%) 6/255(2%) Plus/Minus

Query 7 AGRGATGCO AT O T G T TGO CAR AR T GT AL R GEACETICCITARGRCATTGCN L1
FEErrerrrr ee reerrr e e rrre e e e e ey

Sbict 454 AGAGATGCCG-TC-TCGCTIGCCAACARATG-ARAGGACGITCCITARGACATIGCAGCGT 392

fuery &7 GOGCTTTAC CACCCACTACTACTAC CAGCTCOGCTGTCOGTIGT 126
FEEEE PRt r e e et et

Sbjct 397 GOGCTRARRCRARCRCCCRCTACTACTACARARCAGCTCCGCTGICEIGT 338

Guery 127 GRGEAGTGCCAGACATICCCCCCRCCACARRLACTACCECTTIGAGRY 184
et rerer e trerr el

Skjct 337 GEEEAGTGCCAGRAC-TI-CCCOCCRCCACCRRRACTACCGECTTIGAGRR 280

Query 187 CRRRCAGGCATGCCGCCAGGARTACCAGEEEECGCARTGTGCGCATCARAGATT 244
PP e e e e el

Skjct 27% CRARRCRAGGCRATGCCCCCCGGAATACCAGEEEECECARTGIGOGT-TCARAGATICGATGRE 221

Query 247 CICRCGTARATCIGC 261
FEEEEE Trirrnnd

Skjct 220 CICRCGARRATCIGC Z0a
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Isolado ACBL-86 Query ID - 1cl|109834

Description

Mevyerozyma caribbica strain Kw3S2Y1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.8 ribosomal RMA gene, complete seqr 298

Meverozyma caribbica strain Kw1S7Y2 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.88 ribosomal RMA gene, complete seql 298

Meverozyma caribbica strain L5 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequent 298

Meverozyma caribbica isolate A-5 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscribec 298

Meverozyma caribbica isolate F4 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 298

Meyerozyma caribbica isolate B-WHX-12-26 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, compl 298

Meyerozyma caribbica strain Ho36b internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.88 ribosomal RMNA gene, complete sequence; and internal transcribed sp 298

Meverozyma caribbica strain JEY267 188 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene, and internal franscri 298

Meverozyma caribbica strain COFA05 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMNA gene, and internal trans¢ 298

Meverozyma caribbica strain CDFAB87 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 585 ribosomal RNA gene, and internal trans¢ 298

Meyerozyma caribbica strain IWBT-Y836 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 585 ribosomal RMNA gene, and internal tran: 298

Meverozyma sp. Y-42 genes forITS1, 5.85 rRNA, ITS2, partial and complete sequence 293

Meyerozyma caribbica isolate Wi10.15 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal trans 298

Saccharomycetes sp. genotvpe 371 isolate FLO737 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacerz 298

Saccharomyceles sp._genotype 371 isolate FL0731 internal franscribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosamal RNA gene and internal transcribed spacerz 298

Meyerozyma caribbica strain AUMC 7262 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal trar 298

Meyerozyma caribbica 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2.+ 298

Meyerozyma quilliermondii internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; ar 298

Meverozyma sp. AL-V isolate AL-V-71 189S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcri 298

Meverozyma sp. AL-V isolate AL-V-69 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RMA gene. and internal transcri 298

Meverozyma sp. AL-V isolate AL-V-60 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcri 298

Total
score

298
296
298
298
298
298
296
296
298
298
298
298
296
296
298
298
298
298
296
298
298

Query
cover

93%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
93%
98%
98%
98%

E
value

3e-T7
3e-TT
3e-T7
3e-77
3e-77
3e-77
3e-TT
3e-TT
3e-77
3e-77
3e-77
3e-77
3e-TT
3e-TT
3e-77
3e-77
3e-77
3e-T7
3e-TT
Je-T7
3e-77

Ident

86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%

Accession

KF263354 1
KF268353.1
KC977491.1
KC556809.1
JX9103531
KC544483 1
KC422423 1
KC111450.1
JX886025.1
JX886024.1
J0993381.1
ABGO3157 1
JN183445 1
JO760408.1
JQ760406.1
J0425348 1
JO083436 1
JNO74905 1
JN255516.1
JN255514.1
JN255505.1

Meyerozyma caribbica strain Kw3S2Y1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal

transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence ID: gbl KF2533‘5I4.1 Lengtll'l: 652 Mumber of Matches: 1

Range 1: 191 to 464 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
298 bits(161) 3e-77 238/276(86%) 2/276(0%) Plus/Minus

Query 5 CCTRRTRACRTTGAGRGGTAGRCAGCACTATCCAGRACGACCCRCGCCARTACTTTTCARS 64
PP rrr e e et e beer e P el
Sbjct 464 CCTRATACATTGRGAGGTCGACAGCACTATCCAGIACTACCCATGCCAATACTITTICAAG 403

Query &5 CRRRCGCCTAGTICGACCRAGAGTATCACTCAATACCTARCCD

&
FEPEEEEET R rrerr b e er e rrenrl
Sbjct 404 CRRRCGCCTAGTTCGACTRAGAGTATCACTCARTACCARACCCG

GAGRRCGGRGRGRGRE
|1 I
GEEETTIGAGRAGARG 34

i
X
[T

Query 125 ATGRCGCTCRARACAGGCTITGCCGICTIGTCATACCACATCGCATCATGIGCGTICACATGE 184
FLETEEEErererr e ceer e rrerer 1 i FELETELELEr 1ol

Sbjct 344 ATGACGCTCAZACAGGCATGCCCICTIGGRRTACCRGRGGGCGCRATGIGCGTICRA-RAGRE 284

Query 185 CGCGRTGATICATGCRARATCGGCRATTCRTATTACTTATCGCATTTCGCTGOGRACCCIC 244
FLPLLEEEr et rer e e e r e et 1l

Sbjct 285 TICGATGATICACGARRATCTGCAATTCATATTACTIATCGCATTITCGCTECGIICI-IC 227

GAGTACAGAGRGRTCCGIAGICGRRRAGT 280
FEE e e e rrrrnd
GAGRACCRAGRGATCCGTIGITGRARGT 191

Query 245 AT
11
GLT

= — =
1

C GG
| I'l
Sbjct 226 IC GCi
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